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RESUMO

Sorocea bonplandii(Baillon) Burger, Lanjow e Boer, devido a sua saridade
morfologica com Maytenusspp., é utilizada pela populagdo com os mesmos fins
medicinais desta. Ao contrario das espécieMagtenus que possuem inameros estudos
quimicos farmacologicos, as informacdes a respiitespeci&orocea bonplandiainda
séo incipientes. Neste trabalho foram analisad&se8es éter de petroleo, cloroférmio e
acetato de etila - obtidas de um extrato cloroféontias folhas d8. bonplandii -gquanto

as suas atividades no bioensaio de letalidade lparas deArtemia salina Leach. A
fracdo com maior bioatividade neste ensaio foicaofbrmica, da qual foram isolados e
identificados, por ressonancia magnética nucledHds"*C, um alcool priméario saturado,
o diterpeno fitol, um alcool vinilico de cadeiapsenilica, uma mistura dos esteroides
sitosterol e estigmasterol (sendo o primeiro a thmoga majoritaria). Em outra etapa,
apos deslipidificacdo das folhas com éter de pmir6foram preparados os extratos
acetbnico e metandlico. Deste foi isolado e idmwatifo por espectrometria de massas e
espectroscopia de infravermelho, o dissacaridearese. Os extratos metandlico e
acetonico foram avaliados quanto a sua atividadeaagulantein vitro. O extrato
acetonico apresentou atividade anticoagulanteasies de tempo de protrombina (TP) e
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa). @smo extrato ndo apresentou
atividade sobre a agregacéo plaquetaria induziddp® assim como, no teste de tempo
de trombina (TT). O extrato metandlico ndo demanstatividade em nenhum dos
ensaios anteriores. O efeito anticoagulante eviddameste trabalho, nunca descrito para
esta espécie, abre novas perspectivas para fuilvastigacdes quimico-biologicas,
visando o isolamento e identificacdo da(s) subsésic responsavel(eis) por esta
bioatividade.

Palavras Chave:Sorocea, Moraceae, anticoagulante, Artemia.
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1. INTRODUCAO

Vérias evidéncias histéricas, em todo o mundo, atestnam que as plantas
medicinais representam a mais antiga e utilizadandode tratamento. Até meados do
século passado a maioria dos farmacos era origirdiretamente de fontes vegetais
(GILANI e RAHMAN, 2005).

Também existem amplas evidéncias arqueologicagaimdo que as plantas
medicinais foram regularmente utilizadas pelos pgw@-histéricos. Em muitas culturas
antigas, as plantas ou produtos derivados delas) argeridos também com objetivos
psicoterapéuticos (ORTIZ, 1975).

O mais provavel é que, pela experimentacdo diast@populacdes humanas foram
aprendendo a distinguir as plantas Uteis e deodfeiéfico, daquelas sem qualquer efeito
terapéutico ou toxico, bem como qual o processamemombinacdes que poderiam ser
usados para a obtencéo de resultados positivosRPEIRTE e MARASCHIN, 2001).

O conhecimento sobre plantas medicinais simbaotiratas vezes, o Unico recurso
terapéutico de varias comunidades e grupos étmidnda hoje, nas regides mais pobres
do pais e, até mesmo nas grandes cidades brasilglantas medicinais séo
comercializadas em feiras livres, mercados popsilage encontradas em quintais
residenciais (MACIEL et al., 2002).

Outro aspecto importante € o papel que os prochdtgais desempenharam no
processo de descoberta de farmacos. Cerca de 2&6%ardwacos prescritos em o mundo
provém de plantas, sendo que dos 252 farmacosdevadbs basicos pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), 11% sao exclusivamenteridgem vegetal e, muitos outros

sao substancias extraidas de plantas (RATES, 2001).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) cdecarés quartos da
populacdo mundial tem as plantas medicinais conmo(recurso terapéutico (GILANI e
RAHMAN, 2005), e 81% nao possui acesso a farmaousteos (NYIREDY, 2005).
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Embora, esta situacdo seja mais comum em paisetesenvolvimento da Asia,
Africa e América do Sul, estes dados mostram queneritas regides do mundo, as
plantas medicinais ocupam um lugar de destague ena@péutica, fato este nao

suficientemente apreciado nos paises desenvol(i\\REDY, 2005).

Os estudos cientificos na area de produtos nattéai sido conduzidos ha mais de
um século e, somente na década de 1.980, cerca5d® Bovas substancias foram
anualmente descobertas (VEERPORTE e MARASCHIN, PO@este total, 2619
substancias foram isoladas de plantas (ABELSONQJ)L99

Apesar destes fatos, nas Ultimas décadas, devidoigalmente ao avanco da
quimica combinatéria, o interesse da industria éméutica na pesquisa de produtos
naturais tem diminuido. Entretanto, evidéncias mexe mostram que para algumas
doencas complexas, os produtos naturais aindasespean uma valiosa fonte de novas
entidades quimicas, uma vez que eles apresentantuess$ privilegiadas, selecionadas
por mecanismos evolucionarios, durante um pericglondhdes de anos (CALIXTO,
2005).

Juntos, os paises da América Latina possuem grpade da biodiversidade
mundial. O Brasil possui cerca de 20 a 22% de taaplantas e microrganismos.
Entretanto, é estimado que ndo mais que 25.00@iespéegetais tenham sido objeto de

algum tipo de investigacao cientifica (CALIXTO, Z)O
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Contribuir para a caracterizagdo de moléculaseptes nas folhas de

Sorocea bonplandii.

2.2. Objetivos especificos

* Realizar o fracionamento do extrato cloroférmico 8erocea bonplandii

monitorado pelo ensaio de letalidade para larvasrgemia salinalLeach;

e Elucidar a estrutura quimica das substancias iaeJadpor métodos

espectroscopicos.

e Avaliar a atividade anticoagulants vitro, de diferentes extratos das folhas de

Sorocea bonplandii
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Sorocea bonplandii  (Baillon) Burger, Lanjouw e Boer

O génerdSoroceaA. St-Hill. contém aproximadamente 22 espécies, algumas das
guais morfologicamente muito semelhantes, dificltaassim, a taxonomia do género
(ROMANIUC-NETO, 1998).

Esta espécie possui distribuicdo geografica qudeste o Rio Grande do Sul até
Pernambuco, onde se distribui na floresta pluvial ehcosta atlantica (PAVAN-
FRUEHAUF, 2000).

A planta é descrita como uma arvore de pequene,pig aproximadamente 5 a 6
m de altura; folhas simples, rijas, coridceas, vade-escuro e de margens serrilhadas;
ramos eretos, curtos, com casca acinzentada; rdasmsculadas com pequena
profundidade; flores de coloracdo creme, em infloéacias axilares; frutos tipo baga
oblonga, contendo somente uma semente de colorag@canquicada (PAVAN-
FRUEHAUF, 2000).

Extratos preparados por infusdo das folhas Migytenus ilicifolia e de M.
aquifolium (Celestraceae), popularmente conhecidas por esprbanta, sao utilizados
na medicina popular devido a sua acao antiulceiogéosomprovada em estudos pré-
clinicos (SOUZA-FORMIGONIet d., 1991; OLIVEIRA,1991) e clinicos (GEOCZEt
al., 1998). Devido ao fato d8orocea bonplandipossuir caracteristicas morfologicas
muito proximas aquelas das espécieMdgtenus vem sendo utilizada pela populagéo
com os mesmos fins destas ultimas (ALBERTON, 2002).

S. bonplandiitambém tem sido encontrada no comércio como aedgéer de
preparacdes vendidas como semdoilicifolia (ALBERTON, 2002; VILEGASet al,
1998).
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ALBERTON, (2002) através da analise do perfil cabmgrafico em CCD,
encontraram 5 amostras conter&ldoonplandide um totalde 8 amostras comerciais de

espinheira-santa vendidos em Florianépolis-SC.

GONZALEZ et al. (2001) reportaram que um extrato metandlico dasafodeS.
bonplandii apresentou um efeito significativo em ensaios dalgesia tail flick e
writhing test) O mesmo extrato demonstrou acdo antiulcerogétacd em modelos
com inducgé&o por etanol, quanto por betanecol/indaciea. A administracdo do extrato
por via oral a camundongos, em doses de 500, %R0, 12916 e 5248 mg/kg néo

produziu mortalidade, nem o aparecimento de sirgaheaoxicidade.

Com relacao a identificacdo de metabolitos seaiomsldeS. bonplandios artigos

disponiveis sdo escassos:

FERRARI e MONACHE (2001) reportaram o isolamendas raizes, de um
aducto do tipo DIELS-ALDER, denominado de sorocéiffagura 1).

Figura 1. Soroceina |.

FERRARI E MESSANA (1995) isolaram das raizes, ftawaas preniladas

denominadas de soroceinas E, F e G (figura 2,)3 e 4
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Figura 4. Soroceina G.
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Da casca d8. bonplandifoi isolado o 3,4-dimetoxifenill-1-OB-D-apiofuranosil
(1> 2)- B-D-glucopiranosideo (FERRARI e MONACHE, 2005) (figlb).

OH
OCH,
) /Eji
HO
0 OCH,
HO
0
OH o)
OH

OH

Figura 5. Glicosideo fendlico isolado das cascas.
A partir de extratos diclorometanicos e hexanidas folhas deS. bonplandii

foram isolados triterpenos pentaciclicos derivadiis oleanano, ursano e lupano
(ANDRADE e VILEGAS, 1998).
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3.2. Ensaio de letalidade para larvas de Artemia sa lina Leach

Os laboratérios de fitoquimica normalmente ndooegtéparados para a realizacao
de ensaios bioldgicos elaborados (MACIEL al, 2002). Diante disso, muitos tém
inserido em suas rotinas de purificacao, isolamergtucidacéo estrutural, alguns ensaios
biol6gicos simples, no intuito de selecionar e raar o estudo quimico de extratos de

plantas, na procura de substancias bioativas (SIRNEt al., 2001).
Um destes bioensaios € o de letalidade para ldesAgemia salinaLeach.

A Artemia salina(Artemiidae) € um microcrustaceo cosmopolita, grerénte a
subclasse Branchiopoda. Este organismo produzsgisie quais permanecem em
diapausa enquanto mantidos secos ou em anaeroBipdge.a hidratagdo, o embrido é
ativiado e a eclosdo costuma ocorrer dentro de ct8sh liberando-o ainda ligado a
membrana de eclosdo. Assim que a membrana se ramjpeya movel, chamada de
nauplio, é liberada (USEPA, 2002). Os cistos, alden serem de baixo custo e
amplamente disponiveis, permanecem viaveis por, aiiogstado seco (MEYER al,
1982; HAMBUERGER, 1991; SIQUEIRALt al, 1998).

Este ensaio € baseado na premissa de que substbnmativas sdo toxicas em
concentracdes maiores, e que a letalidade causadabeganismo simples pode ser usada,

como meio de monitorar o fracionamento de um extvagetal (HAMBURGER, 1991).

Diversos trabalhos fizeram a correlacdo entrexeittade sobreArtemia salina
com atividades como antimicética, antiviral, antrobiana (McRAE, W.D.; HUDSON,
J.B.; TOWERS, G.H.N., 1998) e parasiticida (SAHPA&ZBORIES, 1994). Outros
estudos utilizam este modelo para monitorar a pgasde uma variedade de substancias,
tais como praguicidas, poluentes ambientais, mi@o&s, anestésicos, toxinas de
dinoflagelados, analgésicos opidides, co-carcin@geancarcinégenos, ésteres de forbol,
entre outros (MEYER, 1982).
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Este ensaio biologico tem demonstrado uma boaleg&do como o modelo de
leucemia murina P-388, tendo sido demonstrado ausiidade comoscreeningpara
atividade antitumoral (HAMBURGER, 1991).

PARRA et al. (2001), em um estudo utilizando 20 extrateglantas, encontrou
uma boa correlacdo (r=0,85; p<0,05) entre este lnae de toxicidade aguda por via
oral em camundongos. Os autores sugerem, dianteredodtados, que o0 ensaio de
letalidade para larvas dietemia salinaé util como um modelo alternativo na predicéo de

toxicidade aguda.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais utilizados

4.1.1.Material Vegetal

As folhas deSorocea bonplandii(Baillon) Burger, Lanjouw e Boer foram

coletadas em Floriandpolis, inicialmente, em ateil2003. Uma segunda coletaocorreu
em janeiro de 2005. As amostras foram identificguEe Prof. Dr. Daniel de Barcellos

Falkenberg, do Departamento de Botanica-UFSC.

4.1.2.Solventes e Reagentes

Os solventes utilizados foram de grau analitias harcas Nucle@r, Veted] e

Merck].

Os adsorventes utilizados em cromatografia emneofaram: silica gel 60, com

granulometria de 0,05 a 0,2 mm Carlo Erba e 0,02@3 mm Merck.

Nas separacdes feitas por cromatografia em cameddada preparativa (CCD-P),

utilizaram-se placas Merck com silica gel 60 dern2 de espessura.

A cromatografiaFlash foi executada com silica gel 60 G, para cromaf@yem

camada delgada da marca Vétec

Foram, ainda, utilizadas placas analiticas parmatografia em camada delgada

das marcas Mer¢k e MNO, com silica gel 60 de 0,2 mm de espessura.

Para deteccdo foram utilizados os reagentes vansulfirica e anisaldeido
sulfdrico.
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4.1.3. Equipamentos

A concentracdo dos extratos e fracOes foi realizmtapressao reduzida, em um

evaporador rotatério Quimiis

O espectro de infravermelho da substancia MEL1 Iitido em espectrofotometro
Shimadzu Prestige 2, no Departamento de Ciénciasia@€@uticas, da Universidade
Federal de Santa Catarina. O espectro de massés,stbstancia, foi obtido em aparelho
Quattro LC Micromass Triple Quadrupole, no Institide Quimica da Universidade

Estadual de Sao Carlos.

Os espectros de RMN das substancias A7P, C7 et fobtidos no Instituto de
Biologia da Universidade de Chengdu (China) emasp@etro de RMN Bruker Avance
de 600 MHz. Os espectros de RMN da substancia B8.802am obtidos no Instituto de
Quimica da Universidade Buenos Aires (Argentina), espectrémetro Bruker AM de
500 MHz.

4.1.4. Bioensaio de Letalidade para larvas de  Artemia salina

A agua utilizada para o ensaio foi obtida juntd_aboratorio de Camardes-UFSC.
A mesma, antes de ser utilizada, passou por procesdupla filtracdo e tratamento com

radiacdo ultravioleta. Os cistos Ademia salinaforam obtidos em lojas especializadas.
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4.2. Procedimentos gerais

4.2.1.Preparacdo da amostra vegetal

4.2.1.1. Preparo dos extratos

Apoés a coleta as folhas frescas foram colocadagstuia com circulacdo de ar,

por 48 h a temperatura de 4@ sendo em seguida cominuidas em moinho de facas.

O extrato cloroformico foi preparado a partir daceracdo de 1,11 kg de folhas
secas cominuidas por meio de 2 maceracdes seqggeamaCHC}, durante 7 dias.

Uma aliquota de 800 g do material vegetal secegoagor 2 maceracdes com éter
de petréleo, produzindo o extrato EP. O residu@ktiaido com acetona, dando origem
ao extrato AC, e por fim, extraido com metanoleabb-se assim, o extrato ME (figura

6). Estes foram avaliadom vitro, quanto a uma possivel atividade anticoagulante.

Todos os extratos foram preparados na proporcdd:te (m/v) de folhas e
solvente, e filtrados sob papel de filtro e con@atts em rotavapor, sob pressdo reduzida,

até a secura.
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[ Folhas secas ]
[ Maceracao com EP ]_
1 1
[ Residuo ] [ Extrato EP ]

[ Macerag&o com acetona

1 1
[ Residuo ] [ Extrato AC ]

[ Maceragéo conrMeOH J—

—[ Extrato ME ]

Figura 6. Esquema de preparacao dos extratos Ele,ME..

4.2.1.2. Fracionamento do extrato bruto cloroférmio

O extrato cloroformico seco foi ressuspenso enucéal de MeOH:kD
(90:10) (v:v), e posteriormente fracionado, potipdo liquido-liquido, com EP, CHgle
AcOEt, produzindo as fragcdes denominadas com a (étseguida pelas abreviaturas do
solventes (figura 7). Estas frag@es, tiveram sividatle biologica avaliada pelo teste de
letalidade para larvas datemia salina A fracdo com menor G} foi, entdo, purificada

por métodos cromatograficos.
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[ Folhas ]

[Maceragéo com CHQ]—

[ Extrato CHC} ]

[Ressuspenséo em MeOH 9&
|
[ Suspensdo em MeOH 9004;

[ Particdo com EP ]—

[ Fracéo C-EP ]

( p
§ Residuo ]

[ Particdo com CHGI ]—

[ Fracao C-CHGI ]

( P
| Residuo ]

[ ParticacAcOE! ]—

—[ FracacC-AcOEl ]

Figura 7. Esquema de preparacao do extrato cloni¢ére seu fracionamento.

4.2.2. Ensaio de letalidade para larvas de  Artemia salina Leach

Foi utilizada a metodologia descrita por Megeéral. (1982) com algumas

modificacdes.
4.2.2.1. Obtencéo das larvas

Os cistos foram colocados para eclodir em agua do ¢om aeracao
constante e temperatura mantida préxima de 25C. O periodo compreendido entre a

incubacao dos cistos e a coleta das larvas fo8de 4
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4.2.2.2. Preparacao das amostras

As solucdes foram preparadas por diluicAo seriadmjalmente nas
concentracdes de 200, 150, 100, 75, 50 e 25 pg/mL.

As solucbes foram preparadas com o solvente adequeaa a solubilizacéo
das fracdes e sub-fragcdes sendo o mesmo, postentenevaporado. Usaram-se tubos
controles do solvente preparados da mesma maRara.cada diluicdo os testes foram

realizados em triplicata.

4.2.2.3. Incubacéo das larvas com o material vegéta

ApOs o procedimento anterior, foram adicionadosl2de dgua do mar e 0s
tubos foram colocados em sonicador. Apos adiciaDMSO, até um maximo de 0,05

mL.

As larvas, em numero de dez, foram transferides ada tubo, e o volume

completado para 5 mL com agua do mar.

O material vegetal foi incubado com as larvas3sbh. Apds, foi registrado
0 numero de larvas mortas, sendo consideradas talnaquelas que se mantiveram

imdveis por mais de 10 segundos.

4.2.2.4. Determinacao da Clg

O calculo da concentracao letal a 50% foi feittm pepétodo de analise dos
probitos com um intervalo de confianca de 95%ijzatiido o software Probit, fornecido
pelaEnvironmental Protection Agen@YSEPA, 2002).
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4.3. Isolamento, purificacéo e identificacéo

4.3.1. Isolamento da substancia A7P

A fracdo éter de petrdleo, obtida do extrato dtmraico (C-EP), foi fracionada em
coluna cromatografica (figura 8), em 400 g de Isilge, em gradiente de concentracao
com os eluentes: EP, CHCAcOEt e MeOH, sendo esta a coluha(tabela 1). No final
obtiveram-se 51 fracbes com volume entre 100 eni5@ue foram reunidas em funcao
do seu perfil cromatogréafico em CCD, resultandol@riracdes, codificadas como Al a
Al12, em ordem crescente de polaridade. A fracadoAZolubilizada em éter de petréleo
e mantida na geladeira por 48 h, obtendo-se umpteto branco, que lavado repetidas
vezes com éter de petroleo gelado rendeu a sulzstdiP. O sobrenadante oriundo da

fracdo A7 foi denominado de A7S.

Tabela 1. Especificactes da coluna A.

Parametros Fase movel Fracoes
Amostra EP 1-3
109 C-EP EP:CHC} (7:3) 4-5

Coluna EP:CHC} (1:1) 6-15
27 x6.cm
CHCl; 18-34
Fase fixa CHCI3:AcOEt (1:1) 35-39
400 g de silica 0,05-0,2 mm
AcOEt 40-42
Fluxo ) . .
5.5 mL/min AcOEt:MeOH (1:1) 43:47
MeOH 48-51
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109
C-EP
Coluna
A

| 0 0 0 0 [ 6 | s 6

Figura 8. Esquema de isolamento da substancia A7P.

4.3.2. Isolamento da substancia C7

A sub-fragcdo A7S, com massa de 650 mg, foi cromafaga em coluna
com 50 g de silica gel (figura 9), com eluicdo gadiente de concentracdo com CHEI
AcOEt, sendo esta a coluBa(tabela 2). Esta coluna rendeu 32 fracfes de 10qué,
foram reunidas segundo seu perfil cromatografico @@D, resultando em 5 fragOes

denominadas de B1 a B5.

Tabela 2. Especificacdes da coluna B.
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Parametros Fase movel Fracoes
Amostra
650 mg da fracdo A7S CHCl3 1-17
Coluna
32,5x2,4cm
. CHCI5:AcOEt 18-28
Fase fixa (90:10)
50 g de silica 0,05-0,2 mm
Fluxo
3.0 mL/min AcOEt 29-32

A sub-fracdo B3, com massa de 178 mg, foi aplicaaaolunaC. Esta coluna

empacotada com 15 g de silica gel foi eluida cadignte de CHGle acetona (tabela 3),

rendendo 28 fragOes. Estas foram reunidas, segormlfil cromatografico em CCD,

resultando nas fragbes denominadas de Cl1l a C7.agédr C7 tratava-se de uma

substancia pura, sendo assim denominada subs@ncia

Tabela 3. Especificacbes da coluna C.

Parametros Fase movel Fracbes
Amostra
178 mg da fracéo B3 CHCls:Acetona 1-10
(95:5)
Coluna
40 x1,5cm
] CHCIls: Acetona 11-18
Fase fixa (90:10)
15 g de silica 0,063-0,2 mm
Fluxo
2.0 mL/min CHCls: Acetona 19-28

(85:15)
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Ol oo

Coluna C

I

Figura 9. Esquema de isolamento da substancia C7.

4.3.3. Isolamento da substancia D1

A fracdo C2, com massa de 40 mg, foi cromatograéadacoluna com 4,6 g de
silica gel (figura 10), usando GEl, como eluente (tabela 4). Obtiveram-se 22 fragfes,
que apoés analise por CCD foram reunidas em 2 fsagenominadas de D1 e D2. A

fracdo D1 apresentava-se pura, sendo denominadtisaiaD1.
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Tabela 4. Especificactes da coluna D.
Parametros Fase movel Fracdes

Amostra
40 mg da fragao C2

Coluna
37x1cm
CH,Cl» 1-22

Fase fixa
4,5 g de silica 0,063-
0,2 mm

Fluxo
2,5 mL/min

40 mg
C?
[ Coluna D }_

L

Figura 10. Esquema de isolamento da substancia D1.

4.3.4. Isolamento da substancia A9.2.3

A fragcdo A9, com massa de 1 g, foi cromatografmacoluna empacotada
com 100 g de silica gel e eluida com Cki@eOH (90:10) (tabela 5). Foram coletadas 25

fracOes, que apods a andlise por CCD foram reueiaes fracbes, denominadas de A9.1 a

A9.5 (figura 11).
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Tabela 5. Especificacbes da coluna A9.

Parametros Fase moével Fracoes
Amostra
1 g da fragao A9
CH,Cl;:MeOH 1-10
Coluna (95:5)
35x3cm
Fase fixa
100 g de silica 0,05-0,2 mm
CHCl;:MeOH 11-25
Fluxo (90:10)

2,5 mL/min

A fracdo A9.2, com massa de 43,5 mg, foi purificpda CCD-P, eluida com
CHClL:MeOH (95:5), em 3 fragdes: A9.2.1, A9.2.2 e A9.28 fracdo A9.2.3 foi
purificada por nova CCD-P, eluida com a mesmara®eel da primeira (figura 11). Esta

purificacdo cromatogréafica rendeu a substanciamerada deA9.2.3

[ A9.1 ] [ A9.2 ] [ A9.3 ] [ A9.4 ] [ A9.5 ]

Figura 11. Esquema de isolamento da substancia.A.9.
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4.3.5. Isolamento da substancia ME1

Durante a evaporacdo do solvente do extrato miatandas folhas deSorocea
bonplandii (figura 6), sob presséo reduzida no rotavaporfreaoca precipitacdo de um
material cristalino e incolor. O extrato, com vokimarcialmente reduzido, foi mantido
em geladeira por 48 h, de forma a facilitar a méntdo. O material foi recolhido e
lavado repetidas vezes com MeOH gelado. Por anétis€CD, em diferentes sistemas

de eluentes, viu-se tratar de uma substancia genmminada ME1.

A amostra foi hidrolisada em refluxo, com HCI 1% 1 hora.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento dos extratos e fracoes

A extracdo das folhas dorocea bonplandi{1.100 g) com CHGJ por maceracgao

resultou em 62 g de extrato seco, ou seja, 5,6 A m

Os rendimentos das fragcdes C-EP. C-GHECLC-AcOEt, provenientes do extrato

cloroférmico e obtidas por particao liquido-liquiddo apresentados na tabela 6:

Tabela 6. Rendimento das fracbes C-EP. C-Gld@-AcOEt

Fracao Massa (g) Rendimento (%)*
C-EP 54,06 87,19
C-CHCk 6,31 10,18
C-AcOEt 0,24 1,79

*Relativo ao extrato cloroférmico.

Os extratos EP, AC e ME apresentaram os rendimeetigitos na tabela 7:

Tabela 7. Rendimentos dos extratos EP, AC e ME.

Extrato Massa (g) Rendimento (%)*
EP 25,02 3,12
AC 4,41 0,55
ME 8,24 1,03

*Relativo a 800 g de folhas secas.
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5.2. Ensaio de letalidade para larvas de Artemia sa lina Leach

Os valores de G) obtidas no ensaio de letalidade para larvasntiemia salina

Leach, s&o apresentados na tabela 8.

Tabela 8. Resultados das4gdo EB e fracbes C-EP. C-CH@& C-AcOEt

Amostra CL 5o (pg/mL) fintervalo de confianca a 95%
EB 130,35[123,81 — 155,28]

C-EP 88,69 [77,27 — 98,64]

C-CHCk 133,21 [125,90 — 140,05]

C-AcOEt 145,73 [133,81 — 155,28]

Em funcéo dos resultados tabulados, nota-se gereaam fracdo C-EP teve &L

inferior ao EB e, portanto maior atividade biol@ic

A fracdo C-EP foi, entdo, fracionada por cromatfigrem coluna (coluna A)
produzindo as fragcbes de Al a Al2. Estas foramiadad no ensaio de letalidade,

obtendo-se os resultados apresentados na tabela 9.

Tabela 9. Resultados da determinacdo dg @b EB, fracdo C-EP e fracoes Al a A12.

Amostra CLso(pg/mL) #intervalo de confianca a 95%
EB 128,51 [119,23 — 153,57]
C-EP 90,89 [78,24 — 101,94]
Al 343,87 [232,43 — 460,43]
A2 339,65 [223,45 — 449,81]
A3 440,33 [312,34 — 633,21]
A4 334,63 [250,87 — 412,54]
A5 346,88 [243,23 — 443,19]
A6 444,12 [337,12 — 596,65]
A7 -*
A8 -*
A9 -*
A10 -*
*

All -
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Al2 ~*

*Os dados ndo apresentaram convergéncia que pesenitio calculo da Gp.

Conforme os dados observados na tabela 9, peseeljae nenhuma das fractes
obtidas na coluna A sequer manteve a atividadeddimd da fracdo C-EP; sendo,
inclusive, inferior ao EB. Esta constatacdo sugpre a maior atividade deste extrato
pudesser ser devida ao fendmeno de sinergismo emtvarios constituintes do extrato
(ELVIN-LEWIS, 2001).

Em virtude da diminui¢do da atividade apos o mamento, o teste de letalidade
para larvas dé\rtemia salinafoi abandonado como método guia para a purificalo

extratos. Para tanto, passou-se a utilizar sontepézfil cromatogréafico das fracoes.
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5.3. Isolamento a partir do extrato cloroférmico

5.3.1. Isolamento da substancia A7P

Da coluna A (tabela 1) foram reunidas as frac@Aata Al2, cujo rendimento é
apresentado na tabela 10.

Tabela 10. Rendimento das fragdes obtidas na céluna

Fracdo Massa (9) Rendimento (%)*
Al 0,0046 0,046
A2 0,111 1,11
A3 0,156 1,56
A4 0,2912 2,91
A5 0,3763 3,76
A6 0,4817 4,82
A7 0,7675 7,68
A8 0,3155 3,16
A9 4,6232 46,23

A10 0,4144 4,14
All 0,3914 3,92
Al2 0,0965 0,96

*Relativo a 10 g de EB.

Através da analise por CCD (figuras 12 e 13),fdagdes Al a A12, optou-se pela
escolha da fragcdo A7 para subsequente fracionamanéscolha se deveu ao fato da
mesma apresentar 2 manchas as quais poderiam iseflaniianente isoladas, além de que

seus 768 mg permitiriam o isolamento com bom readim
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+ e
A8 A9 CCHC3 CEP

Figura 12. CCD das fracdes da coluna A.

Eluente: CHQ
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfdrico

. e

A9 AT10 All Al2  C-CHCI3 CEP

Figura 13. CCD das fracdes da coluna A (continuacgao

Eluente: CHG:MeOH (9:1)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfdrico
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Apés armazenamento da fracdo A7 em geladeira 4dr, Bcorreu a precipitacao
de um material branco denominado A7P, com rendionelet 2 mg. O sobrenadante
codificado como A7S teve rendimento de 650 mg. &ipitado ap0s sucessivas lavagens
com EP gelado, apresentava-se puro, conforme é wistfigura 14, sendo, entéo,
chamado de substancia A7P. A substancia A7P fdisada por RMN déH e **C, e sua

elucidacao estrutural é apresentada no item 5.5.

Figura 14. CCD da substancia A7P.

Eluente: CHG:MeOH (9:1)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfurico
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5.3.2. Isolamento da substancia C7.

A fracdo A7S (650 mg) (figura 15) foi purificada rcoluna B (tabela 2), e

produziu as fragbes B1 a B5 (figura 16), com remditos apresentados na tabela 11.

Tabela 11. Rendimento das fragdes obtidas na c@una

Amostra Massa (mg) Rendimento (%)
Bl 67,3 10,41
B2 274,5 42,23
B3 178,4 27,44
B4 71,5 11,00
B5 12,2 1,87

A7S

Figura 15. CCD da fracao A7S.

Eluente: EP:AcOEt (9:1)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfurico
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B2 B3 B4 B5

B1

Figura 16. CCD das fracdes obtidas na coluna B.

Eluente: EP:AcOEt (9:2)
Fase fixa: gel de silicafz
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfdrico

As fracdes B2 e B3 foram consideradas mais pramasspara nova purificacao,
por serem as com maior rendimento. Em funcdo dad82ima mistura mais complexa

que B3, optou-se por esta ultima.

A fracdo B3 foi entdo purificada com a coluna @béla 3) dando origem as

fragcdes C1 a C7 (figura 17), com rendimentos aptages na tabela 12.

Tabela 12. Rendimento das fra¢gdes obtidas na c@una
Amostra Massa (mg) Rendimento (%)

C1 4,7 2,64
Cc2 40,0 22,47
C3 50,0 28,01
C4 39,0 21,91
C5 17,1 9,60
C6 20,1 11,29

C7 7,2 4,04
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Ci1 2 &3 c4 C5 Co c7

Figura 17. CCD das fracdes obtidas na coluna C.
Eluente: CHCI,

Fase fixa: gel de silicaf

Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfdrico

Pela analise do cromatograma da figura 17 notayusea fracdo C7 estava pura,
como pode ser verificado na figura 18, onde a énbgt C7 foi cromatografada com
padrdo deB-sitosterol. A substancia C7 foi analisada por RM&I'H e '°C, e sua

elucidacao estrutural é apresentada no item 5.6.
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beta- c7
sitosterol

Figura 18. CCD da substancia C7 com padra@-siéosterol.

Eluente: CHCI,
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfurico



Resultados e Discusséo 33

5.3.3. Isolamento da substancia D1.

A fragcdo C2 (40 mg) foi purificada na coluna Dbg@ka 4) produzindo as fracbes
D1 e D2, com rendimento de 8 mg e 2 mg, respecev

A analise dos cromatogramas (figura 19 e 20) germoncluir que a fracdo D1
estava pura, sendo denominada subst@tiauja elucidacéo estrutural é apresentada no
item 5.7.

02 doresy 2
Figura 19. CCD das fracdes D1 e D2. Figura 2D @& substancia D1
com padrdo de- sitosterol
Eluente: CHCI,:AcOEt (98:1) Eluente: C}I,:AcOEt (98:2)
Fase fixa: gel de silicaf Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfurico Deteccd®eagente  anisaldeido

sulfarico
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5.3.4. Isolamento da substancia A9.2.3.

A fracdo A9 (1 g) foi purificada na coluna A9 (&dd 5), produzindo 5 fragbes
denominadas de A9.1 a A9.5 (figura 21), cujos naeditos sao apresentados na tabela 13,

abaixo:

Tabela 13. Rendimento das fracdes obtidas na célfina

Amostra Massa (mg) Rendimento (%)*
A9.1 98,8 9,88
A9.2 43,5 4,34
A9.3 44,6 4,46
A9.4 101,4 10,13
A9.5 86,2 8,62

*Relativo a 1 g de fracdo A9.

A9.1 A9.2 A93  A94 A9.5

Figura 21. CCD das fracdes obtidas na coluna A9.

Eluente: CHCl;:MeOH (95:5)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccdo: Reagente anisaldeido sulfdrico
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A fracdo A9.2, em funcédo do seu perfil cromatagraffoi purificada por CCD-P e
produziu 3 fragdes, sendo que apenas uma estavavedmente pura (figura 22). Esta
ap6s nova CCD-P, foi denominada de A9.2.3. Na &gaB € apresentado um
cromatograma desta substancia juntamente com Eadedestigmasterol@sitosterol. O
fato da coloracdo das 3 substancias ser muito idateguando reveladas com
anisaldeido-sulfarico, além de apresentarem valdeeRF similares, € um indicativo de
uma possivel estrutura esteroidal para a A9.2.6a Rasua elucidagédo estrutural foram

utilizados espectros de RMN 4d, °C e DEPT 135, os quais s&o discutidos no item 5.8.

Figura 22. CCD da substancia A9.2.3 antes da pag#io final.

Eluente: EP:AcOEt (1:1)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccdo: Reagente anisaldeido sulfdrico
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A9.2.3 estigm. beta-sitost.

Figura 23. CCD da substancia A9.2.3 com os padiéestigmasterol @-sitosterol.

Eluente: EP:AcOEt (1:1)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfurico
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5.4. Isolamento a partir do extrato metandlico

5.4.1. Isolamento da substancia ME1

Durante a maceracdo das folhas com MeOH houvee@pgacao da substancia
MEL. Foram obtidos 2,1 g desta substancia, o quefisia um rendimento de 25% em

relacdo a fragdo metandlica e de 0,26% em rele;&ulleas.

ME1 apresentou faixa de fusdo entre 185 e°C96 era sollvel apenas em agua,
apontando para a possibilidade de ser um glicosattamente polar, ou mesmo um

carboidrato.

O cromatograma com padrdo de sacarose é mostaadmuaras 24 e 25. E a figura
26 demonstra o cromatograma obtido apés a hidrélésemostra, com HCIl 10% em

refluxo por 1 h.

ME]I Sacarose

Figura 24. CCD da substancia ME1 com padréo decsea

Eluente: EtOH:H20:AcOH (97:2:1)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfurico
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ME] Sacarose

Figura 25. CCD da substancia ME1 com padréo decsea

Eluente: i-PropOH:AcOH (99:1)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccéo: Reagente anisaldeido sulfdrico

MEI FOr F Aq

Figura 26. CCD da substancia ME1 com as fracOe@n@rg e aquosa provenientes da
hidrdlise acida..

Eluente:AcOEt:MeOH:KO:AcOH (70:1:15:14:1)
Fase fixa: gel de silicaf
Deteccdo: Reagente anisaldeido sulfarico
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A elucidacéo estrutural desta substancia, a pagtidados de espectroscopia de

infravermelho e espectrometria de massas, é apaglsenno item 5.9.
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5.5. Elucidacéo estrutural da substancia A7P.

A estrutura parcial da substancia A7P foi elucadattavés da andlise dos espectros
de 'H-RMN (600 MHz) e*C-RMN (150 MHz) em CDG| Estes s&o apresentados nas

figuras 27 e 28, respectivamente.

Nas tabelas 14 e 15, sdo apresentados os daddsi-B&N e *C-RMN,
respectivamente, obtidos para A7P. Os sinaiSH4BMN s&o designados por letras em
ordem decrescente de deslocamentos quimicos. &s det’C-RMN s&o designados por

nameros, em ordem decrescente de deslocamentoggsiim

Tabela 14. Dados do espectro'HeRMN (600 MHz, CDC}) para A7P.

Designacdo &, (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integracéo (H)

A 3,64 t 6,66 2
B 1,56 quint 7,80 2
C 1,38a1,19 m 66
D 0,88 t 6,90 3

Tabela 15. Dados do espectro'é@-RMN (150 MHz, CDCJ) para a subst6éancia C7.
Designacao| dc(ppm)
63,12
31,82
31,93
29,70
29,66
29,62
29,43
29,37
25,74
22,70
14,13

[
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spectrum: 1H

solvent: CDCL3

Bruker Avance 600 probe: 13C-1HDUL  sample: A7P
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Figura 27. Espectro dél-RMN (600 MHz), em CDG| da substancia A7P.



Resultados e Discussao

spectrum: 13C

probe: 13C-IHDUL  sample: A7P solvent: CDCL3
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Figura 28. Espectro d&C-RMN (150 MHz), em CDG| da substancia A7P.
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A discussdo a seguir sera baseada na andlise edecamentos quimicos e
constantes de acoplamento, segundo BREITMAIER (RBORAMBERT e MAZOLLA
(2003).

No espectro d&H-RMN, emdy 0,88 ppm (sinal D) aparece um tripleto (3 H), com

Jun de 6,9 Hz. Este sinal deve corresponder a umdantigada a metileno.

No mesmo espectro vé-se um multipleto entre 1,88 @ ppm (sinal C), em regiao
de deslocamento de metilenos. Devido a granderattég, esta substancia contém varios

grupos CH.

Emdy 3,64 ppm (sinal A) existe um tripleto (2 H) comy dle 6,66 Hz. Este sinal
devido ao fato de aparecer em campo baixo e decenatante de acoplamento,

possivelmente se deva a um metileno ligado a ugéoio e acoplado a outro metileno.

Um penteto esta centralizado émnl1,56 ppm (2 H) (sinal B), comyJ de 7,80 Hz.
Este sinal pode ser atribuido a um metileno acopédutros dois metilenos, sendo que

um deles é possivelmente aquele que gerou o sinal A

No espectro dé’C-RMN, vé-se 11 sinais. O sinal eda 63,12 ppm pode ser
gerado por um ChHligado a um oxigénio. Os 9 sinais en&e31,82 e 22,7(ppm sé&o

compativeis com grupos GHO sinal emd¢ 14,13 ppm € produzido por uma metila.

Diante dos dados espectrais disponiveis, podéribeina A7P a estrutura de um

alcool primério saturado, conforme mostrado naréd®.

D B
HC._ _CH, _OH
(CHy)n  ~CH,

C A

Figura 29. Estrutura de A7P deduzida a partir daod espectroscépicos #e&RMN e
13C-RMN, evidenciando os sinais designados na tadbkkla
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Em funcdo do espectro déC-RMN apresentar 11 sinais, A7P talvez seja o
undecan-1-ol. Contudo, devido a possibilidade deegmsicdo de sinais dos metilenos, a
identidade exata de A7P ndo pode ser confirmada oendados disponiveis. A
confirmacdo poderia ser obtida por meio de espeetiga de massas, entretanto este

experimento néao foi realizado.
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5.6. Elucidacao estrutural da substancia C7

Através dos espectros de RMN (figuras 30 e 31) &C (figura 32) foi possivel
caracterizar os atomos de carbono e hidrogéniocqogdem a estrutura da substancia
isolada e atribuir os deslocamentos quimicos dea cadrbono e dos protons

correspondentes.

Em dy 2,18 ppm aparece um singleto (3 H), que por staadasblindagem pode
ser o sinal de uma metila ligada a carbonila. Estal possivelmente se deva a
contaminacdo da amostra com acetona na fase Bnslia purificacdo, uma vez que esta
cetona apresenta um singleto 82,16 (SDBS, 2005). O espectro'dé-RMN também
traz evidéncias desta contaminacdo, uma vez quéasnefa propanona ressonam em
30,81 ppm e a carbonila em 206,55 ppm (SDBS, 208€%),espectro de C7 apresenta
sinais em 30,86 e em 206 ppm. Estes sinais atobuadcontaminacdo da amostra com

propanona foram desconsiderados na discussao siginseq

Nas tabelas 16 e 17 sdo apresentados os daddsi-BMN e *C-RMN,
respectivamente, obtidos para C7. Os sinais'HiRMN sdo designados por letras
(excetuando o H para se evitar possivel confus&a), ordem decrescente de
deslocamentos quimicos. Os sinais/&RMN s&o designados por nlimeros, em ordem

decrescente de deslocamentos quimicos.
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Figura 30. Espectro de RMM (600 MHz) da substancia C7 em CRCI
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Figura 31. Espectro de RMM (600 MHz) expandido da substancia C7 em GDCI




Resultados e Discussao

Figura 32. Espectro de RMNC (150 MHz) da substancia C7 em CRCI
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Tabela 16Dados do espectro'#eRMN (600 MHz, CDC}) para a substancia C7.
Designagao oy (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integracéo'd)

A 5,41 t 6,96 1
B 4,17 d 6,96 2
C 1,98 m 2
D 1,68 s 3
E 1,52 m ~6,66

F 1,49 a 1,36 m 25
G 1,26 a 1,35 m

| 1,25 a 1,02 m

J 0,87 d 6,66

L 0,86 d 4,50 13
M 0,85 d 4,38

Tabela 17. Dados do espectro't@-RMN (150 MHz, CDCJ) para a substancia C7.

Designacdo dc (ppm)
1 140,35
2 123,01
3 59,43
4 39,99
5 39,36
6 37,41
7 37,35
8 37,30
9 36,66
10 32,80
11 32,70
12 28,00
13 25,14
14 25,80
15 24,48
16 22,73
17 22,64
18 19,76
19 19,73

20 16,19
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Na avaliacdo inicial do espectro 44-RMN vé-se um tripleto end, 5,41 ppm
com integracdo para 1 H. Seu deslocamento quimamrépativel com o de um proéton
vinilico (BREITMAIER, 2002) e por ser um tripleteste préton esta acoplado com um
metileno. Emdy 4,17 ppm aparece um dubleto com integracdo p&kafZnbos os sinais
possuem constante de acoplamentg)(dle 6,96 Hz, indicando que s&do gerados por

prétons acoplados entre si. Este sistema de sgimsite definir a subestrutura abaixo

(figura 33):
H‘\JgHH = 6,96 Hz
R3
R
N C/

H,

R,

Figura 33. Subestrutura 1 proposta para C7.

Segundo SILVERSTEIN e WEBSTER (2000), acoplamentosais (J;+) como
este da subestrutura 1, ocorrem entre 4 e 10 lfzcarhente aparecem em 7 Hz, o que

corrobora a proposta acima.

Outro singleto aparec®; 1,68 ppm, com integracdo de 3 H, que em funcéo de
aparecer em campo mais baixo do que o usual, mde sinal de uma metila alilica
(LAMBERT e MAZZOLA, 2003). Esta metila poderia sRf ou R da subestrutura 1,

apontando para a possibilidade de um fragmenioatii-substituidos (figura 34).

H

Ry / C/R3

Hy

CH3

Figura 34. Subestrutura 2, proposta a partir datdulzdo de R pela metila endy 1,68
ppm.
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Os prétons desta metila devem acoplar com o héghiogalilico (H-C=C-C-H),
com constante de acoplameﬁﬂnH na faixa de 0-3 Hz (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ
1996), contudo o sinal e, parece ser um singleto, ou seja, ctipy igual a zero ou

muito pequena para ser visto com a expansao fakaeci

Ao se analisar o dubleto edy 4,17 ppm, nota-se que o deslocamento quimico
deste metileno estd em campo mais alto do queal pata a subestrutura proposta acima
(figura 34), que seria em torno de 1,2 a 2,0 ppRE®S et al., 1998). Este fato aponta
para a possibilidade de;Rer um substituinte que esteja desblindando deneti Este
substituinte poderia ser uma hidroxila. Utilizars-o software ChemDraw Ultra @10
(CambridgeSoft), foram computados os deslocameantbwicos utilizando a proposta de

Rs ser uma hidroxila. Os resultados sé&o colocadasibastrutura 3 (figura 35).

5,39 (5,41)
H

OH

P C/
H>
4,20 (4,17)

Ry

CHs
1,71 (1,68)

Figura 35. Deslocamentos quimicos (ppm) computpgtisChemDraw Ultra 9.0 para a
subestrutura 3 em azul e em preto aqueles obtalas@y .

Da comparacdo entre os deslocamentos calculadagqueles obtidos para a
substancia C7, pode-se concluir que a subestriBué compativel com os dados

espectrais d&H.

Ao se analisar o espectro H€-RMN (150 MHz) (figura 32), destaca-se os sinais
emd¢ 140,35 e 123, 01 ppm, que é uma regido caradterti carbonos S§CREWSet
al., 1998). Evidencia-se o fato da substancia C7saptar somente dois carbono$, &
apresentados na subestrutura 3, sendo que o smak 23,01 ppm é atribuido ao

carbono ligado ao hidrogénio alilico, e o sinal&m1.40,35 ppm, ao carbono substituido
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pela metila. Por sua vez, o sinal éx 59,43 ppm deve-se a ressonancia do carbono
metilénico ligado a hidroxila, uma vez que se eftreorem regido caracteristica de
metilenos ligados diretamente ao oxigénio (CRE&VS&I.,1998). Esta analise corrobora a
subestrutura 3 proposta a partir do espectrtHd@MN, e seus deslocamentos quimicos

podem ser sumarizados conforme a figura 36.

5,41
H

123,0 OH
Ry ' 59,4}/
140,35 c
y H2
4,17

CHj
1,68

Figura 36. Subestrutura 3 com atribuicdo dos dasteatos quimicos (ppm) obtidos para
0s prétons (em preto) e carbonos (em azul) de C7.

Em &y 1,98 ppm existe um multipleto cujo deslocamento quirmécoompativel
com a hipotese de ser um metileno na posigadaRsubestrutura 3 (figura 36), uma vez
que o citado sinal possui integracao para 2 protalgsn disso, o deslocamento de 1,98
ppm pode ser devido a sua posicdo alfa em relachgagdo dupla (LAMBERT e
MAZZOLA, 2003).

Tal hipotese foi simulada com o ChemDraw Ultral® (Camsoft), e a mesma foi
corroborada pelo deslocamento obtido paracBnforme pode ser visto na subestrutura 4
(figura 37).
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5.39 (5,41)
H

2,00 (1.98) OH

/H2C / ﬁ/

CHs 4,20 (4,17)

1,71 (1,68)

Figura 37. Deslocamentos quimicos (ppm) computaeéts ChemDraw Ultra 9.0 para a
subestrutura 4 (em azul) e obtidos para C7 (eno)ret

O espectro d&°C-RMN apresenta um total de 20 sinais, sendo qura, &xcecéo
dos sinais dos carbonos olefinicos (140,35 e 12pptn) do metileno carbindlico (59,43
ppm), todos se encontram entbg 16,19 e 39,99 ppm. Esta faixa de deslocamento

quimico indica carbonos $gle metilas, metilenos e metinos (CREAt%L, 1998).

Correlacionando este achado, vé-se que no espdetrdd-RMN, aparecem
extensos multipletos entrdy 1,02 e 1,42 ppm, regido caracteristica de metmos

metilenos.

No espectro expandido (figura 32) &m0,85 existe um dubleto comyJde 4,38
Hz, outro dubleto esta edy, 0,86 ppm (Jy 4,50 Hz), e ainda um terceiro dubleto € visto
emdy 0,87 ppm (J4 6,66 Hz). Dubletos nesta regido do espectro sermdex metilas
acopladas com metinos. E tendo em vista que, gragéo destes 3 dubletos € em torno

de 13, estes sinais sdo atribuidos a 4 metiladatasgpcom CH.

Ainda neste espectro, edpn 1,52 ppm aparece um multipleto copp, dle 6,66 Hz.
Esta € a mesma constante de acoplamento encoptreeda metila erd, 0,87 ppm, o que
demonstra que ambos 0s sinais se devem a protensagplam entre si. Estes sinais
podem ser gerados por um fragmento isopropila éigadum metileno, conforme

subestrutura 5 abaixo (figura 38):
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Figura 38. Subestrutura 5 proposta para C7.

Entretanto, para o préton do CH iso-propilico smlgmia esperar um sinal
complexo como um tripleto de septetos, caso astamies de acoplamentos fossem

suficientemente diferentes.

Contudo, o multipleto em 1,52 ppm, parcialmentergposto a outro multipleto,
parece ser composto por 9 linhas. Isto é o quesraria se a constante de acoplamento
(JuH) entre o CH iso-propilico e o GHfosse igual ou proximo a 6,66 Hz. Para
acoplamentos vicinais H-C-C-H a constante de acopido € na faixa de 6 a 8 Hz
(PAVIA et al, 1996), ou seja, bem préxima ao valor de 6,66 digue explicaria o

padrao de noneto.

Para testar esta hipotese foi utilizado o softwaeech] versdo 2005 (Perch
Solutions Ltda.). Este permite desenhar a estruidasgjada e, através de um campo de
forca da mecanica molecular, a energia da molécuatnimizada, e na sequéncia através
do método de Monte Carlo combinado com dinamicaeouthr sdo produzidas inUmeras
conformacgdes possiveis. Depois de ocorridas as®t@mteriores, o software calcula os

deslocamentos quimicos para o0s protons e as ctastm acoplamentos,(y).

A simulacdo com Perchversédo 2005 (PerchSolutions Ltda.) produziu ragok
interessantes, uma vez que corroborou as infeerieitas acima. Na figura 39 sao

apresentados as constantes de acoplamepfoc@lculados pelo software.
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Figura 39. Constantes de acoplamento calculadas Bernh versdo 2005 para a
subestrutura 5.

Portanto, apesar do sistema de spins da figuseBdo tipo AMX, as constantes
de acoplamento séo iguais ou muito proximag=&k o0 que faz com ele se comporte

como um sistema de pseudo-primeira ordem do t§o A

Agora utilizando o software MestreC versao 4.4@/@streC), o qual simula o
padrdo de desdobramento de acordo com a entradalesdscamentos quimicos e
constantes de acoplamento, produziu-se o multiglptesentado na figura 35, usando-se
para tanto agdde 6,66 Hz (obtida para a substancia C7)g @eJ7,2 Hz calculada com o
Perch.

T T T T T T
1.550 1.500

Figura 40 Multipleto calculado com o software MestreC parpréton emdy 1,52 ppm
utilizando-se .}, de 6,66 (obtido) e,Jde 7,2 Hz (calculado).



Resultados e Discussao 56

O multipleto (figura 40) ndo € de primeira ordarma vez que ndo apresenta 0s
sinais com intensidade segundo o triangulo de PageeCOMBER, 1998). Portanto, o
sinal obtido emdy 1,52 ppm, estad de acordo com a previsdo de usnsste spins de
pseudo-primeira ordem do tipogiR Portanto, a subestrutura 5 proposta para C7 é

compativel com os dados espectroscopicos.

Sendo assim, das quatro metilas acopladas comanetias estdo na subestrutura

5 (figura 38). A tabela 18 sumariza os fragmentssutidos até aqui.

Tabela 18 Apresentacdo dos fragmentos parciais obtidos ddesdde'H-RMN (600
MHz) e *C-NMR (150 MHz), CDG], ).

Fragmentos H (J) 3¢
HBC\ /CHs CHjs, 0,87, d (6,66 Hz), 6 H *
cfi CH, 1,52, m# 6,66 Hz) 1 H *
‘ CH, 1,02a1,42, m *
Ot
H OCH,, 4,15, d (6,96 Hz) 2 H 59,43
e OH =CH,5,41,t, (6,96 Hz) 1 H 123,01
SN AN CHs, 1,68, s, 3 H *
Ha CH,, 1,98, m,2H *
CHs =C 140,35
2 X CH:-CH- CHs;, 0,86 € 0,85,d (4,50e 4,38 Hz), 3 H
CH,1,02a1,42, m *

*Carbono cujo sinal ndo pode ser atribuido com isewa.

A tabela 18 contabiliza um total de 13 atomos atbano e 26 de hidrogénio nos

fragmentos ja elucidados.

A estrutura parcial de C7 contém os fragmentossamtados na figura 41 abaixo.
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H3C CH,

~_
1 <

CHs

1 J HC P _OHL

2 { CH3-CH- }

Figura 41 Fragmentos ja elucidados que formam a estrutuagbaie C7.
Mesmo néo dispondo de um espectro de massas dgu€fermitiria deduzir a

estrutura de possiveis fragmentos da molécula, a@ndrmula molecular, é factivel
inferir esta a partir dos dados disponiveis. Pdetise da informacdo de que a substancia
isolada tem 20 carbonos, 1 oxigénio e 1 insatutagéw possivel formula molecular
seria GoHygO.

Em virtude do espectro d&-RMN mostrar 20 sinais, significa que ainda falfam
atomos de carbono, em relacdo a soma dos fragndatabela 18. Além dos a&tomos de
hidrogénio dos fragmentos ja deduzidos, faltamtaas deste elemento, para completar
a formula acima. Uma inferéncia plausivel seria qates fragmentos se tratem de 7
metilenos. Tal hipétese é bastante provavel uma quez no espectro d&H-RMN

aparecem extensos multipletos na regido de desttamuimico do metileno.

Além disso, a tabela abaixo (tabela 19) mostraexistem 10 sinais que podem
pertencer a CHou CH, que ainda ndao puderam ser atribuidos, #gJe8 sinais séo
devidos aos metinos acoplados com metilas, ja adatrna tabela 18. Portanto, dos 10
sinais, sete podem ser atribuidos a metilenos, venague estdo em regido compativel

com o deslocamento quimicdc] de grupos CH Sendo assim, estes sete metilenos
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fornecem os 7 atomos de carbono e os 14 atomosddeg@nio necessarios para a

férmula proposta de gH40.

Tabela 19 Possiveis atribuicdes de deslocamento quimico admigos (em negrito) da
estrutura parcial de C7.

Designagéo &: (ppm) Possivel tipo de Atribuicdo
carbono
1 140,35 =CH €(CH3)=CH-
2 123,01 =CH -C(CE)=CH-
3 59,43 CH-X -OCH,.
4 39,99 CHou CH (CHa)>-CH-CH,-
5 39,36 CHou CH ou
-CH,-C(CHg)=CH-
6 37,41 CHou CH ?
7 37,35 CHou CH ?
8 37,30 CHou CH ?
9 36,66 CHou CH ?
10 32,80 CHou CH ?
11 32,70 CHou CH ?
12 28,00 CHou CH ?
13 25,14 CHou CH ?
14 25,80 CHou CH ?
15 24,48 CHou CH; ?
16 22,73 CHou CH (CH3),CH-
17 22,64 CHou CH; ou
18 19,76 CH CH3;-C=CH-
19 19,73 CH ou
20 16,19 CH 2 X CH3-CH-

Entdo, a estrutura de C7 pode ser desenhada sunforapresentada na figura 42
abaixo, onde estao coloridos de azul os fragmenicalmente elucidados, e em preto os

metilenos deduzidos.

H, H,
HyC C\/\ /\/\ /\/C OH
Y CH CH = N
| | e
CHs; CHs CHs;

CHs

Figura 42 Estrutura proposta para C7 a partir dos daddsideMN e **C-RMN.
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Esta molécula, um diterpeno, cujo nome oficial, g13,15-tetrametilhexadec-2-
en-1-ol, € comumente conhecida como fitol. Apesas dados espectrais apontarem
claramente para o fato de C7 ser o fitol, foramganados os deslocamentos obtidos com
aqueles da literatura e ainda com os calculadoss psbftwares Perch v. 2005 e
ChemDraw Ultra 9.0 (tabela 20 e 21) As designagfidigadas nas tabelas 20 e 21 se
referem aquelas colocadas na figura 43.

J
16

|
2" 14 18 15
16/’L \5/ \8/’L \6/

J [ [

M

17

N
18

| C

D
19

G
G
NI NP W N

W—-N

B

on -

Figura 43 Designacdo dos atomos de carbono em ordem decresberdeslocamento
quimico, para C7, de acordo com SDBS (2005).

Tabela 20Valores ded, (ppm) obtidos no espectro 82 *H-RMN (600 MHz, CDC}, d),
comparados com dados da literatura (400 MHz, GD(DBS, 2005) e calculados pelo

software Perch v. 2005 (500 MHz, CRYLI

Designacao Substancia C7 Fitol (SDBS, 2005)  Perch v.2005
3y (ppm) M (J) S, (ppm) 3 (ppm)  J (H2)

A 5,41 t (6,96 Hz) 5,40 5,44 6,00
B 4,17 d (6,96 Hz) 4,14 4,07 6,00
C 1,98 m 1,98 1,93
D 1,68 s 1,66 1,70
E 1,66 4,00
F 1,52 m £6,66 Hz) 1,52 1,48 7,2e6,5
G 1,49 a 1,33 m 1,44 a 1,35 1,47 a 1,33
I 1,34a1,02 m 1.30 a 1.03 1,33a1,00
J 0,87 d (6,66 Hz) 0,87 0,88 6,48
L 0,86 d (4,50) 0,86 0,88
M 0,85 d (4,38) 0,85 0,87
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Tabela 21: Valores dedc (ppm) observados no espectroGe**C-RMN (150 MHz,
CDCls, &), comparados com dados da literatura (100 MHz, GDCSDBS, 2005) e
calculados pelo software ChemDraw Ultra 2005.

Substancia C7 Fitol (SDBS, 2005) ChemDraw Ultra.2005

Designagdo | & (ppm) & (ppm) 3 (ppm)
1 140,35 140,05 139,0
2 123,01 123,25 122,0
3 59,43 59,35 58,9
4 39,99 39,91 39,6
5 39,36 39,41 39,9
6 37,41 37,46 37,7
7 37,35 37,41 37,7
8 37,30 37,34 37,7
9 36,66 36,72 37,7
10 32,80 32,82 33,3
11 32,70 32,73 33,2
12 28,00 28,00 28,1
13 25,14 25,19 24,9
14 25,80 24,82 24,3
15 24,48 24,50 24,6
16 22,73 22,73 23,2
16 22,64 22,64 23,2
17 19,76 - 21,0
18 19,73 19,75 21,0
19 16,19 16,16 17,4

A analise das tabelas 20 e 21 mostra que 0s @@sdrtos quimicos obtidos para
C7 sdo os mesmos do padrao de fitol (SDBS, 200%5), excecédo do préton da hidroxila

que ndo pode ser observado no espectfbld@MN de C7.

Portanto, através da comparacdo com dados datuitarfoi possivel concluir que a
estrutura quimica atribuida a substancia C7 é eg@kma do alcool vinilico 3,7,11,15-

tetrametilhexadec-2-en-1-ol, comumente chamaddale f

Uma questdo ainda em aberto é a estereoquimiteldaula isolada, uma vez que

ela pode existir na forma (E) e (Z), conforme afeg44.
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(2)-Fitol OH

(E)-Fitol

Figura 44 Estereoisdmeros Z e E do fitol.

A determinacdo da estereoquimica de olefinas ub&iguidas pode ser
efetivamente realizada através da analise do espdetNOE diferencial, ou do espectro
de correlacdo NOESY (LAMBERT e MAZOLLA, 2003; MACOBER, 1998).

Entretanto, estes experimentos néo foram realizados

Contudo, analisando-se a influéncia do efeisobre o deslocamento H€, pode-
se distinguir entre os isémeros E e Z. Entretagrio alcenos trissubstituidos este efeito &
inferior que em dissubstituidos (BREITMAIER, 2002).

Em isébmeros (E), onde a metila vinilica é eclipsgdr um grupo alquila na
posicdoy, a mesma ressoa em campo mais alto, uma vez goguto diedro é de°0o
que blinda o carbono metilico. Em isémeros Z, ondéngulo diedro é de 138G
blindagem é inferior, e o sinal da metila apareavecampo mais baixo (BREITMAIER,
2002).

Em fragmentos (Z),como aquele apresentado naafigbiro sinal da metila aparece
em d¢c proximo a 23 ppm. Enquanto, para fragmentos (B)ccaquele da figura 46, a

metila temdc em torno de 15 ppm (CREWE al, 1998).
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Figura 45 Fragmento Z.

N R
H

Figura 46 Fragmento E.

Baseado nestes dados pode-se inferir que a salast@i é o (E)-fitol, uma vez

gue o deslocamento da metila aparece em 16,19 ppm.

O fitol, que é a forma reduzida do geranilgeraffigura 47), € um dos diterpenos
mais simples e importantes da natureza, uma veZogoe a cadeia lateral lipofilica da
vitamina K; (figura 48) e das clorofilas (figura 49) (DEWICR)02).

= = % Y

Geranilgeraniol

Figura 47 Estrutura do geranilgeraniol (DEWICK, 2002).
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O

<00

O

Figura 48 Estrutura da vitamina K(DEWICK, 2002).

CH,
= HsC

Figura 49 Estrutura da clorofila a (DEWICK, 2002).

Existem evidéncias de que o geranilgeranil-pifafios (figura 50) esta envolvido
na formacdo da ligacdo éster, assim como nas @¢kg;des necessarias para formar o

éster de fitol, apds a ligacdo na molécula de Gilar(EWICK, 2002).
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= = = ~p?

Farnesil-pirofosfato

Y / o
HO |
B . HO—P=0
carbocéation alilico |
OH

% = = = ~p?

Geranilgeranil-pirofosfato

Figura 50 Biossintese do geranilgeranil-pirofosfato (DEWICXK02).
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5.7. Elucidacao estrutural da substancia D1.

A substancia D1 se mostrou instavel durante aisn@le RMN, portanto a
determinacdo total de sua estrutura ndo pode #@r féontudo, foi possivel fazer
algumas inferéncias estruturais baseados nos dddsRMN (600 MHz) e *C-RMN
em CDC}. O espectro del-RMN é apresentado nas figuras 51 e 52 e o espéelrC-
RMN na figura 53.

Nas tabelas 22 e 23, sdo apresentados os daddsl-BMN e **C-RMN,
respectivamente, obtidos para D1. Os sinai$H&MN sdo designados por letras em
ordem decrescente de deslocamentos quimicos (ercetua letra H, para se evitar
possiveis confusdes). Os sinais '‘d6-RMN sdo designados por nimeros, em ordem

decrescente de deslocamentos quimicos.

Tabela 22Dados do espectro d&-RMN (600 MHz, CDCJ) para D1.

Designacdo &, (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integracao (H)

A 5,45 t 7,0 1
B 5.13 m 12
C 4,10 d 7,0 2
D 2,18 S 1
E 2,11a1,95 m 54
F 1,74 S 3
G 1,68 S 30
I 1,60 d 57 16
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Tabela 23Dados do espectro d&-RMN (150 MHz, CDG)) para D1.
37

Designacao &c (ppm)

1

© 00N Ol WN

W W WWWWWNDNDNDNDNNNMNNNNPFPERPRPRERPERPERPERPPREREPR
OO A WNPOOO~NOODURAARWNPOOWO~NOOOPMAWDNE,DO

140,11
136,30
135,59
135,50
135,44
135,41
135,18
135,11
131,47
125,63
125,23
125,20
125,14
125,09
124,73
124,65
124,61
124,47
124,44
124,34
61,43
59,23
40,17
39,97
39,93
37,71
32,41
32,39
32,20
29,43
26,97
26,88
26,84
26,61
26,57
26,51

38
39
40
41
42
43
44

2591
25,48
23,67
23,64
23,58
19,72
17,90
16,21
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Figura 52 Expansdo do espectro t&-RMN (600 MHz), em CDG| da substancia D1.




Resultados e Discussao

Figura 53 Espectro dé°C-RMN (150 MHz), em CDG| da substancia D1.




Resultados e Discussao 70

Os sinais A (5,45 ppm, t, 7,0 Hz, 1 H), C (4,10npd, 7,0 Hz, 2 H) e G (1,74 ppm,
s, 3 H) permitem atribuir a subestrutura de umdlemilico com uma metila no carbono
3 (LAMBERT e MAZZOLA, 2003; BREITMAIER, 2002) simdlr aquela da substancia

C7 (figura 54).
H
%)= 7,0Hz
HC =~ OH

R

Figura 54 Subestrutura 1 da substancia D1.

No espectro d&*C-RMN o sinal emde 59,23 ppm pode ser atribuido ao carbono
ao qual a hidroxila esta ligado (CREWSal.,1998).

O multipleto (sinal B) centrado em 5,13 ppm (14 &)compativel com o
deslocamento quimico de hidrogénios alilicos (PAVIEO96). Esta observagdo €
correlacionada aos sinais, no espectrd®8eRMN, entredc 140,11 e 124,34 ppm, pois

esta € uma regido caracteristica para carbondgiotef (PAVIA, 1996).

No *H-RMN entred, 1,61 e 1,68 ppm ocorrem sinais que podem ser attbla
metilas alilicas, em fung¢do do seu deslocamentaca@&mpo mais baixo (LAMBERT e
MAZZOLA, 2003). Estes sinais sdo confirmados pespeetro de'*C-RMN, onde

aparecem sinais na regido de deslocamento quiraigoupos metilas.

Estas proposi¢coes permitem definir que D1 posagnfientos como o mostrado na

figura 55.
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CHs

R

Figura 55 Subestrutura 2 da substancia D1.

Os multipletosdy 2,11 a 1,95 ppm podem ser atribuidos a metilen@sligam
entre si os fragmentos da subestrutura 2. No espeet’C-RMN, existem varios sinais
na regidao entre 20 e 45 ppm, caracteristica deogrdp-CH-R (PAVIA, 1996),

corroborando os dados 84¢-RMN descritos.

Estas informagdes permitiram derivar a subestuufigura 56).

Figura 56 Subestrutura 3 da substancia D1.

Tendo em vista que, como ja citado, a substantiadreu degradacéo durante a
analise espectroscopica, foi possivel apenas suged estrutura parcial para a mesma

que concordasse com as informacdes disponiveisfiy7).

Figura 57 Estrutura parcial da substancia D1, evidenciandmatades isoprénicas.
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5.8. Elucidacao estrutural da substancia A9.2.3.

Nas figuras de 58 a 66 sdo mostrados os espelettesRMN, **C-RMN e DEPT
com polarizacédo a 13%btidos da substancia A9.2.3.

Nas tabelas 23 e 24, sdo apresentados os dadidsRiMN (500 MHz) e*C-RMN,
respectivamente, obtidos para A.9.2.3. Os sinaiHdBMN sdo designados por letras
(excetuando o H para se evitar possivel confus@o), ordem decrescente de
deslocamentos quimicos. Os sinais-#&RMN s&o designados por niimeros, em ordem

decrescente de deslocamentos quimicos.

Tabela 24Dados do espectro d&-RMN (500 MHz, CDCJ) para a substancia A.9.2.3.
Designacgéo oy (ppm)
5,35m
3,52m
232a220m
240a194m
1,99a1,80m
1,702 1,62 m
161a1,40m
1.39a1,10 m
1,01s
0,92 d (6,6 Hz)
0,84t (7,50 Hz)
0,83 d (3,5 Hz)
0,81d (6,8 Hz)
0,68 s

TO0OZZIrao—@OmMmmMmOoO >
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Tabela 25Dados do espectro d&-RMN (125 MHz, CDGJ) para a substancia A.9.2.3.
Designacao dc (ppm) n*

1 140,78 0
2 121,73 1
3 71,84 1
4 56,81 1
5 56,12 1
6 50,19 1
7 45,90 1
8 42,36 2
9 42,33 0
10 39,83 2
11 37,30 2
12 36,52 0
13 36,18 1
14 34,00 2
15 31,96 1
16 31,95 2
17 31,72 2
18 29,23 1
19 28,26 2
20 26,17 2
21 24,33 2
22 23,13 2
23 21,12 2
24 19,82 3
25 19,41 3
26 19,07 3
27 18,81 3
28 12,00 3
29 11,88 3

*namero de hidrogénios ligados
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Figura 58 Espectro déH-RMN (500 MHz) obtido para a substancia A.9.218, @DCk.
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Figura 59 Espectro déH-RMN (500 MHz) expandido, obtido para a substadci2.3, em CDG
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Figura 60 Espectro déH-RMN (500 MHz) expandido, obtido para a substadci2.3, em CDG
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Figura 61 Espectro dé*C-RMN (125 MHz) obtido para a substancia A.9.2r8,@DCk.
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Figura 62 Espectro dé*C-RMN (125 MHz) expandido, obtido para a substaActa2.3, em CDG
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Figura 63. Espectro d&C-RMN (125 MHz) expandido, obtido para a substaict?2.3, em CDGl
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Figura 64. Espectro de DEPT-135, obtido para atdnbs A.9.2.3, em CDgl



Resultados e Discusséo

r - [ ey y [~ — iy iy gl = = o, oy ey Uy G Ly
" =i - L) o [ e oy i [ = =0 e S = oo
o = = Pl = Wy ey r = [ L e (] g P b, By =
= = E~ e = P -y ~ P e — — Oy e O O =R
i = Fl = -+ - o o = -+ e =~ o O O o M=
- =i e = ) Ay e e -y ,-.I = ey .y ey g g By mey "o T
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-
42 El i 3 4 i2 an 28 2 24 22 it iR I i4 12

Figura 65. Espectro de DEPT-135 expandido, obtata p substancia A.9.2.3, em CRCI
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Tendo em vista, que A.9.2.3 apresentou Rf e cofmrasimilares aquelas
encontradas para os padrdes de estigmastgdaditesterol, procurou-se, num primeiro
momento, comparar os dados espectrais da subsi@otdada com aqueles dos citados

esteroides.

A anélise conjunta dos espectros-#&RMN e DEPT 135 revela a presenca de 29
carbonos para A.9.2.3, sendo 11 metilenos e 3 pagbquaternarios obtidos diretamente
do experimento de DEPT-135, e a atribuicdo das #lames 9 metinos foi deduzida a

partir do deslocamento quimico dos sinais (tabg)a 2

Os sinais em¢ 140,78 e 121,73 ppm s&o atribuidos a carbonoshdmnidacado sp
enguanto que o sinal edg 71,84 ppm é atribuido a um carbono carbindlico,femgéo
dos seus deslocamentos quimicos em regido casticer{LAMBERT E MAZZOLA,
2003).

No espectro déH-RMN (figura 58), o sinal endy 3,52 ppm é atribuido ao CH

carbindlico, enquanto o multipleto e¥p 5,35 ppm atribui-se ao H vinilico, em funcéo da
regido em que o sinal ocorre (LAMBERT E MAZZOLA,).

Os multipletes de designacdo de C a | (tabela s&t), atribuidos a hidrogénios
metilénicos, uma vez que esta regido € caracteristos mesmos (LAMBERT E
MAZZOLA, 2003).

Os 6 sinais designados de J a P (tabela 24) sédupdos por metilas,
corroborando as atribuicbes feitas no espectro B®TD(tabela 25). Em funcédo da
multiplicidade dos sinais pode-se afirmar que: ib&is J e P sao metilas ligadas a
carbono quaternério; o sinal L, N e O deve-se dlamdigadas a CH; e por fim, a metila

M esta ligada a um CH

A partir das informacdes descritas acima, podelseinar a possibilidade de
A.9.2.3 ser o estigmasterol, uma vez que este &iffesterdide (DEWICK, 2002), e a

substancia isolada apresentar apenas 2 sinaistaEnossp.
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Na tabela 26 sdo apresentados uma comparacamdissde'H-RMN de A.9.2.3,

B-sitosterol e estigmasterol, e na tabela 27 é &eit@esma comparacéo para o0s sinais de
¥*C-RMN.

Tabela 26. Comparacao dos sinaistddRMN de A.9.2.3p-sitosterol (CDGJ, 400 MHz)
e estigmasterol (CDg;1400 MHz).

A9.2.3 B-sitosterol (GARG e NES, Estigmasterol (GARG e NES,
1986; KOJIMA et al., 1990) 1986; KOJIMA et al., 1990)
535m 5,35 m (H-6) 5,35 m (H-6)

5,15 dd (15, 9 Hz) (H-22)
5,01 dd (15, 9 Hz) (H-23)

3,52m 3,52 m (H-3) 3,52 m (H-3)

101s 1,01 s (Me-19) 1,01 s (Me-19)
0,92 d (6,6 Hz) 0,92 d (6,5 Hz) (Me-21) 1,02 d (8H (Me-21)
0,84t (7,50 Hz) 0,84t (7,5 Hz) (H-29) 0,80 t (H5) (H-29)
0,83 d (3,5 Hz) 0,83 d (6,5 Hz) (H-26) 0,84 d (BH (H-26)
0,81d (6,8 Hz) 0.81d (6,5 Hz) (H-27) 0,79d (BH (H-27)

0,68 s 0,68 s (Me-18) 0,69 s (Me-18)

Tabela 27. Comparacao dos sinais¥=RMN de A9.2.3pB-sitosterol e estigmasterol.

Designacao A.9.2.3 -sitosterol Estigmasterol
(KOJIMA et al., 1990) (KOJIMA et al., 1990)
1 37,30 37,2 37,2
2 31,72 31,6 31,6
3 71,84 71,8 71,8
4 42,33 42,3 42,3
5 140,78 140,7 140,7
6 121,73 121,7 121,7
7 31,96 31,9 31,9
8 31,95 31,9 31,9
9 50,19 50,1 50,1
10 36,52 36,5 36,5
11 21,12 21,1 21,1
12 39,83 39,8 39,7
13 42,36 42,3 42,2
14 56,81 56,8 56,8
15 24,33 24,3 24,4
16 28,26 28,2 28,9
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17 56,12 56,0 55,9
18 11,88 11,9 12,0
19 19,41 19,4 19,4
20 36,18 36,1 40,5
21 18,81 18,8 21,2
22 34,00 33,9 138,3
23 26,17 26,0 129,2
24 45,90 45,8 51,2
25 29,23 29,1 31,9
26 19,82 19,8 21,1
27 19,07 19,0 19,0
28 23,13 23,0 25,4
29 12,00 12,0 12,3

A andlise das tabelas 26 e 27 permite caractaxizabstancia A.9.2.3, como sendo

o esteroidgs-sitosterol (figura 67).
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Figura 67. Estrutura d@-sitosterol.

Ainda, no espectro d&H-RMN expandido (figura 59), vé-se dois dubletos de
dubletos, de baixa intensidade, e 5,16 e 5,05 ppm, ambos com constantes de
acoplamento () de 15 e 9 Hz, conforme pode ser visto na andbisgiagrama de linhas

abaixo (figura 68).
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Figura 68. Diagrama de linhas dos dubletos de thblg=15, 9 Hz) emy 5,16 e 5,05
ppm, da substancia A.9.2.3.

Estes dois sinais tém deslocamento quimico e aotestie acoplamentos (tabela
26) similares aqueles reportados para o estignehgfyura 69). Sendo os sinais gerados
pelos prétons alilicos H-22 e H-23 (KOJIMA et é90).
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Figura 69. Estrutura do estigmasterol.
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Outros sinais, de intensidade baixa, que podema#iuidos ao estigmasterol
(GARG e NES, 1986; KOJIMA et al., 1990) no especdkeA.9.2.3 séo o singleto ey
0,7 ppm (figura 70), que corresponde a Me-18; alwedo (3 6 Hz) em 1,03 ppm (figura

71), correspondente a Me-21.

T
0.7

Figura 70. Singleto de baixa intensidade, &n 0,7 ppm, atribuido a Me-18 do
estigmasterol.

il

1.0

Figura 71. Dubleto &6 Hz) de baixa intensidade, e 1,03 ppm, atribuido a Me-21 do
estigmasterol.
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Portanto, apesar da identidade de A.9.2.3 seruimecp, diante dos dados
disponiveis, existem evidéncias de que A.9.2.3 smj@m mistura deB-sitosterol e

estigmasterol, sendo o primeiro o componente majai
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5.9. Elucidacao estrutural da substancia ME1.

Na figura 72 é apresentado o espectro de infraslao(1V), e nas figuras 73 e 74
sdo mostrados os espectros de massas obtidos pondsSmodos negativo e positivo,
respectivamente, e na figura 75 € mostrado o asgpdetions filhos obtido por ESI no

modo negativo.

A avaliagcédo do espectro de IV mostra uma bandaiestle deformacéo axial de
OH livre em 3562 cify, em 3380 critaparece uma banda larga devido a OH em ponte de
hidrogénio (PAVIA, 1996).

Em 2941 e 2912 chexistem bandas de deformacdo axial simétrica de CH
Outras bandas de GHpodem ser vistas em 1458 tmevido a deformacdo angular
simétrica e em 732 ¢ ocasionada por deformac&do angula simétrica (SRYEEIN e
WEBSTER, 2000; CREWS et. al., 1998; PAVIA, 1998)n 2895 crit existe um sinal
fraco que é atribuido a deformacao axial de C-Eidep (SILVERSTEIN e WEBSTER,
2000; CREWS et. al., 1998).

Entre 1128 e 1000 chmvéem-se fortes bandas de absorcdo caracteristicas
deformacdes axiais de ligacdes C-O (PAVIA, 199énd® que o dublete em 1068 e 1053
cm’ pode ser atribuido a ligagées C-O em &lcoois piimé/ou secundarios aliciclicos
com anéis de 5 ou 6 atomos (SILVERSTEIN e WEBSTHERD). A banda em 1128 €m
atribui-se a ligagbes C-O-C em éteres (SILVERSTEWEBSTER, 2000).

Os sinais em 2360 e 682 B0 devidos a absorcdes do LEILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).

Os achados do espectro de IV permitem deduziMitie possui em sua estrutura
OH alcodlicas, ligacdes C-O de alcoois primariasiesfecundarios aliciclicos, ligagdes C-
O-C caracteristicas de éteres, além de gruposemetd metino com carbono®sp

Na figura 73, o espectro de massas obtido cororeceé de ionizacdo p@prayde

elétrons (modo negativo), vé-se o sinal do ion mdé [M-H] em m/z 341. No espectro
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obtido no modo positivo (figura 74) o sinal do foolecular aparece em m/z 365, gerado
pela espécie [M+N4&] Da analise destes espectros de massas, podekseirdgue a

massa molecular de ME1 seja 342 u.

De forma a obter mais informacdo estrutural de MEd realizado um
experimento de espectrometria de massas de itwos,fiho modo negativo (figura 75)

Em funcéo da analise dos espectros de IV e deasiaassim como da comparacao
com espectro de IV padrdao (SDBS, 2005) além do oom@mmento cromatografico

(figuras 24 e 25), atribui-se a ME1 a estruturalidsacarideo sacarose.

Na figura 76 é apresentada uma proposta de fraggémpara explicar os sinais
em m/z 179 e 161 obtidos no espectro de ions fifttosnodo negativo (figura 73). O
fragmento A é o responsavel pelo sinal em m/z @61 vez que A deve ser [M-H-180]
O fragmento B € o responsavel pelo sinal que apaetm/z 179, sendo atribuido a [M-
H-162].
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Figura 73. Espectro de massas obtido por ESI, mdomegativo (M-H) da substancia ME1.
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Figura 74. Espectro de massas obtido por ESI, rdpmositivo (M+Na), da substancia MEL.
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Figura 75. Espectro de ions filhos obtido por ESmodo negativo, utilizando-se 20 eV (Ar como gagalisdo), da
substancia ME1.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho foram avaliados quanto adaiidd no ensaio de letalidade
para larvas dértemia salinaas fracdes EP, CHECé AcOEt do extrato cloroférmico das
folhas deSorocea bonplandiiA fracdo éter de petréleo sofreu investigacaonqas, e

dela foram isoladas um alcool saturado, um esterdiah diterpeno e um poliisoprendide.

Num segundo momento foram investigados os extratesdnico e metandlico,
sendo que deste, foi isolado sacarose. Estes axtimiam avaliados quanto a possivel

atividade anticoagulantia vitro.

A atividade anticoagulante foi realizada no Labamia de Hematologia, do
Departamento de Analises Clinicas, da Universidadderal de Santa Catarina, pela

Profa. Dra. Teresinha de Jesus Carvalho Neiva.
Os resultados preliminares séo apresentadosimglage?8, 29 e 30.

Tabela 28. Efeito do extrato metandlico®lebonplandisobre o TP, TTPa e TT.

Tratamento Tempo (S)
TP

Controle (NaOH 0,05 mol/L) 14,1+0,5
Extrato ME (40Qug/mL) 13,8 £ 0,7
Controle com heparina (0,2 U/mL) 19,9+0,3
TTPa

Controle (NaOH 0,05 mol/L) 335+1,2
Extrato ME (40Qug/mL) 364+15
Controle com heparina (0,2 U/mL) 57,6 +0,6
TT

Controle (NaOH 0,05 mol/L) 196 £1.3
Extrato ME (40Qug/mL) 18,2+1,2
Controle com heparina (0,2 U/mL) > 100

Estatistica: n=6; Teste de Tukey: **p< 0,01; *p,8®
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Tabela 29. Efeito do extrato acetdnicoSldonplandisobre o TP, TTPa e TT.

Tratamento Tempo (S)
TP

Controle (NaOH 0,05 mol/L) 14,1+0,5
Extrato AC (12,519/mL) 145+0,4
Extrato AC (50ug/mL) 15,2+0,5
Extrato AC (20Qug/mL) 155+0,7
Extrato AC (40Qug/mL) 16,6 £0,7*
Controle com heparina (0,2 U/mL) 19,9+0,3
TTPa

Controle (NaOH 0,05 mol/L) 335+1,2
Extrato AC (12,519/mL) 36,0+1,2
Extrato AC (50ug/mL) 40,6 = 2,1*
Extrato AC (20Qug/mL) 47,1+1,8*
Extrato AC (40Qug/mL) 50,2 £ 2,6
Controle com heparina (0,2 U/mL) 57,69 +0,6
TT

Controle (NaOH 0,05 mol/L) 196 £1,3
Extrato AC (12,519/mL) 18,2+1,2
Extrato AC (50ug/mL) 186 £1,2
Extrato AC (20Qug/mL) 144 +1,3
Extrato AC (40Qug/mL) 190£1,6
Controle com heparina (0,2 U/mL) > 100

Estatistica: n=6; Teste de Tukey: **p< 0,01; *p,8®

Tabela 30. Efeito dos extratos ME e AC sobre ageg@o plaquetaria induzida por ADP
(6 umol/L).

Tratamento Agregacao (%)
Controle 70+ 4,2

Extrato ME 71+2,3

Extrato AC 66 + 3,4

Estatistica: n=6; Teste de Tukey: **p< 0,01; *p,8®

Os resultados iniciais obtidos destes experimedgasonstraram que:

» Os extratos ME e AC, ndo apresentaram efeito sohgregacao plaquetaria
induzida por ADP;
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O extrato metandlico, na dose de 4@0@mL, ndo teve efeito sobre os testes TP,
TTPaeTT.

O extrato acetonico das folhas 8erocea bonplandiinas doses estudadas, néo

apresentou efeito sobre o teste de TT.

O extrato acetbnico das folhas 8erocea bonplandiina dose det00 pg/mL,

apresentou atividade anticoagulante no teste dpJ®05).

O extrato acetdnico das folhas Serocea bonplandiinas doses de 50 (p<0,05),
200 (p<0,01) e100 pug/mL (p<0,01), apresentou atividade anticoagulaateeste
de TTPa.

O efeito anticoagulante evidenciado neste trabafhoca descrito para esta

espécie, abre novas perspectivas para posteriestigacao quimico-biologica, visando o

isolamento e identificacdo da(s) substancia(s)oresjprel(eis) por esta bioatividade. A

deteccdo desta bioatividade evidencia, também, ssilpiidade de ocorréncia de

hemorragias quando do uso interno de preparac8dsitias deSorocea bonplandi.

O presente trabalho também permitiu evidenciatil@ade de alguns softwares,

como ferramentas auxiliares na elucidacao estlutieasubstancias desconhecidas e na

confirmacdo da estrutura proposta. Foram utilizaams/ersbes de demonstracdo dos

seguintes softwares:

ChembDraw 2005 (Camsoft), o qual prediz com razoéxatiddo o deslocamento

quimico em espectros de RMN t¢ e **C, a partir da estrutura desenhada;

Perch 2005 (PerchSolutions Ltda) (LAATIKAINEN et,al996), o qual prediz
com boa exatiddo o deslocamento quimico em esgedgdH-RMN, além de
simular este espectro, o qual pode ser expandidogrgilise detalhada, e calcular

as constantes de acoplamentg)& partir da estrutura desenhada;

MestreC 2005 (MestreC), o qual simula o espectrpagir da entrada dos
deslocamentos quimicosH) e constantes de acoplamentqyfJobservadas,

permitindo assim, a comparacéo do espectro simwanioo observado.
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7. CONCLUSOES

» A fracdo éter de petroleo foi a que apresentou matividade no citado ensaio
(CLso= 88,69 ng/mL), seguida pela fragdo cloroformicag®E 133,21 pg/mL) e
acetato de etila (Gk= 145,73 pug/mL). Ja o extrato bruto apresentouw, @k
130,35 pg/mL.

» A fracdo éter de petréleo, em funcdo da maior himde, foi escolhida para
posterior investigacdo quimica. Contudo, ap0s omgiro fracionamento
cromatografico a atividade bioldgica das sub-fraci@ bem inferior aquela
observada na fracdo éter de petrdleo, o que paiifo abandono deste bioensaio

como guia do fracionamento.
» Da fracdo éter de petroleo foram isolados e ideatibs, 5 substancias, a saber:

o O Alcool vinilico (2)-3,7,11,15-tetrametilhexade@2-1-ol, comumente

chamado de fitol.

o Uma mistura de sitosterol e estigmasterol, sengdmeiro o componente
majoritario;

o Um alcool saturado, cujo tamanho da cadeia ndo peddeterminado;

o Um alcool vinilico de cadeia isoprenilica, cujo tatho ndo pode ser

determinado.

e Do extrato metandlico foi isolado e caracterizador gespectroscopia no

infravermelho e espectrometria de massas, o disdaossacarose.

O extrato acetbnico das folhas 8erocea bonplandidemonstrou significativa
atividade anticoagulante, nunca antes descrita @siiaa espécie vegetal, quando
avaliado nos ensaidsa vitro de tempo de protrombina (TP) e de tromboplastina

parcial ativada (TTPa).
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e O extrato metandlico das folhas 8erocea bonplandiindo apresentou atividade

anticoagulante nos ensaios utilizados.

» Os extratos acetdnico e metandlico ndo apresentatigidade no teste de tempo

de trombina (TT) e sobre a agregacao plaquetaria.

* A constatacdo da significativa atividade anticoagtd para o extrato acetdnico
das folhas deSorocea bonplandiiabre novas perspectivas para a investigacao
quimico-biolégica desta espécie. Além de demonstearpossibilidade de
ocorréncia de risco ao se utilizar esta planta pacainterno, face a possibilidade

de hemorragias.
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