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RESUMO: Estudo fitoquimico dos extratos hexanico e metandlico dos frutos de Pterodon
polygalaeflorus Benth forneceu trés diterpenos furanicos: 6-o-acetoxivouacapano, 6-o.-
hidroxivouacapano e vouacapano, sendo este ultimo relatado pela primeira vez como produto natural.
Avaliagdo da atividade sobre larvas de estdgio 3 de Aedes aegypti de 6-a-acetoxivouacapano, dos
extratos hexanico e metanodlico dos frutos de P. polygalaeflorus e de seu 6leo essencial também ¢
relatada. Apenas o extrato hexanico mostrou boa atividade com CL,; 23,99 + 0,75 pg/mL, podendo
ser considerado um potencial agente larvicida.

Unitermos: Pterodon polygalaeflorus, Aedes aegypti, diterpenos furanicos, atividade larvicida.

ABSTRACT: “Phytotochemical study and evaluation of larvicidal activity of Pterodon
polygalaeflorus Benth (Leguminosae) against Aedes aegypti”. Chemical investigation of the
hexane and methanol extracts of the fruits of Pterodon polygalaeflorus (Leguminosae) resulted in the
isolation and identification of furanic diterpenes: 6-a-acetoxivouacapane, 6-o-hidroxyvouacapane
and vouacapane, which is related by the first time as a natural product. The structures of these
compounds were established by spectroscopic analysis, including 2D NMR experiments. The 6-
o-acetoxivouacapane, the hexane and methanol extracts, and the essential oil were evaluated on
3" instar larvae of Aedes aegypti and only the hexane extract showed good larvicidal activity with

LC,,23.99 +0.75 pg/mL.
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INTRODUCAO

O taxon genérico Pterodon (Leguminosae) ¢
constituido por cinco espécies distribuidas no Brasil: P.
abruptus Vog., P. apparicioi Pedersoli, P. emarginatus
Benth, P. polygalaeflorus Benth e P. pubescens Benth.
Estudos relatam a ac@o profilatica do o6leo dos frutos
de P pubescens sobre Schistossoma mansoni em
camundongos, sendo esta atividade atribuida ao 14,15-
diidroxigeranilgeraniol (Demuner etal., 1996) e, atividade
antiinflamatoria (Falcdo et al., 2005). Os constituintes
caracteristicos deste tdxon genérico sio diterpenos lineares
e tetraciclicos, apresentando esqueletos vinhaticano ou
vouacapano (Campos et al., 1994a). P. polygalaeflorus
¢ conhecida popularmente como sucupira, sucupira-
branca, sucupira-lisa, faveiro-azul (Lorenzi,1998) e ¢
usada na medicina popular contra bronquites, amigdalites
e como tonico (Arriaga et al., 2000). Estudos sobre ac¢do
antimicrobiana e inibidor da enzima acetilcolinesterase
encontram-se descritos na literatura (Lima et al., 2006 e
Barbosa-Filho et al., 2006).
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O mosquito Aedes aegypti € o agente transmissor
da dengue, doenca infecciosa causada por um arbovirus,
endémica no Brasil e transmitida de uma pessoa doente
para outra sadia, pela picada da fémea contaminada do
mosquito. O desenvolvimento de resisténcia do vetor da
dengue aos inseticidas quimicos (Santiago et al., 2005)
e sua toxicidade levam a busca de novos inseticidas
naturais.

A busca de novos inseticidas e o crescente
estimulo as pesquisas que visam o uso de plantas como
uma alternativa para o controle de mosquitos, vetores
de doencas, como a dengue, sdo motivados pela quase
auséncia de toxicidade destes produtos naturais a animais
e plantas, e pelo fato deles serem biodegradaveis, o que
evita a contaminagdo do meio ambiente. Em contraste, os
inseticidas sintéticos, aos quais os insetos se tornam cada
vez mais resistentes (Santiago et al., 2005), sdo toxicos e
poluentes.

Assim, o presente trabalho mostra o isolamento
dos diterpenos furanicos dissubstituidos vouacapano (1),
6-a-acetoxivouacapano (2) e 6-a-hidroxivouacapano
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(3) (Figural). As estruturas destes compostos foram
elucidadas, principalmente, através da analise de seus
dados espectroscopicos de RMN 'H e RMN 3C uni ¢
bidimensionais. O composto 1 ¢é relatado pela primeira
vez como produto natural. As atividades larvicida dos
extratos hexanico e metandlico, do composto 2 ¢ do 6leo
essencial de P. polygalaeflorus sdo também descritas.

MATERIAL E METODOS
Métodos gerais

Os espectros na regido do infravermelho foram
obtidos em espectrometro Perkin-Elmer, modelo FT-
IR 1000. Foram utilizadas pastilhas de brometo de
potassio. Os espectros de RMN 'H ¢ RMN 3C, uni e
bidimensionais, foram registrados em espectrOmetro
Bruker, modelo DRX-300 e DPX-500. Os deslocamentos
quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e foram referenciados para RMN 'H pelos picos
referentes a fracdo ndo deuterada do cloroformio (6
7,27). Para RMN BC pelos picos de C-13 do cloroférmio
(6 77,0). A analise do 6leo essencial obtido foi realizada
em cromatografo gasoso Shimadzu, modelo CG-17A,
provido de coluna capilar de metil-fenil silicone DB-5
com 25m de comprimento, 0,20 mm de didmetro interno
acoplado a um espectrometro de massas Shimadzu.
O cromatograma com area detectada do dleo essencial
foi obtido através de detector de ionizagdo por chama,
provido de coluna capilar de metil-fenil silicone DB5 com
30,0 m de comprimento ¢ 0,20 mm de didmetro interno.
Para as colunas cromatograficas utilizou-se gel de silica
com granulometria de 0,023 a 0,200 mm. As analises
cromatograficas em camada delgada foram efetuadas
em gel de silica G 60 sobre suporte de vidro e em gel
de silica F,_, sobre poliéster. As placas cromatogréficas
foram reveladas através da irradiagdo com luz de
ultravioleta em comprimentos de onda de 254 ¢ 366 nm
e/ou aquecimento apds borrifagdo com uma solugdo de
vanilina em acido perclorico e etanol. Os valores de ponto
de fusdo das substancias isoladas foram determinados em
aparelho de microdeterminagdo digital da Mettler Toledo
provido de uma estagdo de aquecimento FP82HT e uma
central de processamento FP90. As determinagdes foram
feitas a uma velocidade de 4 °C por minuto ¢ ndo foram
corrigidas. As analises de poder rotatorio especifico foram
realizadas em um polarimetro 341 da Perkin Elmer.

Material vegetal

O material botanico foi adquirido no herbanario
do mercado Sdo Sebastido, localizado no municipio de
Fortaleza. A exsicata da planta encontra-se arquivada
no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do
Ceara, sob o naimero 8808.

Ensaio larvicida
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Nos bioensaios, os ovos de A. aegypti foram
eclodidos em dgua isenta de cloro, a temperatura ambiente.
Em condigdes normais, os ovos maduros eclodem
quando submersos em meio liquido e apresentam quatro
estagios larvarios, sendo selecionadas larvas de estagio 3
(Gadelha; Toda, 1985) para serem utilizadas no presente
estudo.

Em um béquer de 50 mL, a temperatura
ambiente, as amostras testadas, em diferentes
concentragdes (12,5 pg/mL a 500 pg/mL) foram
dissolvidas em 0,3 mL de DMSO e a cada solucdo
foram adicionadas 50 larvas de estagio 3, completando-
se o volume para 20 mL com agua. Apos 24 horas, a
temperatura ambiente, as larvas mortas foram contadas
e calculada a percentagem letal e posteriormente a CL_,.
Os testes foram feitos em triplicata (Oliveira et al., 2002).
Paralelamente foram feitos testes em branco, utilizando-
se DMSO e agua.

Extracao e isolamento dos constituintes quimicos

Para obtenc¢do do 6leo essencial, os frutos secos
e triturados de P. polygalaeflorus Benth (500 g) foram
submetidos a hidrodestilagdo em aparelho de Cleavenger
modificado por 2 horas , sendo obtidos 1,9 mL do 6leo
essencial.

Para obtencdo dos extratos os frutos (1,5 kg),
triturados mecanicamente, foram submetidos a extragdo
com hexano em aparclhagem Soxhlet. Apos remogédo
do solvente em evaporador rotatorio, obteve-se 364,47
g de extrato hexanico. A torta resultante foi submetida a
extracdo exaustiva com metanol a quente, e forneceu 96,0
g de extrato metandlico.

O extrato hexanico (50,0 g) foi adsorvido em gel
de silica, pulverizado em gral de porcelana e submetido
a cromatografia em coluna em gel de silica, utilizando-se
hexano, cloroformio e acetato de etila como eluentes. A
fracdo 1 (1,46 g) eluida com hexano foi recromatografada
emcolunade gel desilica (60 g), utilizando-se um gradiente
de eluicdo crescente com hexano e diclorometano. Apos
analise por comatografia em camada delgada, a fracdo
eluida com hexano (0,137 g) foi recromatografada em
coluna de gel de silica (9,0 g), utilizando-se hexano como
eluente, forneceu 0,01 g de cristais brancos que foram
identificados como vouacapano (1).

O extrato metanolico (96,0 g) foi fracionado
por cromatografia em coluna de gel de silica, usando
como eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila
e metanol. A fra¢do eluida com hexano: diclorometano
(50:50) continha cristais amarelos que foram
recristalizados em metanol e o solido obtido (181,0 mg)
foi identificado como 6-a-acetoxivouacapano (2). A
fracdo 3 (3,8 g), eluida com diclorometano, foi submetida
a cromatografia em coluna de gel de silica (60 g) com
gradiente de polaridade e elui¢o com hexano e acetato
de etila. A fragdo eluida com hexano : acetato de etila (95
: 05) originou material sélido (1,0 g) que foi purificado
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em fracionamento cromatografico isocratico, utilizando
hexano : diclorometano (40 : 60) como cluente ¢ gel de
silica (71 g) como adsorvente, do qual obteve-se 15 mg
de 6-a-hidroxivouacapano (3).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento por cromatografia em coluna
do extrato hexanico, levou ao isolamento e identificacdo
do diterpeno furanico vouacapano (1), enquanto o
tratamento cromatografico do extrato metanolico em
coluna de silica forneceu dois diterpenos furanicos: 6-
o-acetoxivouacapano (2) e 6-o-hidroxivouacapano (3)
(Figura 1).

O diterpeno 1, so6lido branco amorfo, que
apresentou ponto de fusdo na faixa de 71,3 - 73,5°C
e rotagdo especifica [a] * = -362,22 (¢ 1,8, CHCL,),
mostrou em seu espectro de RMN 'H trés singletos, em
6 0,88, 6 0,91 e & 0,91, correspondentes aos atomos de
hidrogénio de grupos metila ligados a &tomos de carbono
ndo hidrogenado, um dubleto em & 0,99 (J = 7,0 Hz)
correspondente aos atomos de hidrogénio de grupo metila
ligado a carbono mono-hidrogenado. Mostrou ainda dois
dubletos em & 6,19 (J= 1,75 Hz) ¢ 6 7,23 (J= 1,75 Hz),
indicando a presenca de um anel furanico dissubstituido,
bastante encontrado no género Pterodon. Observou-se
no espectro de RMN *C — HBBD, 20 linhas espectrais
¢ através da comparacdo deste com o espectro de RMN
3C - DEPT 135° foi possivel caracterizar o padrao de
hidrogenacao relativo a cada a&tomo de carbono. Verificou-
se, entdo, que o composto 1 apresentava quatro sinais
correspondentes a atomos de carbono néo hidrogenados,
seis sinais relativos a 4tomos de carbono metinicos, seis
sinais correspondentes a atomos de carbono metilénicos
e quatro sinais referentes a atomos de carbono metilicos.
Observou-se ainda quatro sinais em & 109,79; 5122,68;
140,49 e 6 150,11, caracteristicos de 4tomos de carbono
de anel furanico. Alguns dados foram confirmados pelo
espectro de correlagdo heteronuclear HMQC (Tabela
1). Com base nestes dados espectrais, na determinacdo
estrutural das substancias isoladas (2 ¢ 3) ¢ em dados
relatados na literatura (Mendes, 1987), foi possivel
concluir que a substidncia 1 tratava-se do diterpeno
furanico vouacapano (1), sintetizado a partir do acido
vinhaticoico (Mendes, 1987) e identificado em Dipterix
odorata por CGAR-EM (Godoy et al., 1989), através da
co-inje¢do, mas inédito como produto natural.

Os diterpenos 6-o-acetoxivouacapano (2) e
6-o-hidroxivouacapano (3) foram identificadas pela
comparagdo dos dados espectrais obtidos, com os da
literatura (Mendes; Silveira, 1994) ¢ (Arriaga et al.,
2000), respectivamente.

O diterpeno 2, sdlido branco amorfo com ponto
de fusdo na faixa de 122,3—124,3 °C, apresentou rotacdo
especifica [a] »* = +121,81 (¢ 22,0 , CHCL,). O espectro
de RMN"C - HBBD (125 MHz, CDCl,) mostrou 22
linhas espectrais ¢ através da comparacdo deste espectro

com o espectro DEPT 135°, foi possivel constatar que o
diterpeno (2) continha 5 sinais correspondentes a atomos
de carbono ndo hidrogenados, 7 sinais correspondentes a
atomos de carbono metinicos, 5 sinais relativos a 4tomos
de carbonometilénicos e 5 sinais correspondentes a &tomos
de carbono metilicos. Observou-se ainda dois sinais em
8 73,06 ¢ & 170,83, que foram atribuidos a um atomo de
carbono carbindlico e a um atomo de carbono carbonilico,
respectivamente. Foram observados quatro sinais em o
109,92; 122,62, 140,97; 149,77, caracteristicos de &tomos
de carbono de anel furanico. No espectro de RMN'H (500
MHz, CDCI,) desta substincia também foram observados
os sinais correspondentes aos atomos de hidrogénio de
trés grupamentos metila ligados a atomos de carbono
ndo hidrogenados em & 0,94; 0,98 ¢ 1,08, além de outro
sinal correspondente aos atomos de hidrogénio de uma
metila ligada a &tomo de carbono monoidrogenado em &
1,00 (d, /=7 Hz). Foram observados dois dubletos em &
6,18 ¢ 7,22 (J = 1,8 Hz), indicando se tratar de um anel
furanico dissubstituido. Este mesmo espectro apresentou
um triplo dubleto em & 5,16 (J= 11,2 e 5,3 Hz) referente
ao atomo de hidrogénio carbindlico. De acordo com estes
dados foi possivel caracterizar o diterpeno como 6-a-
acetoxivouacapano (2).

O espectro de RMN!*C-HBBD (125 MHz,
CDCI,) do composto 3 apresentou vinte linhas espectrais,
sendo 16 sinais correspondentes a atomos de carbono
saturados e quatro sinais referentes a atomos de carbono
insaturados, correspondentes aos atomos de carbono de
um anel furdnico. O espectro de RMN'H (500 MHz,
CDCI,) mostrou além dos sinais correspondentes aos
atomos de hidrogénio de quatro grupamentos metila e
dos sinais correspondentes aos dois atomos de hidrogénio
furanicos, um triplo dubleto em 6 3,99 (J=10,8 ¢ 4,2 Hz),
referente a um atomo de hidrogénio carbindlico. Desta
forma, foi possivel caracterizar a referida substancia
como 6-o-hidroxivouacapano (3).

O o6leo essencial obtido por hidrodestilagdo
dos frutos de P. polygalaeflorus apresentou constitui¢ao
semelhante a descrita na literatura (Campos et al.,
1994b), apresentando o B-cariofileno como constituinte
majoritario.

Tendo como objetivo a busca de novos produtos
naturais que possam ser utilizados como larvicidas
naturais, inicialmente foram testados sobre as larvas de
A. aegypti, o extrato hexanico (EH) que mostrou CL_,
igual a 23,99 + 0,75 pg/mL, o extrato metanélico (EM)
que ndo apresentou atividade, e o 6leo essencial (OE) dos
frutos de P. polygalaeflorus, cuja CL, foi 134,90 £ 0,25
pg/mL. O 6-a-acetoxivouocapano (2) isolado do extrato
metanolico também foi testado e mostrou CL,,igual a
186,21 + 1,17 pug/mL. O percentual de larvas mortas em
diferentes concentragdes permitiu determinar os valores
de CL_, (Tabela 2).

Dentre as amostras analisadas foi possivel
constatar que o extrato hexanico, fragdo de menor
polaridade dos frutos de P. polygalaeflorus, apresentou a
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Tabela 1. Dados de RMN "*C (125 MHz, CHCl,), RMN 'H (500 MHz, CHC,) e correlagdes 'H -*C (HMQC - 'J )

de 1.
HMQC
C 5C 8H, J (Hz)
4 33,41 N
10 37,59 -
13 122,68 -
12 150,11 -
CH
14 31,75 2,62 (m)
8 35,93
9 4581
5 55,38
15 109,79 6,19 (d,J=1,8)
16 140,49 7.23 (d, J=1,8)
CH,
2 18,97
6 21,77
11 22.42
7 31,47
1 39,92
3 42,17
CH;
20 14,69 0,91(s)
17 17,78 0,99 (d, J=17,0)
18 22.46 0,88 (s)
19 33,91 0,91 (s)

Tabela 2. Valores de percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti causadas pelos extratos, diterpeno 2 e dleo
essencial de Pterodon polyglaeflorus.

Conc. (ug/mL) EH EM 2 OE
500 100 0 100 100
250 100 0 65 99
100 100 0 22 11
50 100 0 20 nt
25 53 0 nt nt
12,5 19 0 nt nt
nt= ndo testada
(1)-R=H
(2)-R=0Ac
(3)-R=0H

Figura 1. Estruturas dos diterpenos isolados de
Pterodon polygalaeflorus
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melhor atividade frente as larvas de 4. aegypti, com um
valor de CL, igual a 23,99 £ 0,75 pg/mL. De acordo com
a literatura (Cheng et al., 2003), substancias com valores
de CL,, menores que 100 pg/mL sdo considerados bons
agentes larvicidas.

CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o extrato hexanico
dos frutos de P. polygalaeflorus é um promissor agente
larvicida sobre A. aegypti.
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