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RESUMO

A Sparattosperma leucanthum é uma espécie pertencente a familia Bignoniaceae. E
comumente utilizada na ornamentacdo, constru¢do naval, e na medicina popular no
tratamento de reumatismos, Ulceras de garganta, estomatite, sifilis, pedras na bexiga e,

como purificador de sangue.

A familia Bignoniaceae €& conhecida por suas propriedades antimicrobianas,
antiprotozoarios e antiinflamatéria. Este conhecimento motiva o estudo de suas

espécies em busca de substancias que possam apresentar atividades bioldgicas.

A presente monografia tem por principal objetivo o estudo fitoquimico da
Sparattosperma leucanthum, bem como a avaliacdo de sua atividade citotdxica e

antioxidante.

Em analise preliminar, os testes quimicos realizados mostraram a presenga de

triterpenos, esteroides, flavondides e fendlicos em geral.

A avaliagao da atividade antioxidante foi realizada através do método do DPPH (2,2-

difenil-1-picrihidrazil) como radical livre.

Na avaliagdo da toxicidade dos extratos brutos, utilizou-se a metodologia proposta por

McLaughlin para larvas de Artemia Salina.

A avaliagdo do teor de flavonoides totais deu-se através do método do cloreto de

aluminio.

O fracionamento dos extratos brutos hexanico, diclorometénico e metandlico do caule
de S. leucanthum foi feito utilizando-se técnicas cromatograficas. A identificagdo dos
metabdlitos secundarios isolados nesses extratos foi feita através da interpretacdo dos
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de '*C e 'H, combinado com informacdes
obtidas no Cromatografo de gas acoplado ao espectrdmetro de Massas e com o0s
espectros de Infravermelho. A combinagdo destas técnicas, somadas a comparagao

com a literatura, permitiu a identificagdo dos compostos.
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ABSTRACT

Sparattosperma leucanthum is one of the species that belongs to the Bignoniaceae
family. It is commonly used in ornamentation, naval construction, and as medical
treatment of treat rheumatism, throat ulcers, stomatitis, syphilis, bladder stones and as

blood cleanser.

The Bignoniaceae family is known by its antimicrobial properties, antiprotozoal and
anti-inflammatory. This knowledge motivates the study of its species in the pursuit of

substances that may present biological activities.

This monograph has as major objective the phytochemical study of Sparattosperma

leucanthum, as well as an evaluation of its cytotoxic and antioxidant activities.

In a preliminary analysis, chemical tests showed the presence of triterpenes, steroid,

flavonoid and phenolic groups.

The evaluation of antioxidant activity was performed using the method of DPPH (2,2-

diphenyl-1-picrihidrazil) as a free radical.

In the evaluation of toxicity of crude extracts, the methodology proposed by McLaughlin

for larvae of Artemia Salina was used.

The evaluation of the total flavonoid content was given by the method of aluminum

chloride.

Fractionation of crude hexane, dichloromethane and methanol extracts of the stem of S.
leucanthum was done using chromatographic techniques. The identification of
secondary metabolites isolated in these extracts was made through the interpretation of
nuclear magnetic resonance spectra of '3C and 'H, combined with information obtained
in the gas chromatograph coupled with Mass spectrometer and the infrared spectra. The
combination of these techniques, and the comparison with literature, allowed the

identification of the compound



1. Introducéao

As plantas medicinais sado aquelas que, quando administradas ao
homem ou animal por qualquer via ou forma, exerce alguma acao terapéutica.
(Lopes et. al., 2005). Elas séo utilizadas por diversas comunidades na fabricacao
de remédios caseiros, sendo também consideradas matéria prima para a
fabricacdo de fitoterapicos e outros tipos de medicamentos. (Le&o et. al., 2007).

O uso de ervas como matéria prima bésica para a producdo de
remédios remonta as tribos primitivas nas quais as mulheres se encarregavam
de extrair das plantas seus principios ativos para utiliza-los na cura de doencas.
Com o passar dos anos 0s povos da época se tornaram mais habilitados em
suprir as suas necessidades de sobrevivéncia, assim estabeleceram-se papéis
sociais especificos para os membros da comunidade em que viviam. O primeiro

desses papéis foi o de curandeiro. (Franca et. al., 2008).

O isolamento das primeiras substancias puras comegou a ocorrer nos
séculos XVIII e XIX, caracterizando-se pelos trabalhos de extracao,
principalmente, de acidos organicos e alcaldides (Pinto et. al., 2003). Com o
desenvolvimento da quimica experimental no século XIX, a sintese de novas
substancias tornou-se possivel, assim como o isolamento mais eficiente de
substancias  naturais; estes acontecimentos  contribuiram para 0
desenvolvimento da humanidade visto que permitiram o surgimento de novos

medicamentos e materiais (Franca et. al., 2008).

Nessa época, ocorreu o isolamento de substancias ainda hoje
bastante conhecidas, como o alcaldide morfina, isolado pela primeira vez em
1806 da planta Papaver somniferum, que € utilizado como anestésico em casos
de dores intensas (cancer) e a quinina, isolada pela primeira vez em 1820 de
uma espécie de Cinchona, utilizada como antimalarico (Robbers et. al., 1988;
Cechinel-Filho & Yunes, 1998) (Figura 1, pagina 2).

A funcdo dessas substancias nas plantas ficou por muito tempo
desconhecida. No entanto, ja estd estabelecido que essas substancias,

denominadas de metabdlitos especiais, possuem uma distribuicdo restrita no



reino vegetal, sendo encontrados tipicamente em algumas espécies ou grupos
taxonomicamente relacionados. A concentracdo desses metabdlitos nas plantas
depende de estimulos proporcionados pelo meio, que podem ativar genes
biossintéticos, como no caso de agressao por microrganisSmos ou pragas que
estimulam a superproducdo de substancias defensivas, ou seja, 0s metabdlitos
especiais atuam diferentemente dos metabdlitos primarios que estdo envolvidos
principalmente em processos de assimilacdo, transporte e diferenciacdo celular
(Castro et. al., 2001).

CH,

=

N H,CO

HO © OH

Morfina Quinina

Figura 1. Substancias isoladas no século XIX

O uso de plantas medicinais vem atingindo um publico cada vez
maior, recebendo incentivo da Organizacdo Mundial da Saude (Castro, et. al.,
2001). Com o desenvolvimento de novas técnicas espectrométricas, a etapa de
elucidacdo estrutural de novos metabdlitos esta sendo mais rapida e, portanto,
a cada momento € relatada na literatura a identificacdo de novas moléculas.
Algumas dessas substancias possuem importante acao farmacolégica, como o
diterpeno taxol, que atua como antineoplasico e constitui uma esperanca para
portadores de cancer nos ovarios e pulmdes; a forscolina, que apresenta efeitos
contra hipertensao, glaucoma, asma e certos tumores; a artemisina, que pPossui
potente atividade antimalarica; o flavonéide ginkgolide B, que atua como inibidor
do fator de agregacdo plaquetaria (PAF), no tratamento de claudicacao
intermitente devido a doenca de oclusdo arterial crbnica e sintomas de
insuficiéncia cerebral senil; entre outras (Bruneton, 1995; Cechinel-Filho &
Yunes, 1998) (Figura 2).



Artemisina Ginkgolide B

Figura 2. Metabdlitos secundarios com importantes acdes farmacoldgicas

A atividade farmacoldgica de determinadas espécies de plantas esta
relacionada a presenca de metabdlitos secundarios, como terpenos, compostos

fendlicos (flavonodides), alcaldides, entre outros (Nascimento, 2008).



2. Objetivos

2.1.0bjetivo Geral

O objetivo central da presente monografia € a prospeccao fitoquimica
de extratos vegetais do caule de um espécime de Sparattosperma leucanthum,

visto que ndo ha atualmente estudos semelhantes para a espécie em questao.

2.2.0bjetivos Especificos

e Aprender sobre pesquisas bibliogréficas, técnicas e uso de equipamentos
basicos de laboratério de quimica organica;

e Realizar testes quimicos para identificacdo de metabdlitos secundarios na
espécie;

e Avaliar o potencial antioxidante de extratos brutos;

e Quantificar o teor de fendlicos e flavondides totais presentes nos extratos;

e Avaliar a atividade citotoxica dos extratos brutos frente as larvas do
microcrustaceo Artemia salina Leach.

e |solar metabdlitos especiais presentes nos extratos brutos, e elucidar suas

estruturas utilizando métodos espectrométricos usuais (IV, CG/EM, RMN);



3. Revisdo da Literatura

3.1.Enquadramento Taxonémico

O enquadramento taxondbmico de Sparattosperma leucanthum,

Bignoniaceae, segundo (Schumann, 1894) esta apresentado no Quadro 1.

Tabela 1. Enquadramento Taxondémico de Sparattosperma leucanthum

Taxondmia

Classe Equisetopsida C. Agardh
Subclasse Magnolidae Novak ex Takht.

Ordem Lamiales Bromhead

Familia Bignoniaceae Juss.

Género Sparattosperma Mart. ex Meisn.

Espécie Sparattosperma leucanthum (Vell.) K. Schum.

Fonte: http://www.tropicos.org/Name/3701059 (Acesso em 06 de maio de 2015)

3.2.Consideracfes Sobre a Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae é constituida por cerca de 82 géneros e 827
espécies (Lohmann e Ulloa, 2007) de plantas arbustivas, arboreas e trepadeiras.
As espécies deste taxon se apresentam distribuidas nas regides tropicais do
mundo inteiro, sendo de ocorréncia frequente no continente americano. No
Brasil, plantas desta familia ocorrem desde a Amazonia até o Rio Grande do Sul,
ndo possuindo um habitat Unico, podendo ser encontradas nos cerrados, Mata
Atlantica e regido amazonica (Carvalho et. al., 2009), sendo considerado um

centro de dispersdo da familia (Nascimento, 2008).
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http://www.tropicos.org/Name/40002437
http://www.tropicos.org/Name/3701059

H4 uma grande divergéncia no que diz respeito a classificacdo
intrafamiliar da Bignoniaceae. Oito subclasses (tribos) da familia sé&o
reconhecidas atualmente (Bignonieae, Catalpeae, Jacarandeae, Oroxyleae,
Tecomeae, Tourrettieae, clado Paleotropical e Tabebuia Alliance). Alguns
géneros ainda ndao tem um posicionamento definido. A tribo Catalpeae ndo tem
uma posicdo bem resolvida no nucleo da familia Bignoneaceae. A tribo
Tecomeae possui 12 géneros com distribuicdo mundial tanto em ecossistemas
temperados como tropicais. A tribo Bignonieae é uma das maiores da familia
(Olmsteadet. al., 2009; Cipriani et. al., 2012).

Os jacarandas (Jacaranda brasiliana) e Ipés amarelo e roxo
(Tabebuia alba e T. avellanedae) presentes no continente americano Sao 0s
exemplos mais representativos da familia. Plantas destas espécies sao muito
utilizadas na construcao civil, carpintaria e construcdo de instrumentos musicais
devido a natureza rigida de sua madeira. Além disso, € também utilizada no
planejamento urbano como planta ornamental, devido as suas belas floragdes,
sendo o Ipé o exemplo mais conhecido no paisagismo urbano (Carvalho et. al.,
2009). Diversas espécies da familia apresentam importancia econémica o que,
somado a importancia floristica dessa familia, justifica o aprofundamento do

conhecimento taxondmico da mesma.

Nas Ultimas décadas, as espécies da familia Bignoniaceae foram
extensamente estudadas do ponto de vista fitoquimico. No entanto, existem
poucos trabalhos que empregam esse extenso conhecimento quimico como
ferramenta em estudos taxonémicos. O perfil quimico da Bignoniaceae é
caracterizado pela ocorréncia de terpendides, quinonas, derivados aromaticos
especiais e flavonoides (Cipriani et. al., 2012).

A biossintese dos metabdlitos especiais em Bignoniaceae baseia-se,
principalmente, na via do acido acético, o que estd de acordo com o
posicionamento da mesma entre as angiospermas mais derivadas. Os iridoides
se apresentam como verdadeiros marcadores taxondmicos para a familia. Do
ponto de vista quimico, o clado Paleotropical é o mais estudado, sendo essa
guimica dominada por derivados de cadeia longa da via do acido acético e deri-
vados aromaticos especiais. O clado Bignonieae também apresenta um grande

nimero de registros sendo as principais ocorréncias de terpendides, juntamente



com o clado Tecomeae, cuja quimica também é caracterizada por terpendides e
o clado Tabebuia alliance, que é dominado por quinonas e terpendides. O clado
Catalpeae apresenta uma quimica caracterizada principalmente por quinonas. O
clado Oroxyleae ja € um grupo menos estudado quimicamente e apresenta,
proporcionalmente em relacdo aos demais, a maior quimica flavonoidica. O
Clado Jacarandeae também € pouco estudado e caracterizado por terpendides
e derivados aromaticos especiais. Ja o grupo Tourrettieae tem somente uma de
suas espécies estudadas do ponto de vista quimico e apresentou somente
terpendides (Cipriani et. al., 2012).

3.2.1. Triterpenoides e Esteroides

Os triterpenos pertencem a classe dos metabdlitos secundarios
terpenos. Eles possuem seis unidades de isopreno. Entre os triterpenos
presentes na familia Bignoneaceae destaca-se o 4&cido ursoélico, com
propriedades antiinflamatoria, hepatoprotetora, antitumoral e antimicrobiana
ativo contra o trypanossoma Cruzi (Nascimento, 2008).

Os esteroides sao uma subclasse dos triterpendides e compreendem
uma grande classe de compostos encontrados em diferentes regides das plantas
sendo, no reino vegetal, o equivalente ao colesterol entre os mamiferos. Ha
evidéncias de que alguns esterbides sdo eficazes contra doencas

cardiovasculares, reduzindo os niveis de colesterol (Queiroz, 2009).

3.2.1.1.Biossintese de Triterpendides e Esterdides

Os terpenos sao biossintetizados a partir de metabdlitos primarios por
no minimo duas rotas diferentes, uma via citosolica ou rota do mevalonato (MVA)
e outra do 2-C-metileritiritrol-4-fosfato, com procedéncia na via 1-deoxixilulose-
5-fosfato ocorrendo nos plastideos (Barros et. al., 2008; Jakiemiu, 2008; Lacerda
et. al., 2004) (Figura 3).
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3.2.2. Flavonbéides

Flavondides estdo presentes em diversas partes das plantas como
caules, folhas, raizes, sementes, cascas e polen. Eles representam um dos
principais grupos fendlicos e mais diversificados dentre os produtos naturais. O
uso terapéutico de plantas contendo flavondides €& reconhecidamente
importante. Diversas atividades biolégicas sao atribuidas a eles, como
propriedades antiinflamatéria, antiviral, antibacteriana, vasodilatadora,
anticancer, entre outras (Severi, 2010).

3.2.2.1. Biossintese de Flavonoéides

Os flavondides séo biossintetizados através de uma via mista gerada
pela combinagédo da via do acetato e do 4cido chiquimico (Barbosa, 2010; Déres,
2007; Karam et. al., 2013). O alongamento das substancias Ces-C3 ocorre pela
adicdo de duas unidades de carbono em cada etapa, o que € um procedimento
comum em plantas. Origina-se assim as estirilpironas (Ces-Cs + 2x malonil-CoA),
estilbendides, flavondides e isoflavondides (Cs-Cs + 3x malonil-CoA). Em alguns
casos, ocorre inicialmente uma B-oxidacao formando (Cs-C1) seguido da adicao
de (3x malonil-CoA), o que ocorre com as xantonas (Figura 4, pagina 10)
(Dewick, 2006; Bruneton, 1995).

3.2.3. Aspectos Farmacoldgicos da Familia Bignoniaceae

Atividades farmacolégicas e/ou biolégicas tém sido atribuidas aos
metabolitos ou plantas da familia Bignoniaceae. Dentre elas podemos destacar,
entre outras: atividade hipoglicémica (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005),
antiinflamatoria (Ferreira et al., 2000), antifungica e antibacteriana (Gafner et al.,
1996; Lima et al., 1962; Hussain et al., 2007), antioxidante (Park et al., 2003),
antitumoral (Oliveira et al., 1990), e antimalarico (Fonseca et al., 2003; Hussain
et al., 2007).
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3.3.Consideragdes Sobre o Género Sparattosperma

Sparattoesperma € um género neotropical pertencente a tribo
Tecomeae da familia Bignoniaceae (Pereira et. al., 2007; Bittencourt, 2003). Este
género é composto por duas espécies reconhecidas, Sparattosperma catingae
A. H. Gentry e Sparattosperma leucanthum (Vell.) K. Schum (Lohmann, 2015).

O género Sparattosperma é encontrado no Brasil em diversos estados
das regibes Norte, Nordeste, Sudeste e centro-oeste, nos dominios
fitogeograficos Amazobnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal
(Lohmann, 2015). Suas plantas apresentam varios lobos (aproximadamente 5-
7) cuja nervura mediana irradia de um unico ponto (Grose et. al., 2007).

3.4. Consideragdes sobre a espécie Sparattosperma leucanthum

A floracdo de um exemplar da espécie Sparattosperma lucanthum

pode ser vista na Figura 5.

Figura 5. Fotografia das flores da Sparattosperma leucanthum
Fonte: Fern, 2014



12

3.4.1. Sinonimia Vulgar

A espécie Sparattoesperma leucanthum também é conhecida por

seus nomes populares: “caroba-branca” (SP), “caroba-de-flor-branca”, “cinco-

chagas”, “cinco-folhas” (ES, MG), “ipé-batata”, “ipé-bdia”, “ipé-branco” e “taruma”
(MS) (Lorenzi, 2000).

3.4.2. Sinonimia Cientifica

S. vernicosum Bur&Schum., Bignonia leucantha Vell., S.
lithontripticum M., Spathodeavernicosa Cham., Tecoma leucantha All. eT.

subvernicosa DC (Lorenzi, 2000).

3.4.3. Distribuicdo Geografica

A espécie Sparattosperma leucanthum é nativa do Brasil, e consiste
em uma planta semidecidua, heli6fita, pioneira, indiferente as condicdes fisicas
do solo, caracteristica de floresta pluvial da encosta atlantica. E também
vastamente dispersa na floresta latifoliada semidecidua no Mato Grosso do Sul,
onde apresenta um habito invasor e € considerada planta daninha de pastagens.
Na floresta pluvial € bastante frequente na zona da mata de Minas Gerais e norte
do Espirito Santo. A espécie também tem ocorréncia nos estados da Bahia, Rio

de Janeiro, Sdo Paulo e Goias em varias formacgdes vegetais (Lorenzi, 2000).

3.4.4. Usos Populares

A madeira tem sua aplicagao principalmente na construgdo naval,
canoas, bordas de escalares, obras internas na construcao civil, carpintaria e
caixotaria. A espécie apresenta crescimento rapido, podendo ser empregada
para plantios mistos em areas degradadas e areas de preservacao permanente.

A é&rvore é bastante ornamental, tanto pelo seu florescimento como
por sua copa de ramos pendentes; pode ser aproveitada no paisagismo em geral
(Folli et. al., 2005; Lorenzi, 2000).
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3.4.5. Descricao Botanica

A S. leucanthum (Vell.) Schum., uma das espécies do género
Sparattosperma, consiste em uma arvore de 6-14 m de altura e tronco
descamante de 30-50 cm de didmetro. Folhas compostas 5-digitadas,
sustentadas por peciolo de 6-12 cm. Foliolos de 10-15 cm de comprimento por

4-5 cm de largura (Lorenzi, 2000).

A madeira desta espécie apresenta-se leve (densidade 0,57 g/cmd),
firme, dotada de fibras retas e superficie luzidia, de baixa durabilidade natural.
Apresenta florescimento de marc¢o a janeiro, com floracdo branca e résea nao
muito vistosas. Seus frutos amadurecem nos meses de agosto a novembro
(Polatto et. al., 2008; Lorenzi, 2000).

3.4.6. Aspectos Fitoquimicos

Segundo Costa & Leitdo (2011) os principais constituintes quimicos
encontrados em S. leucathum séo os flavondides 2’,4’,6’-triidroxi-4’-O- B- D-
glicopiranosil diidrochalcona, pinocembrin-7-O-(neohesperidosideo) e
pinocembrin-7-O-(6"-O-acetil) neohesperidosideo, que foram isolados através
da técnica de cromatografia de gotas contracorrente do extrato em EtOAc das

folhas.

3.5.Consideragdes Sobre Artemia salina

Os compostos bioativos sdo geralmente téxicos quando em alta
concentracdo. Por isso, uma avaliacdo da letalidade em um organismo menos
complexo pode ser usada como uma forma de avaliacdo rapida e simples
durante o fracionamento de extratos (Lhullier et al., 2006). O teste de toxicidade
frente a Artemia salina € um ensaio bioldégico considerado como uma das
principais ferramentas para uma avaliacdo preliminar da toxicidade (Hocayen et
al., 2012).
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A Artemia Salina, que é conhecida comumente como o “camarao de
agua salgada”, € um pequeno crustaceo que possui alta sensibilidade a diversos
compostos. A espécie é capaz de estocar seus 0vos por anos em temperatura
ambiente e permite a obtencédo de grande quantidade de larvas em 24-48h, por
estas razdes seu uso tem sido promovido como organismo teste para bioensaios
(Harada, 2009).

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina, € um ensaio bioldgico
rapido, de baixo custo, que ndo requer ambiente asséptico, ndo requer
equipamentos especiais e a quantidade de amostra é relativamente pequena (2-
20 mg) (Meyer et al., 1982; Dall'Stella, 2008). O bioensaio foi proposto por
McLaughlin et al. (1995) para determinar a DLso (pg/mL) para substancias puras
e extratos. Os valores de DLso considerados ativos sdo < 1000 pg/mL para
extratos brutos e < 30 pg/mL para substancias puras. O Unico parametro
envolvido no ensaio é a vida ou morte dos microcrustaceos quando em contato
com o material analisado, e os dados obtidos séo facilmente tratados
estatisticamente (Cavalcante et al., 2000).

Vérios trabalhos tentam correlacionar a toxicidade sobre Artemia
salina com atividades antifungica, viruscida, antimicrobiana, tripanossomicida e

parasiticida (Siqueira et al., 1998; Kalegari, 2009).

3.6.Consideragdes sobre a Atividade Antioxidante

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducéo
das lesbes causadas pelos radicais livres nas células. Os mecanismos de
atuacdo dos antioxidantes podem ser diferenciados. Seus efeitos consistem na
inativacdo dos radicais livres, na complexacdo de ions metalicos ou na redugéo
dos hidroperoxidos para produtos incapazes de formar radicais livres e produtos
de decomposicdo. Ha um interesse crescente em antioxidantes naturalmente
encontrados em frutos e plantas para uso em fitoterapicos. Esses antioxidantes
podem atuar como agentes redutores, sequestradores de radicais livres,

inibidores de enzimas e como quelantes de metais (Vedana, 2008).
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Um grande numero de plantas aromaticas e medicinais contém
compostos quimicos que exibem propriedades antioxidantes, e estes efeitos
devem-se principalmente aos compostos fendlicos, tais como flavonodides,

acidos fendlicos e diterpenos fendlicos (Vedana, 2008).

Existem diversos métodos para determinacdo da atividade
antioxidante em extratos e substancias puras, dentre os mais utilizados
encontra-se o método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Este método foi
desenvolvido por Brand-Willams et al. (1995), e tem como base a reducdo da
absorbancia na regido visivel de comprimento de onda de 515 nm do radical
DPPHe por antioxidantes (Welter et al., 2007). O método baseia-se na
transferéncia de elétrons, onde, por acdo de um antioxidante (AH) ou uma
espécie radicalar, o DPPHe, que possui cor purpura, € reduzido formando difenil-
picril-hidrazina, de coloracdo amarela; isto gera um consequente
desaparecimento da absor¢éao que pode ser observado facilmente pela mudanca
na coloracdo. Quanto maior o potencial oxidante da amostra, mais rapida sera
descoloragéo do DPPH (Nascimento et al., 2011; Roginsky e Lissi, 2005).

As vantagens do método DPPH sao:

e Avaliar uma grande quantidade de amostras em um periodo curto de tempo

e rapidamente;
e Um método sensivel que detecta pequenas concentracdes do ativo testado;
e Permite avaliar antioxidantes lipofilicos, ja que o solvente do processo é

metanol ou etanol (Vedana, 2008).
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4. Material e Métodos

4.1.Equipamentos

4.1.1. Concentracdo dos Extratos Brutos e Fracdes

A concentracao dos extratos brutos e das fracGes obtidas foi realizada
sob pressédo reduzida em evaporador rotativo, Fisatom 802. As solucdes
aguosas foram liofilizadas em liofilizador Thermo Savant.

4.1.2. Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos utilizando-se
pastilhas de KBr grau espectroscépico, com leituras na regiao de 4000 a 400 cm-
1 em um espectrometro IRAffinity-1 Shimadzu.

4.1.3. Espectroscopia na Regido do Ultravioleta

Para analise na regido do ultravioleta, foi utilizado o espectrofotémetro
Bel Photonics 1105 com faixa espectral de 320 a 1000 nm e espectrofotébmetro
UV-1800Shimadzu, com varredura entre 200 e 1000 nm com amostras

dissolvidas em metanol, butanol ou etanol em cubetas de 1 cm.

4.1.4. Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrémetro de Massas

Os espectros de gas acoplados ao massas (CG-EM) foram obtidos
em aparelhos GC-MS QP 5050 Shimadzu e GC-MS 5975C Inert XL EI/CI/MS

Agilent Technologies.

4.1.5. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de Hidrogénio e
Carbono 13 foram realizados em temperatura ambiente dissolvidas em metanol,

dimetilsulfoxido ou cloroformio deuterados, empregando-se tetrametilsilano
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(TMS) como referéncia. Utilizou-se espectrometro Bruker Ascend 500 MHzem
campo de 500 MHz (RMN 'H) e 125 MHz (RMN ®C). Os deslocamentos
guimicos (®) foram indicados em ppm e as constantes de acoplamento (J) em

Hertz (Hz).

4.2.Material Vegetal

A espécie Sparattosperma leucanthum foi coletada na Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, no municipio de Seropédica, localizado no Rio
de janeiro, RJ, em maio de 2010. A identificacdo da espécie foi feita por uma
especialista em botanica. Inicialmente foi realizada a triagem do material
coletado, quando foram separados folhas e caule. O material vegetal (caule) foi
diretamente submetido a secagem em temperatura ambiente durante 7 dias.
Apo6s seco, o caule foi moido em moinho de facas tipo Willey e o material
pulverizado foi submetido a pesagem (1 kg do material seco foi utilizado) e

maceracao exaustiva com hexano, diclorometano e metanol.

4.3.Preparacédo dos Extratos Brutos

Os extratos brutos obtidos através da extracdo com os solventes
hexano (CeHi4), diclorometano (CHz2Cl2) e metanol (MeOH) foram concentrados
em evaporador rotatorio, a aproximadamente 50 °C, sob pressao reduzida, até
obtencdo de um residuo. Os extratos brutos obtidos foram transferidos para
frasco previamente tarados e mantido em capela de exaustdo por, no minimo,
48h. Esse procedimento forneceu 1,8 g de extrato em hexano, 2,9 g de extrato

em diclorometano e 45,1 g de extrato em metanol (Figura 6).
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Figura 6. Extratos brutos em hexano (a), diclorometano (b) e metanol (c).

4.4.Testes Quimicos para Identificagao de Metabdlitos Secundarios

4.4.1. Testes Genéricos para ldentificagao de Triterpenos e Esterdides

Para realizacdo dos testes de identificacdo de triterpenos e
esterodides, inicialmente pesou-se uma massa de 10,8 mg do extrato bruto em
hexano, a qual foi diluida em 4,0 mL de metanol. A uma aliquota de 2,0 mL da
solucdo mencionada, foram adicionados 10,0 mL de cloroférmio. A solucdo
resultante foi filtrada em papel de filtro e dividida igualmente em duas porgdes
utiizando dois tubos de ensaio. No primeiro tubo (tubo 1) foi realizada a reacgéo

de Liebermann-Burchard e no segundo tubo (tubo 2) a reacdo de Salkowski.

» Reacéo de Liebermann-Burchard (Bessa, 2007; Costa, 1994)
Na preparacdo do reagente de Liebermann-Burchard, misturou-se 10

mL de anidrido acético e 2 gotas de acido sulftrico concentrado. Em seguida,

adicionou-se a mistura ao tubo de ensaio 1.

» Reacado de Salkowski (Bessa, 2007; Joly, 1998)

Ao tubo 2 adicionou-se algumas gotas de acido sulfurico concentrado.
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4.4.2. Testes Quimicos Para Fendlicos em Geral

Para todos os testes realizados para a identificacdo de compostos
fendlicos, foi utilizado o extrato bruto em metanol do caule da S. leucanthum.

» Flavonodides Totais (Rio, 1996)

Preparou-se uma curva de calibracdo com o padréo de rutina em uma
faixa de concentracdo de 7,5 a 15,0 ug/mL acrescida de 1,0 mL de solucéo de
cloreto de aluminio (5,0 g de cloreto de aluminio em 100 mL e metanol) e tendo
0 volume completado para 50,0 mL. ApGs repouso de 30 minutos, realizou-se a

leitura em 425 nm no espectrofotdbmetro de UV/Visivel.

O preparo do branco foi feito adicionando-se 1,0 mL da solucdo de
cloreto de aluminio 5% a 50,0 mL de metanol.

Foi preparada uma solugdo de 1,0 mg/mL do extrato metandlico e
adicionou-se 1,0 mL da solucdo de cloreto de aluminio a 15,0 mL da solugéo do
extrato, completando-se o volume com metanol até 50,0 mL em um baldo
volumétrico. Apds repouso por meia hora, fez-se a leitura em espectrofotémetro.
O resultado de absorbancia obtido foi comparado com a curva de calibragcédo da

rutina, a fim de determinar-se a concentragcéo de flavondides.
» Reacédo com Cloreto Férrico (Shrineret al., 1983)

Preparou-se uma solucado alcodlica de FeClz 5%. Em um tubo de
ensaio adicionou-se cerca de 1,0 mL da solugao extrativa diluida em metanol. A
esta solugdo acrescentou-se 5,0 mL de agua destilada e 1 gota da solugéo de

cloreto férrico escorrendo pela parede do tubo. Analisou-se os resultados.

» Reacdo com Cloreto de Aluminio (Mouco e Cornelio, 2003)

Em um papel de filtro foram demarcadas duas areas A e B. Nestas
foram depositadas algumas gotas do extrato bruto metandlico (5,0 mg/mL). Em
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seguida foi adicionada na area A uma gota de solucéo de cloreto de aluminio 5%

em etanol. Apos analisou-se as areas sob luz ultravioleta.

» Reacdo com Hidroxido de Sodio (Mouco e Cornelio, 2003)

Em um tubo de ensaio foram adicionados 5,0 mL do extrato bruto
diluido com agua na proporcao de 1:5 extrato/agua, e a este foram adicionadas

duas gotas de hidroxido de sédio 5%. Analisaram-se 0s resultados.

» Reacao de Shinoda (Mouco e Cornelio, 2003)

Em um tubo de ensaio contendo uma pequena quantidade de
magnésio metdlico, foram adicionados 5,0 ml do extrato bruto metandlico
dissolvido. A este foram adicionados 1,0 mL de &cido cloridrico. Analisaram - se

0s resultados.

4.5.Determinacédo da Atividade Antioxidante pelo Método do Sequestro do
Radical Livre 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH) (Mensor et al., 2001)

As andlises foram realizadas reagindo-se 1 mL de solugdo etandlica
de DPPH 0,3 mM com 2,5 mL da amostra (extrato bruto) solubilizada em etanol
nas seguintes concentragdes 25,0; 50,0; 125,0 e 250,0 ug/mL. Apds 30 minutos
em repouso mediu-se as absorbancias a 518 nm.

Todas as analises foram realizadas em triplicata. O branco foi
preparado adicionando-se 2,5 mL de cada uma das solugbes dos extratos
acrescidos de 1,0 mL de etanol. O controle negativo foi feito com 1,0 mL de
solucdo de DPPH e 2,5 mL de etanol. A leitura do branco foi realizada com 2,5
mL de solugdo das amostras mais 1,0 mL de etanol. Como padréo foi utilizado o
flavondide rutina, efetuando-se o mesmo procedimento realizado para os
extratos brutos.
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4.6.Ensaios Bioldgicos

4.6.1. Letalidade Frente as Larvas do Microcrustaceo Artemia salina
LEACH

Na avaliacdo da citotoxicidade frente as larvas de A. salinafoi utilizada
a metodologia proposta por McLaughlin (McLaughlin et al., 1982).

Inicialmente os cistos de A. salina foram introduzidos em um
recipiente semelhante a um aquério, parcialmente protegido da luz e contendo
agua do mar. Apés 48 em auséncia de luz, ocorreu a eclosdo dos cistos. As
larvas entdo obtidas foram colocadas em contato com a amostra a ser analisada.

O extrato bruto metandlico do caule da S. leucanthum foi utilizado no
bioensaio para o preparo de uma solucdo estoque solubilizada em agua do mar/
DMSO 1% na proporcao de 3:2 (v/v). A partir da solugéo estoque, foram feitas
diluicbes para as seguintes concentracdes 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 e 1 mg/mL. Foi
utilizado como controle positivo o dicromato de potassio (K2Cr207), e o controle
negativo foi o branco (solucdo sem a presenca da amostra). O ensaio foi
realizado em triplicata e ap6s 24 horas foi feita & contagem dos individuos mortos
e vivos. Os dados obtidos foram tratados estatisticamente pelo método log-Probit
e assim, realizou-se a determinacdo dos valores de DLso, que € considerada
ativa para extratos brutos, quando igual ou inferior a 1000 ug/mL e inferior 30

pMg/mL para substancia pura.

4.7.Fracionamento dos Extratos Brutos

Visando o isolamento de constituintes dos extratos brutos do caule de
Sparattosperma leucanthum, foram empregadas técnicas especificas para
purificacdo de substancias que estao descritas nos tdpicos a segui, assim como

o procedimento geral.

4.7.1. Técnicas Cromatograficas Utilizadas no Processo de Isolamento

As técnicas cromatograficas utilizadas durante este trabalho, no

isolamento e andlise das fracbes, foram a cromatografia em camada delgada
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analitica, cromatografia em coluna de silica gel 60G (0,063-0,200mm; 70-230
mesh ASMT, Merck), silica gel 60G (0,04-0,063mm; 230-400 mesh ASMT,
Merck), cromatografia em coluna flash (Merck), cromatografia em coluna de

Sephadex-LH20 (Pharmacia).

A cromatografia em camada delgada analitica é Gtil para a observacéao
da pureza e semelhanca de amostras com base no fator de retencdo das
substancias observadas. Ela é fundamental no processo de tomada de decisdes
a respeito das préximas técnicas que devem ser utilizadas no isolamento. As
cromatografias que visam o0 isolamento dos compostos s&o chamadas
preparativas. Estas possuem uma fase estacionaria empacotada em coluna
(aberta ou fechada) ou em superficie plana. No geral as cromatografias

preparativas sdo desenvolvidas de acordo com as seguintes etapas:

% Montagem da coluna: Disposicdo adequada da fase estacionaria na coluna
ou placa. A fase estacionaria varia de acordo com a técnica cromatogréfica
escolhida;

% Aplicacdo da amostra: Disposicdo da amostra sobre a fase estacionaria. A
amostra pode ser adicionada pura ou misturada com silica gel, dependendo da
cromatografia utilizada.

% Desenvolvimento: Esta etapa consiste na passagem do solvente (puro ou
mistura) escolhido para trabalho. O solvente é a fase mével que vai arrastar a
amostra pela fase estacionéria permitindo a separacdo das substancias.

% Revelacdo e visualizacdo: Nesta etapa uma pequena quantidade das
fracdes obtidas é aplicada em cromatografia em camada delgada analitica para
observacdo da composicao de cada fracdo. Esta placa é revelada utilizando
diversas solugbes como vanilina sulfarica, cloreto férrico, solugdo acida de
anisaldeido e reagente de dragendorf. A placa é entdo visualizada em luz

ultravioleta com comprimentos de onda entre 254 e 365 nm.
4.7.2. Fracionamento do Extrato em Hexano
O extrato hexanico foi submetido a fracionamento em coluna aberta

de gel de silica, utilizando-se um gradiente de polaridade crescente com os

seguintes solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Esse
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procedimento resultou em 201 fragdes. As fragdes foram reunidas de acordo com
a semelhanga no fator de retengdo (RF) em cromatografia de camada delgada
analitica (CCDA).

As fragdes de numero 78-95 foram reunidas e submetidas a
purificacédo utilizando cromatografia em coluna fechada de gel de silica tipo flash
utiizando como eluente acetato de etila/éter de petroleo/cloroféormio na

proporgao 1:4:4.

Este procedimento resultou em 63 fragdes. A fragcao de numero 8 a 38
foi reunida e submetida a cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP), utilizando o mesmo eluente utilizado na cromatografia flash até
obtengdo da substancia SLH-01 (0,088g). O procedimento encontra-se

resumido da Esquema 1, pagina 24.



24

Hexano/

Diclorometanof

Esquema 1. Fluxograma resumido do fracionamento parcial dos extratos brutos

de S. leucanthum

* Fragbes nao trabalhadas ou sem apresentacao de resultados.
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4.7.3. Fracionamento do Extrato em Metanol

O extrato em metanol (44,1 g) foi solubilizado em MeOH/H20 (80:20)
e submetido a extracdo liquido/liquido em funil de decantacdo utilizando os

seguintes solventes: diclorometano, acetato de etila, butanol e agua.

4.7.3.1.Fragao em Acetato de Etila

Foi feita uma nova particdo para esse extrato em diclorometano,

acetato de etila e agua.

4.7.3.1.1. Particdo em Diclorometano

Foi realizada uma cromatografia flash para essa fracdo (2,87Q)
utilizando como eluente o acetato de etila, de onde foram obtidos 60 frascos.

Os frascos de numero 10 a 16 (0,2427g) foram reunidos e utilizados
em uma cromatografia em Sephadex-LH20, gerando 50 frascos. A unido dos
frascos de numero 37 a 40 forneceu uma substancia que foi codificada de
SLMAD-02 (0,0145g). Ainda nesta coluna, as fragbes de nimero 33 a 36 e4l a
44 foram reunidas e submetidas a nova coluna em Sephadex-LH20, obtendo-se
38 frascos. As fragbes de nimero 19 a 23 forneceram a substancia SLMAD-01

(0,0025g). O procedimento encontra-se resumido da Esquema 2, pagina 25.
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Esquema 2. Fluxograma resumido do fracionamento para o extrato metandlico.

* Fracdes nao trabalhadas ou sem apresentacao de resultados.
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5. Resultados e Discussao

Visando identificar as principais classes de compostos secundarios do
caule de S. leucanthum, realizou-se um estudo fitoquimico do extrato hexanico,
em diclorometano e metanol utilizando reagentes especificos de reconhecimento

de triterpenos e esteroides, fendlicos em geral e flavondides.

5.1. Testes Quimicos Para Identificacdo de Metabodlitos Secundarios Nos

Extratos Brutos do Caule de S. leucanthum

5.1.1. Triterpenos e Esteroides

Os terpensdides sao os constituintes fundamentais dos O6leos
essenciais e possuem atividades bioldgicas como o fortalecimento do sistema
imunoldgico e reparacao dos tecidos.

Os testes mais comumente usados para a identificacdo de
triterpendides e esteroides sdo as reacbes de Liebermann-Burchard e de
Salkowski. A reacao de liebermann-Burchard consiste no tratamento da amostra
com anidrido acético em presenca de acido acético e algumas gotas de acido
sulfarico. Ocorre, assim, a desidratacdo seguida de oxidacdo do sistema de
anéis do ciclopentanoperidrofenantreno dando formacdo a um esteroide
aromatico que € evidenciado pelo aparecimento de uma coloracdo azul
esverdeada (Burke et al., 1974; Xiong et al., 2007). Na reacao de Salkowski
ocorre uma variacao da coloracao de amarelo a roxo sangue, devido a presenca
de um ndcleo esteroidal (Rezende et al., 2011).

Apés a adicdo dos reagentes de Liebermann-Burchard e Salkowski
nos extratos hexanico e diclorometanico, houve, respectivamente o surgimento
de uma cor verde para o primeiro reagente e uma intensificagdo da cor
amarelada para o segundo. Os resultados obtidos para os testes mencionados

encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2. Resultados dos testes quimicos de identificacdo de triterpenos e

esteroides
Extrato Teste Quimico Resultado
Reacéo de Liebermann-Burchard Positivo
Hexanico N _ -
Reacgdo de Salkowski Positivo
Positivo

Diclorometénico Reagao de Liebermann-Burchard

Reacéo de Salkowski
Positivo

5.1.2. Fenolicos Totais e Flavonodides

Flavonbides sao compostos polifendlicos naturais que constituem
uma das classes de compostos mais caracteristicas de plantas superiores.

Diversas técnicas sao utilizadas para quantificar os flavondides em
uma amostra. No entanto, muitas delas ndo possuem a sensibilidade necessaria
para realizar esta analise em matrizes mais complexas, como 0s extratos
vegetais, em gerar interferéncia no analito. Uma das técnicas mais utilizadas
para evitar a interferéncia de outros compostos fendlicos na analise de
flavonoides é a empregacdo do método colorimétrico com cloreto de aluminio
(AICI3). Os cations APR* formam complexos estaveis com as hidroxilas livres
presentes nos flavondides, o que gera um aumento do sistema conjugado e,
portanto, um desvio dos maximos de absorcdo para regides de maiores
comprimentos de onda (desvio batocrémico) (Buriol et al., 2009; Marques et al.,
2012).

As reac6es com cloreto férrico permitem a identificacdo da presenca
de substancias fendlicas. A mudanca de coloragéo pode variar entre verde, azul,
amarelo-castanho e violeta, dependendo do tipo do composto (Mouco et al.,
2003).

A reacdo de Shinoda também permite a identificacdo genérica de
flavondides. O desenvolvimento de uma coloragcédo rosea-avermelhada indica a
presenca de flavondis, a cor violeta indica flavanonas e a cor laranja indica a
presenca de flavonas (Mouco et al., 2003).
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A reacao com hidroxido de sédio permite a confirmacdo da presenca
de flavondides através do surgimento de uma coloracdo amarela (Viana et al.,
2012). Os resultados obtidos para os testes mencionados podem ser observados

na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos testes quimicos de identificagdo de fendlicos em geral

e flavondides

Testes Resultados Resultados
Quimicos Extrato Diclorometanico Extrato Metandlico
Positivo Positivo
FeCI3
- Negativo
AICl3
- Negativo
NaOH
_ - Positivo
Shinoda

A reacado com cloreto férrico apesentou a formacéo de um precipitado
e uma coloracdo esverdeada indicando a presenca de fendlicos em geral. A
reacdo de Shinoda indica a presenca de flavonoides em geral, a coloracdo

alaranjada que resultou € um indicativo da presenca de flavonas.

5.2. Avaliacdo do Teor de Flavondides Totais

Para a realizacdo do teste foi preparada inicialmente solucdes de
diferentes concentra¢cdes do padréo de rutina. As absorbancias destas solugdes
foram medidas a 425 nm e os resultados podem ser observados na Tabela 4. A
curva de calibracdo apresenta-se no Grafico 1. Atraves dela péde-se obter a
equacao da retay = 0,0053x - 0,0175 com um coeficiente de linearidade R? =
0,9755.
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Tabela 4. Resultado das absorbancias encontradas para o padr&o de rutina no

teste do Teor de Flavonoides Totais

Concentracédo da Rutina Absorbancia
6,8 ng/mL 0,02
8,5 ug/mL 0,029
10,2 pg/mL 0,038
11,9 pg/mL 0,044
13,6 pg/mL 0,05
15,3 pg/mL 0,063
17 pg/mL 0,078

Curva de Calibragao da Rutina

0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

y =0,0053x -0,0175
R? =0,9755

Abs.

0 5 10 15 20
Concentragéo pg/mL

Gréfico 1. Curva de calibracdo para o padrao de rutina.

ApGs a obtencdo da curva de calibragcdo para o padréo de rutina,
realizou-se a medida da absorbancia da amostra do extrato metandélico em

triplicata. Os resultados encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultado das absorbancias encontradas para o extrato metandlico

no teste do Teor de Flavondides Totais

MeOH Absorbancia
Frasco 1 0,011
Frasco 2 0,010
Frasco 3 0,011

Média das absorbéancias: 0,0106

Utilizando a equacao da reta obtida na curva de calibracdo com a
rutina e o valor médio das absorbancias encontradas para o extrato metandlico,
€ possivel determinar a concentracdo de flavonbides presente no extrato. Foi
obtido como resultado para esse teste, uma concentracao de flavonoides igual a
5,3 pg/mL. O resultado obtido indica um alto poténcial antioxidante para o
extrato.

5.3. Avaliacdo da Atividade Antioxidante (Método do DPPH)

Na avaliacdo da atividade antioxidante aplicou-se um método indireto.
O ensaio esta caracterizado por uma reacdo de oxirredugdo entre o oxidante e
o antioxidante (Tomei & Salvador, 2007)

Neste teste todas as solu¢des analisadas sao medidas a temperatura
ambiente. A utilizacdo de temperatura ambiente elimina o risco de degradacao

térmica das substancias.

O mecanismo da reacao entre o antioxidante e o DPPH depende da
conformacédo estrutural do antioxidante. Algumas substancias reagem
rapidamente com o DPPH, reduzindo um ndmero igual de moléculas de DPPH
equivalente ao numero de grupos hidroxilas presente. Por outro lado, para a
maioria das substancias a reacdo € lenta, sugerindo um mecanismo mais

complexo (Bondet et al., 1997).
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Para realizacdo da analise, inicialmente foi construida uma curva de
calibracdo com diferentes concentracoes do padrdo de DPPH versus as
absobancias respectivas. A seguir foram preparadas solugdes de concentracao
conhecida com o padrédo rutina, o qual fez-se reagir com o DPPH. Essas
solugbes tiveram suas absorbancias medidas. O mesmo procedimento foi
realizado para a amostra do extrato bruto metandlico da S. leucanthum. Apos a
medida das absorbancias em espectrofotbmetro, efetuou-se o célculo da
porcentagem de atividade antioxidante, utilizando a equagao 1. Os resultados
obtidos devem ser apresentados em concentragéo efetiva 50% (ECso).

AA% =100 - (AbS amostra- AbS pranco) X 100
ADS controle

Equacéo 1: Equacdo para calculo da porcentagem de atividade antioxidante

Os valores de concentracdo efetiva encontrados para o extrato em
metanol uma ECso = 19,04 upg/mL, enquanto o padrdo (flavondide rutina)
apresentou ECso = 9,55 ug/mL. Observa-se que o resultado encontrado para o
extrato bruto em metanol é superior ao encontrado para a rutina, o que nos
mostra o potencial das substancias presentes nos extratos e incentiva o

processo de isolamento e identificacao.

5.4. Ensaios Biologicos

5.4.1. Atividade Citotdoxica Frente as Larvas de Artemia salina

Na avaliacdo preliminar da atividade citotoxica frente as larvas de A.
salina os resultados obtidos para os extratos diclorometanico e metandlico foram
tratados estatisticamente com o método log-Probit. Isto gerou um valor de DLso
> 1000 pg.mL? para o extrato metanélico e DLso = 289,4 ug.mL* para o extrato
diclorometéanico.

Segundo McLaughlin e colaboradores (1982) valores de DLso < 1000
ug.mL? sdo considerados ativos para extratos brutos. Assim sendo, apenas o

extrato em diclorometano apresenta atividade citotoxica.
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5.5. Determinacdo Estrutural dos Constituintes Quimicos Isolados e/ou

Identificados dos Extratos Brutos de S. leucanthum

5.5.1. Extrato Hexanico do Caule de S. leucanthum

Apbs a obtencdo dos resultados dos testes realizados para o extrato
hexanico, uma aliquota do mesmo (1,8 g) foi submetida a fracionamento
utilizando os procedimentos descritos no item 4.7.2., pagina 22. Desse extrato

foi isolada a amostra SLH-01 (Esquema 1, pagina 24).

5.5.1.1. Amostra SLH-01

A amostra SLH-01 (88,0 mg) apresentou-se como um sélido branco
soltvel em cloroformio.

As primeiras informacdes estruturais para essa amostra foram obtidas
através do cromatograma obtido na analise por CG/EM, onde se observa a
existéncia ndo de uma, mas de cinco substancias (Figura 7), com tempos de
retencédo de 8,84 min., 10,08 min., 19,27 min., 19,89 min e 21,02 min. O espectro
de massas para a substancia SLH-Ola com o tempo de retencdo 8,84 min.
(Figura 7), apresenta o pico do ion molecular em m/z 256 [M.+] (Figura 8). O
espectro de massas para a substancia SLH-01b com o tempo de retencéo 10,08
min. (Figura 7), apresenta o pico do ion molecular em m/z 284 [M.+] (Figura 9).
O espectro de massas para a substancia SLH-01c com o tempo de retencdo
19,27 min. (Figura 7), apresenta o pico do ion molecular em m/z 400 [M.+] (Figura
10, pagina 35). A substancia SLH-01d com o tempo de retencdo 19,89 min.
(Figura 7), apresenta o pico do ion molecular em m/z 412 [M.+] (Figura 11, pagina

35), enquanto que para a substancia SLH-Ole com tempo de retencdo 21,02
min. (Figura 7), o pico do ion molecular ocorre em m/z 414 [M.+] (Figura 12,

pagina 36).
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Figura 7. Cromatograma da mistura de substancias SLH-01

Tabela 6. Picos obtidos no CG/EM da mistura de substancias SLH-01

Pico Tr miz  Area % Substancia
1 8841 256 12,01 Acido Hexadecandico
2 10,081 284 1,35 Acido Octadecan6ico
3 19,276 400 9,63 Campesterol
4 19,894 412 43,77 Estigmasterol
5 21,019 414 33,24 Sitosterol

%
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Figura 8. Fragmentograma 70 eV da substancia SLH-01a - Acido hexadecandico



35

%

100.0+ - 43
75.0

50.04

57
25.04
] 129
] 85 185 ZT4
| 241
0.0 . s 1T A 328 382 429 462 511 551 509
50 160 150 280

" b 300 350 460 450 500 580 600

Figura 9. Fragmentograma 70 eV da substancia SLH-01b - Acido octadecantico
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Figura 10. Fragmentograma 70 eV da substancia SLH-01c - Campesterol
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Figura 11. Fragmentograma 70 eV da substancia SLH-01d - Estigmasterol
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Figura 12. Fragmentograma 70 eV da substancia SLH-Ole — Sitosterol

O conjunto desses dados caracteriza, a principio, tratar-se da mistura
dos acidos graxos de cadeia longa acido hexadecandico (SLH-0la) e &cido
octadecandico (SLH-01b) e dos esterdides campesterol SLH-01c, estigmasterol
SLH-01d e sitosterol SLH-0O1e (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura da mistura de substancias SLH-01
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Figura 14. Espectro na regiao do infravermelho de SLH-01

Os espectros de RMN-3C totalmente desacoplados (Figura 15)
evidenciam a presenca de uma hidroxila secundaria através do sinal a 6¢c 71,8
ppm atribuido ao carbono oxigenado C-3, enquanto que a ligacdo dupla
trissubstituida esta caracterizada pelos sinais a &c 121,7 e dc 140,7 referentes

a C-5 e C-6 respectivamente.
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Figura 15. Espectro de RMN-3C, 125 MHz, CDCls; de SLH-01
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O espectro de RMN- 'H (Figura 16) de SLH-01 apresentou um
multipleto na regido de hidrogénios olefinicos, sendo o sinal duplo centrado a &+
5,38 atribuido ao hidrogénio H-6; o sinal multiplo entre dn 3,51 e 3,58 atribuido
ao hidrogénio carbindlico H-3, e os sinais entre o1 0,70 e 2,5 referentes aos

varios hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos presente nas substancias.

{166

Figura 16. Espectro de RMN-'H, 500 MHz, CDCls; de SLH-01

A presenca da substancia SLH-01d na mistura pode também ser
confirmada pelos duplo sinais duplo centrados em &x 5,03 e 5,16 caracteristicos
dos hidrogénios vinilicos da cadeia lateral. A distincdo entre SLH-01d e SLH-01c
pode ser feita através da observacédo dos sinais a dc 140,66 (C-5) e 121,75 (C-
6) presente em ambas as estruturas e a oc 138,3 (C-22) e 129,3 (C- 23)
presentes apenas na substancia SLH-01c.

Devido a grande similaridade estrutural entre as substancias SLH-01e

e SLH-01c, cuja unica diferenca € auséncia de um grupo CHzs ligado ao carbono
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C-28 da substancia SLH-Ole, a presenca dessa ha mistura de substancias so
pode ser confirmada através da analise do espectro de CG/EM onde se verifica
a presenca de uma substancia com m/z 400. As similaridades estruturais estéo

resumidas na Figura 17.

SLH-d SLH-Ie
(Estigmasterol) (Sitosterol)

Figura 17. Similaridades estruturais entre SLH-01d e SLH-01e

A confirmacdo que a amostra SLH-01 trata da mistura de esterdides
estigmasterol (SLH-01d), sitosterol (SLH-O1le) e campesterol (SLH-01c) foi feita
através de comparacdo com dados espectrais constantes da literatura
(Jutiviboonsuk et al., 2007; Carvalho et al., 1998).

Na Figura 18 sdo mostrados alguns fragmentos de massa propostos

para a mistura de substancias SLH-01.
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Figura 18. Principais fragmentos de massa propostos para a mistura de
substancias SLH-01

5.5.2. Extrato Metanélico do Caule de S. leucanthum

ApGs a obtencao dos resultados dos testes realizados para o extrato
metandlico, uma aliquota do mesmo (aproximadamente 54,0 g) foi submetida a
fracionamento utilizando os procedimentos descritos no item 4.7.3., pagina 25.
Desse extrato foram isoladas as substancias SLMAD-01 e SLMAD-02 (Esquema

2, pagina 26).
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5.5.2.1. Substancia SLMAD-01

A substancia SLMAD-01 (25 mg) apresentou-se como um soélido

branco sollvel em metanol.

Os dados espectrais (RMN 'H e 3C) da substancia SLMAD-01
mostrou tratar-se de um flavonoide. Com base no valor de absor¢cédo no espectro

de RMN 'H (Figuras 19 e 20) do H-3 do anel C a &1 6,83 (1H, s) foi possivel

inferir tratar-se da subclasse das flavonas.

O anel A foi caracterizado no espectro de RMN *H pelos sinais a dn

6,38 (1H, sl) e 6n 6,66 (1H, sl) referentes aos hidrogénios H-6 e H-8 em
acoplamento meta. O anel B foi caracterizado pelos sinais referentes aos

hidrogénios H-2’/H-6’ a 6n 7,88 (sl, 1H) e H-3'/H-5" a 61 6,96 (sl, 1H).
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Figura 19. Espectro de RMN-H, 500 MHz, MeOD de SLMAD-01
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Figura 20. Espectro de RMN-H, 500 MHz, MeOD de SLMAD-01 (ampliacéo)

O espectro de RMN3C (Figura 21) confirmou a presenca da carbonila

em C-4 6c 182,44 em ligagéo de hidrogénio com a hidroxila ligada em C-5.

Os demais deslocamentos quimicos de SLMAD-01 estdo resumidos

na Tabela 7 (pagina 46).



43

[*1e6]

2

182.4480
165.1930
164.8231
161.8030
161.4247
158.062
128.1619
128.0441
121.8274
115.670
115.3797
103.7430
102.3536
98.8972
93.7671

100

50

-50

- - — B B 0 T I T
180 160 140 120 100 [ppm]

Figura 21. Espectro de RMN-3C (DEPTQ), 125 MHz, MeOD de SLMAD-01

A estrutura da substancia SLMAD-01 encontra-se na Figura 22. Trata-
se do flavondéide 5,7,4'-triidroxiflavona ja conhecido na literatura, e, pelo melhor

do nosso conhecimento, sendo relatado pela primeira vez no género
Sparattosperma.

A classe dos flavonoides € reconhecidamente importante por
apresentar propriedades antiinflamatoria, antiviral, antibacteriana,

vasodilatadora, anticancer, entre outras.

Figura 22. Estrutura da substancia SLMAD-01 - 5,7,4’-triidroxiflavona
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Tabela 7. Dados espectrométricos de RMN H e 13C para a substancia SLMAD-

01
Dados da Amostra Literatura

C 3. S dc On

2 164,82 - 164,07 -

3 128,16 6,86 (s) 130,03 6,82 (s)
4 182,44 - 181,95 -

5 161,42 - 161,30 -

6 98,89 6,38 (sl) 97,96 6,32 (sl)
7 158,06 - 156,13 -

8 93,77 6,66 (sl) 92,67 6,71 (sl)
9 158,06 - 157,24 -

10 103,74 - 104,68 -

r 121,82 - 121,09 -

2 128,04 7,88 (sl 128,57 7,94 (sl)
K 115,67 115,99 6,92 (d)
4 161,42 - 161,22 -

5 115,67 6,96 (sl) 115,99 6,92 (d)
6’ 128,04 7,88 (sl) 128,52 7,94 (d)
OH ] ] ; 12,55 (s)

(Silva et al., 2009)
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A substancia SLMAD-02 (19,5 mg) apresentou-se como um sélido

amarelado solldvel em metanol.

O espectro de massas (inser¢do direta) da substancia SLMAD-02

apresentou ion molecular (abundancia de 100%) a 285 u.m.a. e compativel com

a formula molecular Ci6H120s (Figura 24). Os principais fragmentos propostos

para a substancia encontram-se na Figura 25.
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Figura 23. Espectro de massas (Insercao direta) lonizacdo eletrénica 70 ev da

substancia SLMAD-02
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Figura 24. Fragmentograma de massas da substancia SLMAD-02
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Figura 25. Principais fragmentos propostos para a substancia SLMAD-02

O espectro de RMN 'H de SLMAD-02 também apresentou sinal
caracteristico de H-3 de flavona a o+ 6,38 (1H, s) (Figuras 26 e 27).

O anel A foi caracterizado no espectro de RMN H pelos sinais a 6+
6,37 (1H, s) e on 6,77 (1H, s) referentes aos hidrogénios H-6 e H-8 em
acoplamento meta. O anel B foi caracterizado pelos sinais referentes a os
hidrogénios H-2’/H-6’ a on 7,96 (1H, d, J= 9 Hz) e H-3/H-5 a 6n 6,93 (1H, d,
J=8,8 Hz).

A presenca de um grupamento metoxila foi confirmada pelo sinal a n
3,56 (3H, s)

O espectro de correlacdo homonuclear COSY (Espectro 32)
confirmou as relacdes de acoplamento entre os hidrogénios H-6/H-8 (anel A) e
entre os hidrogénios H-2'/H-3’ e H-5/H-6’ (anel B).
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Figura 28. Espectro de RMN-'H 500 MHz da substancia SLMAD-02

(expanséo)

RMN 3C confirmou a presenca metoxila ligada a C-7 com &c 56,09 e
da carbonila em C-4 com oc 181,97 em ligagdo de hidrogénio com a hidroxila

ligada em C-5 (Figura 29).

No espectro de correlacdo heteronuclear (HSQC) (Espectro 33) foi

possivel ver a correlacdo entre os hidrogénios da metoxila &1 3,56 e o0 carbono a

dc 56,09.

As demais atribuicdes para a substancia SLMAD-02 estdo resumidas

na Tabela 8.
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Figura 34. Espectro de correlacdo heteronuclear *H x *C (RMN-HMBC) da
substancia SLMAD-02

56

64

72

80

88

96

104

112

120

128

136

144

152

160

168

176

184

F1 Chemical Shift (ppm)



54

SLL01.300.001.2rr.esp

90
95
100
— - - 105
110
115
3% -
120
3 E
125
3 - 130 §
=
135 £
[0
g
140 €
[
=
145 O
—
w
150
155
— -
160
— -
i - - 165
170
175
180
185
8.0 75 7.0 6.5

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 35. Espectro de correlacéo heteronuclear *H x *C (RMN-HMBC) da
substancia SLMAD-02 (expansao)

A substancia consiste no flavondide 5,4’-diidroxi-7-metoxiflavona
(Figura 36), que pelo melhor do nosso conhecimento esta sendo relatado pela

primeira vez para o género Sparattosperma.

HsCO

Figura 36. Estrutura da substancia SLMAD-02 - 5,4’-diidroxi-7-metoxiflavona
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Tabela 8. Dados espectrométricos de RMN H e 13C para a substancia SLMAD-

02
Dados da Amostra Literatura

C Sc Sn dc OH

2 164,13 - 164,07 -
3 128,60 6,83 (s) 130,03 6,82 (s)

4 181,97 - 181,95 -

5 161,42 - 161,30 -
6 98,00 6,37 (s) 97,96 6,32 (sl)

7 157,27 - 156,13 -
8 92,72 6,77 (S) 92,67 6,71 (sl)

9 157,27 - 157,24 -

10 104,70 - 104,68 -

1 121,02 - 121,09 -
2 128,60 7,96 (d, J=9 Hz) 128,57 7,94 (sl)
3 116,04 6,93 (d, J=8,8 Hz) 115,99 6,92 (d)

4 161,23 - 161,22 -
5’ 116,04 6,93 (d, J=8,8 Hz) 115,99 6,92 (d)
6’ 128,60 7,96 (d, J=9 Hz) 128,52 7,94 (d)
OCH: 56,09 3,56 (s) 56,03 3,84 (s)
OH - 12,96 (s) - 12,94 (s)

(Silva et al., 2009)
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6. Conclusodes

A avaliagdo preliminar dos aspectos fitoquimicos realizada com o
caule da espécie Sparattoesperma leucanthum indicou a presenca de triterpenos
e esteroides no extrato hexanico e diclorometanico, e fendlicos em geral e
flavondides no extrato metanalico.

No ensaio de toxicidade frente as larvas de Artemia salina, o extrato
em diclorometano apresentou uma DLsp = 289,4 pg/mL, indicando possuir
atividades biolégicas de interesse.

Na reacdo com o DPPH foi observada para o extrato metandlico uma
ECso = 19,04 pg/mL enquanto o padrao de rutina apresentou uma ECso = 9,55
pug/mL. Conclui-se, portanto, que o0 extrato apresenta um alto potencial
antioxidante, o que p6de ser confirmado com o isolamento de flavondides no
extrato.

Na avaliacdo do teor de flavondides totais, a concentracdo encontrada
para o extrato metandlico foi 5,3 ug/mL, o que constitui um resultado bastante
promissor para a espeécie.

O estudo fitoquimico do caule da espécie S.leucanthum permitiu o
isolamento e/ou identificacdo de 7 substancias, pertencentes as seguintes
classes: esteroides, acidos graxos e flavondides (flavonas). No extrato hexanico
as substancias isoladas foram sitosterol, campesterol, estigmasterol, &cido
hexadecanoico e acido octadecandico. Os flavonodides 5,7,4’-triidroxiflavona e
5,4’-diidroxi-7-metoxiflavona encontrados para o extrato metandlico sdo inéditos
no género.

Através dos isolamentos e identificacdo de substancias da espécie, o
trabalho contribui para a classificagdo quimiotaxonbmica da mesma.

Numa avaliagcdo geral dos resultados obtidos no trabalho, nota-se que
a continuidade do estudo fitoquimico da espécie é promissora. Baseando-se nos
resultados obtidos para os testes iniciais, a espécie tem um alto potencial
farmacologico que deve ser mais profundamente estudado visando sua possivel

aplicacéo na confecgdo de novos medicamentos.
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