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RESUMO

SALES, Queitilane Souza; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Marco de 2013; Estudo Quimico da Ampelozizyphus amazonicus
(Rhamnaceae); Prof® Orientador Rodrigo Rodrigues de Oliveira.

O género Ampelozizyphus, pertence a familia Rhamnaceae, é formado por duas
espécies, sendo a espécie Ampelozizyphus guaquirensis encontrada somente na
Venezuela e a outra Ampelozizyphus amazonicus, com uma maior abrangéncia
territorial, € encontrada na Amazonia brasileira, venezuelana, colombiana e peruana,
expandindo-se até o Equador. No Brasil essa espécie pode ser encontrada nos
estados do Amazonas, Para e Rondbnia. A composicdo quimica desse género é
caracterizada pela ocorréncia de triterpenos, fitoesteroides e saponinas. A espécie
Ampelozizyphus amazonicus exibe atividades farmacoldgicas, tais como,
antimalarica e antitumoral, além de ter atividade citotOxica contra a cepa Y do
Trypanosoma cruzi em ratos (Swiss albino), efeito diurético e antidiurético. Dessa
forma, a fim de contribuir com o estudo quimico do género Ampelozizyphus, a
espécie A. amazonicus foi coletado na Reserva Florestal Adolpho Ducke,
pertencente ao Instituto Nacional de Pesquisa da Amazoénia (INPA). Em seguida o
material botanico foi triturado e enviado para ser analisado na Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Esse material vegetal foi submetido a
extracdo em diclorometano e em metanol. Procedimentos cromatogréaficos e testes
de prospeccdo quimica realizados com o extrato diclorometanico permitiram a
identificacdo de um triterpeno e dois fitoesterdides. Todas as substancias isoladas
foram elucidadas por RMN unidimensional e bidimensional e por fragmentacéo pela

espectrometria de massas.

Palavras-chave: Rhamnaceae, Ampelozizyphus amazonicus, triterpendides,

fitoesteroides.
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ABSTRACT

SALES, Queitilane Souza; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Marco de 2013; Estudo Quimico da Ampelozizyphus amazonicus
(Rhamnaceae); Prof® Orientador Rodrigo Rodrigues de Oliveira.

The genus Ampelozizyphus, belongs to the family Rhamnaceae, it consists of two
species, being the specie Ampelozizyphus guaquirensis only found in Venezuela,
and Ampelozizyphus amazonicus, with greater territorial coverage, is distributed in
the Brazilian Amazon, Venezuelan, Colombian and Peruvian, expanding to Ecuador.
In Brazil this specie is found in the Amazonas states, Para and Rondonia. The
chemical composition of genus Ampelozizyphus has shown the occurrence of
triterpene, phytosteroids and saponins. The species Ampelozizyphus amazonicus
exhibit pharmacological activities, such as antimalarial, antitumor, besides having
cytotoxic activity against the Y strain of Trypanosoma cruzi in mice (Swiss albino),
diuretic and antidiuretic effect. In order to contribute with the chemical study of
Ampelozizyphus, the specie Ampelozizyphus amazonicus was collected in the
Adolpho Ducke Forest Reserve, part of the National Institute of Amazon Research
(INPA). Then the plant material was dried and sent to be analyzed at the State
University of North Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). The plant material was
subjected to extraction with dichloromethane and methanol. Chromatographic
procedures performed with dichloromethane extract afforded isolation of a triterpene
and two phytosteroids. All isolated compounds were elucidated by NMR one-

dimensional and two-dimensional and fragmentation by mass spectrometry.

Key-words: Rhamnaceae, Ampelozizyphus amazonicus, triterpenoids, phytosteroids.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos produtos naturais pela humanidade foi algo que surgiu ha
milénios atras, com o intuito de aliviar as dores e curar as doencas (VEIGA JUNIOR;
PINTO; MACIEL, 2005 e VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). O
emprego terapéutico das plantas foi observado em varias culturas ao redor do
mundo, como na egipcia, greco-romana e chinesa. Essas culturas descreveram em
suas colecdes inlUmeras espécies vegetais correlacionando o uso medicinal, através
do processo de observacao e experimentacao (LOPES et al., 2010).

Desde 2.300 a.C., os egipcios, assirios e hebreus cultivavam diversas ervas
medicinais, além de trazer tantas outras de suas expedicbes. Com o0 emprego
dessas plantas, essas culturas elaboravam medicamentos como: purgantes,
vermifugos e diuréticos, Além de emprega-las como especiarias para cozinha e
como liquidos ou gomas utilizadas no embalsamento de mumias (VIEGAS JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Outra cultura que merece destaque é a medicina chinesa, conhecida desde
2.500 anos a. C., que até hoje utiliza e estuda varios preparos medicinais com
plantas, a fim de alcancar o entendimento de sua farmacologia, além de identificar
0s seus principios ativos (LOPES et al., 2010).

As informacfes sobre o uso de plantas medicinais foi sendo transmitida de
geracdo em geracdo, primeiramente pela tradicdo oral, pois no inicio ndo havia a
escrita e, com o surgimento da escrita essas informacdes passaram a ser
compiladas e guardadas como um tesouro (LOPES et al., 2010).

O Brasil por possuir uma enorme biodiversidade apresenta também uma
grande tradicdo no uso de produtos naturais (PI1ZZIOLO et al.,, 2011). Pinto e
colaboradores (2002) declara que o uso de plantas medicinais no Brasil comecou
com os indigenas e quando os primeiros médicos portugueses chegaram a nossas
terras, diante da escassez dos remédios que usavam na Europa, se viram nha
necessidade de utilizar os remédios indigenas nos tratamentos, percebendo assim a
importancia e diversidade da flora brasileira.

O comércio de especiarias se destacou em nosso territério, somado a
extracdo do corante vermelho do pau-brasil (Cesalpina echinata) que foi utilizado por
séculos como: tinta de escrever e para tingir roupas no periodo da ldade Média.

Esse corante se chamava brazilina (Quadro 1) que era um derivado catecélico que
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se oxidava com facilidade a brazileina (Quadro 1) sendo um fenoldienbnico
identificado como corante (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
Exportado durante mais de dois séculos e foi um dos motivos para os portugueses
colonizarem o Brasil (PINTO et al. 2002).

Outro corante que teve destaque no Brasil e junto com a brazilina exportada
para Europa foi a morina (Quadro 1), que é extraida da Chlorophors tinctoria
(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

HO
HO o

(A) (B)
HO O
HO OH

©

Quadro 1. (A) Brazilina, (B) brazileina, (C) morina, primeiros corantes isolados no Brasil.

A partir do decreto assinado por D. Jodo VI em 1808, os estudos que
seguiram a cerca da flora e fauna brasileira propiciou o isolamento de outras
substancias importantes, a cinchonina e a quinina (Quadro 2) da casca de quina-

rosa (Cinchona), para histéria da quimica medicinal (PINTO et al. 2002).
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Quadro 2. (A) Cinchonina, (B) quinina, substancias isoladas da Cinchona.

O isolamento de substéncias e a determinacdo estrutural de tais compostos
organicos produzidos pelo metabolismo secundario de organismos vivos possuem
uma grande importancia para o desenvolvimento cientifico da Quimica dos Produtos
Naturais, contribuindo assim para as pesquisas cientificas e tecnoldgicas do Pais
(BRAZ FILHO, 2010).

Dentro desse contexto o Brasil se destaca no panorama internacional como a
principal fonte de matéria prima para o surgimento e o desenvolvimento de novos
farmacos, pois detém a maior parte da biodiversidade mundial (BRAZ FILHO, 2010).

Estima-se que apenas 5-15% das espécies da flora brasileira foram
estudadas e, com isso, ainda se tem inUmeras espécies vegetais que nao
apresentam pesquisas na area da botanica, da quimica e farmacologia e que
possam ser utilizadas como matéria-prima para desenvolver novos farmacos (BRAZ
FILHO, 2010).

Uma das familias presentes na flora brasileira é a familia Rhamnaceae apesar
de apresentar espécies de importancia econdmica e terapéutica possui poucos
estudos quanto a composicdo quimica e o potencial biolégico de suas espécies. A
espécie Ampelozizyphus amazonicus desta familia apresenta em sua composicao
quimica substancias triterpenoidicas em abundancia (BRANDAO, et al., 1992, 1993;
ROSAS et al., 2007). Esse fato estimulou o estudo quimico dessa espécie, a fim de
isolar substancias e alimentar um banco de substancias que serdo utilizadas em

testes bioldgicos e em sintese.
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1.1 FAMILIA RHAMNACEAE
1.1.1 Classificacao botanica

Atualmente, a familia Rhamnaceae pertence a ordem Rosales (SOUZA &
LORENZI, 2005; BREMER et al., 2009), ficando ao lado das familias Barbeyaceae,
Elaeagnaceae, Rosaceae, Ulmaceae, Moraceae, Cannabaceae, Dirachmaceae e
Urticaceae. Porém, por muitos anos foi posicionada na ordem Rhamnales de acordo
com alguns autores como Cronquist (1988), que analisou as caracteristicas comuns
florais da familia Rhamnaceae, Joly (1991), Barroso et al. (1991).

Essa familia foi descrita pela primeira vez em 1810, pelo naturalista Robert
Brown que publicou o primeiro livro, Prodromus florae Novae Hollandiae et Insulae
van-Diemen (KELLERMANN, 2004).

No Brasil essa familia foi estudada pela primeira vez por Reissek em 1861,
sob o nome de “Rhamneae”, ele disponibilizou uma monografia abrangendo as
tribos, géneros e espécies com ocorréncia no Brasil. (LIMA & GIULIETTI, 2008).

A familia Rhamnaceae € constituida de 52 géneros (Tabela 1) e 900
espécies. Richardson e colaboradores (2000) distribuiu os géneros em tribos por
analise molecular das arvores dessa familia, em conjunto com a analise filogenética
de dados morfolégicos da mesma, organizando os 52 géneros em onze tribos,
sendo esta a classificagcdo mais atual da familia (Tabela 2) (SOUZA & LORENZI,
2005).

Tabela 1. Géneros da familia Rhamnaceae (RICHARDSON et al., 2000).

Adolphia Colletia Hybosperma Pomaderris Smythea
Alphitonia Colubrina Karwinskia Reissekia Spyridium
Alvimiantha Condalia Kentrothamnus Retanilla Talguenea
Ampelozizyphus Crumenaria Krugiodendron Reynosia Trevoa
Auerodendron Cryptandra Lasiodiscus Rhamnella Trymalium
Bathiorhamnus Discaria Maesopsis Rhamnidium Ventilago
Berchemia Doerpfeldia Nesiota Rhamnus Ziziphus
Berchemiella Emmenosperma Noltea Sageretia
Blackallia Gouania Paliurus Schistocarpaea
Ceanothus Helinus Phylica Scutia

Chaydaia Hovenia Pleuranthodes Siegfriedia
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Tabela 2. Classificagdo em tribos dos géneros da familia Rhamnaceae (RICHARDSON, 2000).

Tribus Géneros

Ampelozizypheae J. F. Richardson Ampelozizyphus

Bathiorhamneae J. F. Richardson Bathiorhamnus

Colletieae Reiss. ex Endl Adolphia, Colletia, Discaria, Kentrothamnus,

Retanilla, Trevoa

Doerpfeldieae J. F. Richardson Doerpfeldia

Genera Ceanothus, Emmenosperma, Schistocarpaea,
Alphitonia, Colubrina, Lasiodiscus

Gouanieae Reiss. ex End| Alvimiantha, Crumenaria, Gouania, Helinus,
Pleuranthodes, Reissekia

Maesopsideae Weberb Maesopsis

Paliureae Reiss. ex Endl Paliurus, Ziziphus, Hovenia
Phyliceae Reiss. ex Endl Nesiota, Noltea, Phylica
Pomaderreae Reiss. ex Endl Blackallia, Cryptandra, Pomaderris,

Siegfriedia, Spyridium, Trymalium

Rhamneae Hook. f. Auredendron, Berchemia, Berchemiella,
Condalia, Karwinskia, Krugiodendron,
Reynosia, Rhamnella, Rhamnidium,

Rhamnus, Sageretia, Scutia

Ventilagineae Hook. f. Smythea Ventilago

1.1.2 Distribuicdo geografica

A familia possui distribuicdo cosmopolita sendo encontrada nas regides
temperadas, subtropicais e tropicais (Figura 1). No Brasil ocorrem 14 géneros e
cerca de 50 espécies (Tabela 3) (BARROSO et al., 1991, SOUZA & LORENZI,
2005).

_"_,\_,_\_,_,.._,o-'-'—‘—;a_,.o—'—"—"‘-'"—"-"‘ﬂ_u\_

Figura 1. Distribuicao geografica da familia Rhamnaceae (MISSOURI BOTANICAL GARDEM, 2012).
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Tabela 3. Distribuicdo da familia Rhamnaceae no Brasil (FORZZA, 2010).

Distribuicdo geogréfica

Géneros

Alvimiantha

Bahia, Pernambuco, Paraiba

Amazonas, Para, Rondobnia

Ampelozizyphus

Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana

Colletia

Piaui, Ceara, Pernambuco, Paraiba Bahia,

Colubrina

Acre, Rondbnia, Roraima, Para, Maranhéo,
Mato Grosso, Distrito Federal, Minas Gerais,
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Amazonas
Rio de Janeiro, Santa Catarina, Rio Grande

Condalia

do Sul

Crumenaria,

Mato Grosso, Goiés, Distritito Federal, Minas
Gerais, Sao Paulo, Piaui, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Alagoas,
Parana

Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana

Discaria

Em todo Brasil

Gouania

Sao Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do

Hovenia

Sul, Parana

Piaui, Paraiba, Bahia, Minas Gerais, Espirito

Reissekia

Santo, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parana

Acre, Maranhdo, Pernambuco, Bahia, Mato

Rhamnidium

Grosso, Goiés, Distrito Federal, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Espirito Santo, Sao
Paulo, Rio de Janeiro Santa Catarina,
Parand, Rio Grande do Sul, Ceara, Rio

Grande do Norte, Paraiba

Bahia, Goias, Distrito Federal, Minas Gerais,

Rhamnus

Sao Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Roraima

Espirito Santo, Sao Paulo, Rio de Janeiro,

Scutia

Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul

Para, Amazonas, Acre, Maranhao, Piaui

Zizyphus

Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Bahia, Alagoas, Sergipe,
Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso
do Sul, Roraima, Mato Grosso
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1.1.3 Importancia econémica

A Importancia econdémica da familia Rhamnaceae concentra-se em algumas
espécies como: Condalia hookeri, C. microphylla, C. buxifolia (Figura 2), Rhammus
caroliniana, Zizyphus jujuba, Z. joazeiro (Figura 2), que produzem frutos ou
sementes comestiveis. Outro fato econdmico de grande relevancia é a fabricacdo de
corantes pelas espécies Rhammus tinctoria, R. dahurica (SOUZA & LORENZI,
2005).

Além do emprego alimenticio e industrial, varias espécies sdo comumente
usadas na lavagem de tecidos Discaria chacaye, D. trinervis, Reissekia smilacina e
Zizyphus joazeiro, preparagcdao de bebidas fermentadas Rhammus inebrians,
Condalia buxifolia, forragem para gado Discaria chacaye, D. trinervis e Condalia
buxifoli, alimentacdo de animais Zizyphus joazeiro, ornamentacdo, na marcenaria
Colubrina glandulosa (SOUZA & LORENZI, 2005).

1.1.4 Importancia bioldgica e farmacolégica

As espécies Discaria amaricana, Gouania ulmifolia, Scutia buxifolia, Reissekia
smilacina dessa familia tém importancia farmacéutico-medicinal sendo usadas no
tratamento de doencas infecciosas e em distlrbios gastrointestinais. Além desse
emprego medicinal ha relatos das espécies Rhammus inebrians, Discaria americana,
Scutia buxifolia com uso diurético, hipotensiva (OLIVEIRA et al., 2011).

Figura 2. Fotos da espécie Zizyphus joazeiro e da espécie Condalia buxifolia da familia Rhamnaceae
(SOUZA & LORENZI, 2005).
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1.1.5 Género Ampelozizyphus
O género Ampelozizyphus esta classificado taxonomicamente na familia
Rhamnaceae sendo posicionado de acordo com a tabela abaixo (Tabela 4).

Tabela 4. Classificagdo do género Ampelozizyphus.

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Rosales
Familia Rhamnaceae
Género Ampelozizyphus

Ampelozizyphus € um género que originalmente foi descrito pelo naturalista
Adolfo Ducke em 1935, que o incluiu o género na tribo Zizypheae (FREIRA &
AZEVEDO, 2010). Posteriormente, Suessenguth em 1953, considerando a
morfologia do fruto desse género, o transferiu para a tribo Rhamneae (LIMA, 2006).

Richardson e colaboradores (2000), estudando a filogenia da familia
Rhamnaceae, com base em sequenciamento molecular, propuseram a inclusdo de
uma nova tribo para esta familia, a tribo Ampelozizypheae, posicionando melhor o
género.

Este género é constituido de duas espécies Ampelozizyphus guaquirensis e

Ampelozizyphus amazonicus.

1.1.5.1 A espécie Ampelozizyphus guaquirensis

Ampelozizyphus guaquirensis é uma espécie endémica da Venezuela. E
encontrada na parte central da Cordilheira da Costa (Yaracuy, Carabobo, e estado
de Miranda), de frente para o vale do Rio Yaracy (Figura 5), em altitudes entre 300-
600 metros. Essa espécie cresce nas encostas mais baixas da montanha e ao longo
dos rios. Esta espécie provavelmente tem uma distribuicdo mais ampla em florestas
Umidas, parte central da Cordilheira da Costa, é uma area mal explorada
botanicamente (Figura 3) (MEIER & BERRY, 2008).
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Figura 3. Distribuicdo da Ampelozizyphus guaquirensis no Norte da Venezuela (MEIER & BERRY,
2008).

A. guaquirensis € uma arvore de porte pequeno 5-10 metro de altura, ramos
jovens com pelos acastanhados. Floresce em julho e agosto, durante a época das
chuvas. Os frutos de natureza capsular, sdo colhidos durante a estacdo seca de

novembro a abril (Figura 4) (MEIER & BERRY, 2008).

Figura 4. Partes da Ampelozizyphus guaquirensis (MEIER & BERRY, 2008).
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1.1.5.2 A espécie Ampelozizyphus amazonicus

Lima (2006) declara que a espécie Ampelozizyphus amazonicus é endémica
da América do Sul, com distribuicdio na Amazbnia brasileira, venezuelana,
colombiana e peruana, expandindo-se até o Equador. No Brasil € encontrada nos
estados do Amazonas, Par4 e Rondbnia, sendo encontrada em florestas de terra

firme (Figura 5).

Figura 5. Distribuicao da espécie Ampelozizyphus amazonicus no Brasil (LIMA, 2012).

Esta espécie se diferencia da Ampelozizyphus guaquirensis por suas
caracteristicas botanicas. Suas sementes sdo ovaladas, castanhas, brilhantes, 1,2-
1,3 x 1 cm (Figura 6). Frutifica de novembro a fevereiro (LIMA, 2006).
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Figura 6. Partes da Ampelozizyphus amazonicus (LIMA, 2006).

Esta espécie € popularmente conhecida como cervejeira, cervejinha-de-indio,
cerveja-do-mato, cervejinha, saracura-mira, saracura, curupira-mira, cerveja de indio
esse nome foi dado por ser uma bebida espumante que é feita pelos indios batendo-
se na agua (KRETTLI et al., 2001; LIMA, 2006; OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos etnofarmacolégico mostram que a espécie Ampelozizyphus
amazonicus € utilizada por comunidades quilombolas, no Brasil, para fins medicinais
como: antimaléarico, anemia, depurativo do sangue, diabetes, tbnico para 0s nervos,
combate a fadiga, memodria, afrodisiaco, falta de apetite, doencas do figado, dores
estomacais, purgativo, inflamacéo de proéstata, rins, indisposicao, intoxicagéo, picada
de cobra, contra aftas, erupcfes cutaneas, virus da herpes simples, reumatismo,
prisdo de ventre (BRANDAO et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES;
ALMEIDA; PIRES, 2010).

E atribuida a espécie Ampelozizyphus amazonicus amplo UsO

etnofarmacoldgico para tratamentos de doencas (Tabela 5).
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Tabela 5. Uso etnofarmacoldgico da Ampelozizyphus amazonicus.

Parte da planta

Formade uso

Conhecimento
etnofarmacolégico

Referéncia

Casca Decoccéo, infuséo, Enxaqueca, mazela do BRANDAO et al., 1992;
cha corpo, deputa o sangue, OLIVEIRA et al., 2011;
fortifica, malaria, processo SCUDELLER; VEIGA,
inflamatorio, afrodisiaco | ARAUJO-JORGE, 2009;
(em infuséo com alcoal), RODRIGUES, 2006.
picada de cobra, malaria
(porém efeito mais fraco
se utilizando a raiz).
Folha Po, extrato, cha, Cicatrizante (aplicando a | BRANDAO et al., 1992;
sumo espuma no local), extrato LOPEZ; HUDSON;
em metanol apresenta TOWERS, 2001;
atividade o virus da OLIVEIRA et al., 2011,
herpes simples, malaria SCUDELLER; VEIGA;
(porém efeito mais fraco | ARAUJO-JORGE, 2009.
se utilizando a raiz),
baque
Raizes Infuséo, seiva, Depurativa, processo RODRIGUES, 2006;

inflamatério, reumatismo,

extrato RODIRGUES; ALMEIDA,
malaria PIRES; 2010
Lenho (sem a Chéa Malaria (porém efeito OLIVEIRA et al., 2011
casca) mais fraco se utilizando a
raiz)
Cipé Chéa Malaria (porém efeito OLIVEIRA et al., 2011
mais fraco se utilizando a
raiz)
Ramo Cha Maléria KRETTLI et al., 2001

Além disso, a espécie Ampelozizyphus amazonicus tem demonstrado

promissora no estudo de atividades biolégicas e farmacolégicas (Tabela 6).
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Tabela 6. Atividades bioldgicas de extratos ou substéncias isoladas da espécie Ampelozizyphus
amazonicus.

Extratos

Substancias

isoladas

Atividade

Referéncias

Extrato em Acetato de

etila das folhas

Acido 3B-hidroxilup-
20(29)-ene-27,28-

didico

Acido 2a,3B-
dihidroxilup-20(29)-
ene-27,28-didico

Citotoxica contra células
tumorais humanas de
adenocarcinoma (SKBR-
3) e melanona.utilizacéo
contra agentes
quimioprofilaticos do

Trypanosoma cruzi

Extrato etandlico,

metandlico das folhas

Aquoso do caule

Atividade citotoxica
contraa cepa Y do
Trypanosoma cruzi em

ratos (Swiss albino)

ROSAS et al., 2007

Extrato etandlico bruto

das raizes

Efeito diurético nos ratos

(Wistar)

Extrato etandlico bruto

das raizes

Mistura de
saponinas
proveniente do

extrato

Efeito antidiurético nos

ratos (Wistar)

DINIZ et al.,2009

Extrato etandlico das

raizes

Dificulta o
desenvolvimento do
esporozoito do mosquito
Plasmodium berghei

ANDRADE-NETO et al.,
2008

Extrato etandlico bruto

das raizes

Ativo contra os
esporozoito do mosquito
Plasmodium gallinaceum

KRETTLI et al., 2001

Com relacdo ao perfil quimico da espécie A. amazonicus tem como

caracteristica a producédo de triterpeno, saponinas triterpenoidicas e fitoesterdides
(Tabela 7 e Quadro 3 e 4).



Tabela 7. Substancias isoladas da espécie.
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Parte da planta

Extratos ou fracdes

Substancias

Referéncias

Raiz Extrato em etanol 3-O-[B-D-glicopiranosil (1- BRANDAO et al.,
>2)a-L-arabinopiranosil]-20- 1992
O-a-L-ramnopiranosil-
jujubogenina (1)
Extrato em Acido betulinico (2)
cloroférmio e acetato
de etila
Extrato em Betulina (3)
cloroférmio
Fracéo em n-butanol
Extrato cloroférmio Lupeol (4)

Extrato em Acido Melaléucico (5)

cloroférmio

Extrato em Acido 3B,27a-diidroxilup-

cloroférmio 20(29)-em-28p3-06ico (6)
Raiz Extrato em etanol Ampelozigenina-15a-0- BRANDAO et al.,

acetil-3-O-0-L- 1993
ramnopiranosil-(1->2)-p-D-
glicopiranosideo (7)

Raiz Fracdo em n-butanol Acido ursdlico (8) ROSAS et al., 2007

Extrato em acetato de

etila

Acido 3p-hidroxilup-20(29)-
en-27,28-didico (9)

Extrato em acetato de
etila

Acido 2a,3B-diidroxilup-
20(29)-en-27,28-didico (10)

Frac@o em n-butanol

Lupenona (11)

Extrato em Estigmasterol (12)
cloroférmio

Extrato em Sitosterol (13)
cloroférmio

Extrato em Campesterol (14)

cloroférmio
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Quadro 3. Estrutura dos triterpenos isolados da espécie Ampelozizyphus amazonicus.
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Quadro 3. Estrutura dos triterpenos isolados da espécie Ampelozizyphus amazonicus. (Continuacao)
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(13)
(12)

HO
(14)

Quadro 4. Estrutura do esterdéides isolados da espécie Ampelozizyphus amazonicus.

Considerando a abundéancia da classe de terpenos e esterdides na espécie
em estudo é necessario destacar a rica diversidade estrutural e as inumeras
atividades bioldgicas e farmacolégicas presentes nestas classes.

Os terpendides formam uma variedade de substancias naturais, que sao
gerados de unidades do isopreno ou pirofosfato isopentenila (PIP). Esta unidade
isoprénica que pode ser originada do acido mevaldnico que é formado pela via do
acetato/mevalonato (Esquema 1) (SIMOES et al., 1999; DEWICK, 2008).

O melavonato é obtido pela condensacdo alddlica de uma unidade de
acetoacetil-CoA com uma molécula de acetil-CoA. Apdés essa condensacédo, ocorre
uma hidrolise originando a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA que, posteriormente, é
reduzida a mevalonato. O melavalonato € entdo convertido em PIP ou isopreno, que
é a unidade bésica dos terpenos e esteréides (SIMOES et al., 1999) (Esquema 1).

A polimerizacdo do mevalonato vai originar moléculas de cadeias carbonadas
crescentes de cinco em cinco atomos de carbono. A juncdo de duas moléculas de
IPPs forma o pirofosfato geranila (PPG), a partir do qual formam-se o0s

monoterpenos. Ao adicionar mais uma molécula de PIP vai gerar o pirofosfato
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farnesila (PPF), precursor dos sesquiterpenos (Cis). A adigdo de um PIP a um PPF
vai originar o pirofostafo de geranilgeranila (PPGG), que € o precursor dos
diterpenos (Cz0). A juncdo entre duas moléculas de PPFs (Cis) da originem ao
esqualeno, o precursor da maioria dos triterpenos e esteréides (SIMOES et al., 1999
e DEWICK, 2008).

Os triterpenos sé&o formados pela ciclizagdo do esqualeno, enquanto que 0s
esterdides sao formados a partir do pirofosfato de isopentenila. O triterpendide
esqualeno é um intermediario na biossintese dos esterdides (Esquema 1). (SIMOES
et al., 1999).

ACIDO MEVALONICO

)\/\OP P )\/\OP P Hemiterpenos (Cs)

Dimetilalil PP

(DMAPP) (Cs) C1o
Cio » Monoterpenos (Cio)
Cis »  Sesquiterpenos (Cis)
x2 l
Caxo » Diterpenos (Czo)
X2 Cos » Sesterpenos (Czs)
v
Cao » Triterpenos (Cao)
Esteroides (C1s-Cao)
4
Cao » Tetraterpenos (Cao)

Carotenoides

Esquema 1. Biossintese dos terpenos (DEWICK, 2008).

Essa classe de substancias possui importancia comercial tanto na area
farmacéutica quanto na area de alimentos e agronomia. Por apresentarem atividade
biol6gica tem despertado o interesse de pesquisadores de varias areas da ciéncia

gue veem nestas substancias moléculas Uteis ao homem, com exemplo a atividade
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antimicrobiana e atividade anticancerigena (SIMOES et al., 1999; BARREIRO &
BOLZANI, 2009).

Os monoterpenos sao 0s principais responsaveis pelas fragrancias e aromas
dos vegetais. Essas substancias também tém sido relatadas em estudos cientificos
como potenciais antimutagénicos na protecéo aos raios UV-indutores de mutacgéao, e
na proliferacdo e modulacdo de células dsseas. Entre os monoterpendides que
merecem destaque por suas atividades biolégicas, estd o composto linalol (Quadro
5) apresenta atividade anticépticas, com atuacdo no sistema glutamatérgico
(PASSOS et al., 2009).

Os sesquiterpenos apresentam caracteristicas analgésicas e atividades
depressoras do sistema nervoso central, como € o caso do &cido valerénico e da
artemisinina. Dentre os diterpenos que se destacam esta a colforsina (Quadro 5),
isolada da planta indiana Coleus forskohlii, com acentuada atividade inotropica e
vasodilatadora (BARRIERO & BOLZANI, 2009).

Os triterpenodides podem ser divididos em duas classes principais: 0s
compostos tetraciclicos e os pentaciclicos. A maioria dos triterpendides é constituida
por alcoois que pode combinar-se com agucares para formar glicosideos, como é o
caso das saponinas. Os triterpendides livres muitas vezes sdo componentes das
resinas, latex ou da cuticula das plantas (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Ecologicamente os triterpendides sao importantes, pode-se destacar as
cucurbitacinas que séo triterpenos altamente oxigenados e tem despertado interesse
pela sua toxicidade e seu amplo aspecto de atividades biolégicas como, antitumoral,
anti-inflamatoria, antifertilizante (VALENTE, 2004).

Outro triterpendide importante sdo os quassindides que também possuem alto
padrdo de oxigenacdo. Apresenta atividade antitumoral, antimalarica, fitotdxica,
inseticida, antiparasitaria, anti-HIV (ALMEIDA, 2007).

A importancia dos triterpendides esta em suas atividades anti-inflamatoria,
bactericida, fungicida, antiviral, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais.
Destacam-se entre os triterpenos o acido betulinico (Quadro 5) com atividade anti-
neoplasica, antiviral, inflamatoéria, anti-HIV (CASSELS, 2011).
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CHs
: OH
CH,
HsC CH,
COOH
HO g
©)

Quadro 5. (1) Linalol, (2) Colforsina e (3) Acido betulinico.

Os fitoesterdides constituem uma classe de compostos naturais com ampla
distribuicdo na natureza. Os primeiros fitoesterdides isolados da natureza foram os
alcoois, encontrados nas fracdes lipidicas de muitos tecidos (ROBBERS; SPEEDIE;
TYLER, 1997).

Esses compostos apresentam ampla atividade biolégica como
desenvolvimento e controle do sistema reprodutor humano, ecdise de insetos,
inducdo da producdo sexual em fungos aquaticos. Possuem também aplicacdes
terapéuticas, funcionam como cardiotbnicos, precursores da vitamina D,
anticoncepcionais orais, agentes anti-inflamatérios e agentes anabolizantes
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o estudo da flora amazonica brasileira.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Especificamente, este trabalho objetivou a: 1) Preparacdo dos extratos
vegetais; 2) Aplicacao de testes qualitativos para verificar a presenca de metabdlitos
especiais nos extratos obtidos; 3) Aprendizado do uso de técnicas cromatogréficas
para isolamento e purificagdo de substancias organicas; 4) Identificacdo das

estruturas quimicas por diferentes métodos espectroscopicos.
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3.1 MATERIAIS, VIDRARIAS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS DO ENSAIO
FITOQUIMICO
3.1.1 Regentes e solventes

Acetato de etila P.A. (LabSynth);

Hexano P.A. (LabSynth);

Butanol P.A. (LabSynth);

Metanol P.A. (LabSynth);

Cloroférmio P.A. (LabSynth);

Diclorometano P.A. (LabSynth);

Acido sulfarico P.A. (LabSynth);

Alcool etilico (LabSynth);

Agua destilada;

Metanol deuterado, Cambridge Isotope Laboratories, INC;
Cloroférmio deuterado, Cambridge Isotope Laboratories, INC;
DMSO deuterado, Cambridge Isotope Laboratories, INC;

Vanilina (Vetec);

Silica gel 60 (0,063-0,200 mm), Merck Darmstadt (Para a cromatografia em

coluna).

3.1.2 Solucao utilizada como Revelador para Cromatografia de Camada
Delgada (CCD)

Solucédo de Vanilina Sulfurada: Foram solubilizados 3 g de vanilina em uma

solucéo contendo 135 mL de H,0O destilada e 135 mL de alcool etilico e 30 mL

de H,SO4 (conc.). Esta solucao foi estocada em frasco ambar.

3.1.3 Equipamentos

Espectrdmetro de Massas, Modelo CG/EM-QP-5050, SHIMADZU;

Condicdes de analise:
- Temperatura do injetor: 280 °C;

- Temperatura da interface: 280 °C;
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- Fluxo da coluna: 1,3 mL/min.;

- Fluxo total: 17,3 mL/min.;

- Temperatura inicial da coluna: 100 °C — 20 °C/min.;
- Temperatura final da coluna: 280 °C;

- Coluna DB-5, 30 metros;

- Presséao: 110 kPa.

Espectrémetro de Ressonancia Magnética, Modelo Elipse (400 MHz para *H e
100 MHz para **C), Jeol:

Espectrometro de Ressonancia Magnética, Modelo Varian (400 MHz para *H
e 100 MHz para **C);

Evaporador Rotativo Modelo MA 120/V, Marconi;

Camara com Lampada Ultravioleta (254 nm e 365 nm), Adamo;

Balanga Analitica Modelo AY 220, Shimadzu;

Balanga Semi-analitica AY 220, Bioprecisa;

Ultrassom Kondortech;

Estufa de secagem modelo MA 033/3, Marconi;

Placa de aquecimento Modelo 752 A, Fisatom;

Pipetador Automatico 100-1000uL, Maxipette Micropipette;

Pipetador Automatico 10-100uL, Maxipette Micropipette;

Liofizilizador Modelo 113, Thermo Savant. (acoplado a bomba VLP 200);

Manta de aquecimento Fisatom.

3.1.4 Vidrarias e materiais

Colunas cromatograficas de vidro (comprimentos e diametros variados);
Extrator de Soxhlet;

Erlenmeyer;

Bécher;

Funil de separacéo;

Funil com haste longa;

Pipetas volumétricas e graduadas;

Ponteiras;

Balao de fundo redondo;
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e Pera de succao;

e Papel de filtro;

e Cromatofolhas de Aluminio 20x20 cm com gel de silica 60 F254 Merck;
e Tubo de RMN, Wilmad/Labglass.

3.2 COLETA E PREPARO DO MATERIAL BOTANICO

As folhas da planta Ampelozizyphus amazonicus foram coletadas na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, pelo Prof. Dr. Anderson Cavalcante Guimardes da
Universidade Federal do Amazonas. Essa reserva pertence ao Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazobnia (INPA), localizado na cidade de Manaus, no estado do
Amazonas.

Em seguida o material botanico foi triturado e enviado para ser analisado no
laboratério de Produtos Naturais da Universidade Estadual do Norte Fluminense

Darcy Ribeiro.
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3.2.1 Fluxograma geral dos procedimentos cromatograficos realizados com os

extratos

Material botanico )
Ampelozizyphus
amazonicus
(folhas)

455g

Extracéo continua |
em aquecimento
pelo extrator
Soxhlet com
diclorometano

Ma‘Eer_iaI Extrato em
botanico Diclorometano
restante (AAD)
—
g ~
Extrac&o por , ) )
maceracio )
Fracionamento ngtoen?r? arla
| em coluna . esterdides e
I triterpendides |
Teste para '
saponina, AAD
esteroides e AAD 3-1
. e 4-2-2-1
triterpendides
L

Esquema 2. Fluxograma geral do trabalho realizado.

3.2.2 Obtencdo do extrato em diclorometano por extracdo continua em

aquecimento pelo extrator de Soxhlet

As folhas trituradas e com massa definida (455 g) foram submetidas a

extracdo por Soxhlet com diclorometano, o extrato obtido foi filtrado e o solvente

evaporado sob pressédo reduzida em evaporador rotativo até que todo solvente fosse

eliminado para assim ser obtido o extrato concentrado em diclorometano (Esquema
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2).

3.2.3 Obtencao do extrato por maceracao estética a frio

ApGs a extracdo em Soxhlet o material botanico restante daquela extracao foi
levado & maceracao estatica a frio com metanol. Em seguida, foi filtrado e o solvente
evaporado sob pressdo reduzida em evaporador rotativo, até que todo solvente
fosse eliminado, para assim ser obtido o extrato concentrado em metanol (Esquema
2).

3.3 ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS
3.3.1 Testes realizados com os extratos

Apoés realizar a extracdo, cada extrato foi submetido a testes para verificar a
presenca de triterpendides, esteroides e saponinas conforme o método desenvolvido
por Lieberman-Burcahrd (MATOS, 1997).

3.3.1.1 Teste para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burcahrd)
Aproximadamente 3,5 mg dos extratos brutos em metanol (AAM) e
diclorometano (AAD), foram colocadas em tubos de ensaio separados e foram
solubilizados em 1 mL de cloroformio, tendo o cuidado de triturar bem o residuo com
o solvente, em seguida filtrou-se a solucéo cloroférmica gota a gota em um pequeno
funil fechado com uma bolinha de algoddo, coberta com alguns decigramas de
Na SO, anidro, para um outro tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 2 mL de
anidrido acético a cada extrato filtrado, agitou-se cada tubo suavemente e pelas
paredes destes, adicionou-se 3 gotas de acido sulfdrico concentrado. Tornou-se
agitar suavemente e observando, se haveria desenvolvimento de cores.
- Coloracéo azul seguida de verde, indicou a presenca de esterodides/triterpendides

respectivamente.

3.3.1.2 Teste para saponinas

Pegou-se o residuo insoluvel de todos os extratos trabalhados anteriormente,
colocou-se em tubos de ensaio separados e adicionou-se 5 mL de agua destilada e
filtrou-se a solucdo para um outro tubo de ensaio. Agitou-se os tubos com as

solucdes, fortemente, por dois a trés minutos e observou-se a formacéo de espuma.
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- Espuma persistente e abundante (colarinho) indicou a presenca de saponina

(heterdsides saponinicos).



3.3.2 Analise cromatogréafica do extrato em diclorometano (AAD)

{

CC do extrato bruto em
Diclorometano (AAD) 5 g

100% Hexano a 90%
Hexano/Acetato de Etila

~ N

[ AADA4# {AADS

~

{ AAD3#

100% Hexano a 70%

~

AADG {AAD? {AADS {AADQ

N

Hexano/Diclorometano 100% Hexano a 20%

I I Hexano/Acetato de Etila

AAD |[ AaD 31 || AaD [ aap || AaD || AaD | AAD
3-0 16,5 mg
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{ AAD

32 || 33
AAD | [ aaD [ AAD |
4-0 4- | & 2# 4-3 4-6

4-7

| AAD |

100% Diclorometano a 5%
Diclorometano/ Metanol

100% Diclorometano a 2% ’ AAD || AAD {AAD ’ AAD {AAD
Diclorometano/Metanol 4-2-5

AAD AAD || AAD || AAD
4-2-2-2 || 4-2-2-3 || 4-2-2-4 || 4-2-2-5

Esquema 3. Andlise cromatogréfica do extrato em diclorometano.
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O extrato em diclorometano (5g) foi submetido & analise por cromatografia em
camada fina a fim de avaliar o melhor sistema de eluicdo cromatografica para a
separacdo das substancias presentes no extrato. Em seguida, apos essa avaliacao
anterior, esse extrato foi submetido a cromatografia de adsor¢cdo em coluna aberta
(CC) (Esquema 3).

Na CC a fase estacionaria foi constituida de silica gel 60 (0,063-0,200mm)
enquanto a fase mével foi formada por uma mistura binaria, de polaridade crescente
contendo: hexano e acetato de etila. As concentragbes foram variando
gradativamente de 100% de hexano até 100% de acetato de etila.

As fragOes obtidas foram analisadas qualitativamente por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e agrupadas pela semelhanca e valor do Fator de
Retencéo (RF). As placas de CCDA foram visualizadas pela irradiagéo ultravioleta (A
254 nm e A 365 nm) e reveladas com uma solugao de vanilina sulfdrica em presenca
de aquecimento.

A separacéo do extrato em diclorometano resultou em 115 frag6es que foram
reunidas em 10 fragdes.

A partir da analise qualitativa em CCDA, a fracdo 11 a 18, recodificada como
AAD 3, contendo 105 mg, foi submetida a uma purificagcdo em CC utilizando silica
gel como fase estacionaria e como fase movel mistura binaria de polaridade
crescente contendo hexano e diclorometano. As concentracdes foram variando
gradativamente de 100% a 30% de hexano. Esta purificacdo resultou em 188
fracbes que foram agrupadas em 7 fracBes das quais a fracdo AAD 3-1, com 16,5
mg foi submetida a analise espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear de
'H e 13C e por espectrometria de Massas.

A partir da analise qualitativa em CCDA, a fracdo 19-30, recodificada como
AAD 4 foi submetida a purificacdes. A primeira purificacdo foi feita em uma CC
utilizando como eluente uma mistura binaria de polaridade crescente contendo
hexano e acetato de etila. A partir da analise qualitativa em CCDA a fracao 35 a 65,
recodificada como AAD 4-2, foi encaminhada a uma nova purificacdo na qual utilizou
como eluente a mistura binaria contendo diclorometano e metanol com a
concentragcdo variando de 100% a 95% diclorometano. As fracdes obtidas desse
fracionamento foram analisadas e agrupadas, sendo a fracdo 3 a 33, AAD 4-2-2,
submetida a uma nova purificacdo (Esquema 3).

Dessa purificagdo obteve-se a fracdo AAD 4-2-2-1, com 10 mg, que foi
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submetida a anélise espectroscépicas de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e
13C e por espectrometria de Massas.



52

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

A partir do material vegetal seco e moido (455 g) foram obtidos 14 g
(rendimento de 3,07%) do extrato em diclorometano através da aparelhagem de
Soxhlet. O mesmo material botanico foi levado a maceragéo estatica a frio com o
solvente metanol obtendo o extrato metandlico 21,6 g (rendimento de 4,74%).

O método de extracdo continua realizada com aquecimento pelo extrator
Soxhlet permite a obtencdo do extrato de forma rapida gerando uma economia de
solvente. Foi escolhido o solvente diclorometano devido ao seu baixo ponto de
ebulicdo e devido a sua afinidade com compostos de polaridade intermediaria com
triterpendides e esteroides.

Enquanto a extracdo por maceracao estatica a frio apesar de acontecer de
forma mais demorada e gerar um gasto de solvente maior, esta técnica permite a
separacao de compostos de polaridade maior como, as saponinas triterpénicas.

Dessa forma, esses dois métodos de extracédo possibilitaram a separacao dos
triterpeno e esteroides (agliconas) das saponinas triterpenoidicas encontradas nas

folhas de Ampelozizyphus amazonicus.

4.2 TESTES REALIZADOS COM OS EXTRATOS
4.2.1 Teste para esterdides e triterpendides

Para a identificacdo de triterpenos e esterbides foi empregada a reacédo de
Liebermann-Burchard com anidrido acético e acido sulfarico (MATOS, 1997). Onde
pretendia-se investigar se na espécie estudada havia a presenca de triterpenos e
esteroides conforme a literatura sinalizava.

A fitoprospeccédo da espécie Ampelozizyphus amazonicus indicou no extrato
diclorometanico (AAD), a presenca de esterdides e/ou triterpendides (Tabela 8 e

Figura 7).

Tabela 8. Resultado do teste de esterdides e triterpendides.

Identificacéo dos Extratos analisados Resultado
tubos de ensaio

Tubo | Extrato em diclorometano Positivo

Tubo Il Extrato em metanol Negativo
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Tubo | Tubo | Tubo Il Tubo Il
sem com sem sem
H,SO, H,SO, H.SO4 H,SO,

Figura 7. Resultado observado do teste para identificacédo de esterdides e triterpendides.

Como é possivel observar na figura 7, ocorreu a sucessao de cores do azul
seguida de verde como a metodologia afirma, logo, a reagdo foi positiva para o
extrato em diclorometano e negativa para o extrato em metanol.

De acordo com a estrutura base dos triterpendides e esterdides (Quadro 6) &
possivel afirmar que eles possuem caracteristicas estruturais que os conferem baixa
polaridade, por isso justifica-se a presenca na fracdo mais apolar, diclorometanica,

da espécie em estudo.

Quadro 6. Estrutura base dos triterpendides (esqualeno) e dos esterdides.

O resultado da andlise qualitativa corrobora com os trabalhos de Rosas e
colaboradores (2007) e Branddo e colaboradores (1992 e 1993), confirmando a

presenca de esterdides e/ou triterpendides na espécie Ampelozizyphus amazonicus.
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4.2.2 Teste para saponinas

A fitoprospeccdo da espécie Ampelozizyphus amazonicus indicou no extrato
metandlico (AAM) (Tubo I), a presenca de saponinas com a formacdo de espuma
persistente e abundante. J4 para o extrato em diclorometano (Tubo IlI) ndo foi
observada a formagé&o de espuma (Figura 8).

Tubo | Tubo Il

Figura 8. Resultado observado do teste para identificacdo de saponinas.

A propriedade das saponinas de formarem espuma ocorre devido a uma
diminuicdo da tensdo superficial da agua, através da presenca de unidades
hidrofilicas e hidrofébicas na molécula que forma a estrutura dos sapondsidos
(SANTOS, F. et al., 2011).

Segundo Costa (2002), as saponinas sao heterosidos formados por
constituintes agliconicos de natureza esterdide ou triterpénica, que sdo conhecidos
por sapogeninas. Essas sao ligadas a longas cadeias glicidicas.

Essas substancias tém uma elevada massa molecular e geralmente sao
obtidas em misturas complexas devido a presenca concomitante de estruturas com
um numero variado de acucares ou também pela presenca de diversas agliconas
(SIMOES et al., 1999).

O resultado da andlise qualitativa corrobora com os trabalhos de Brandédo e
colaboradores (1992 e 1993), confirmando a presenca de saponinas na espécie

Ampelozizyphus amazonicus.



55

4.3 CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DA AMPELOZIZYPHUS
AMAZONICUS

Triterpeno pentaciclico isolado da Ampelozizyphus amazonicus.

i

HO

AAD 3-1

Fitoesterdides isolados da Ampelozizyphus amazonicus.

HO

AADA4-2-2-1 AADA4-2-2-1-1

4.3.1 Atividade biologica das substancias isoladas

As substancias isoladas apresentam importantes atividades biologicas, o
lupeol segundo a literatura possui atividade anti-inflamatoria, antitumoral, anti-
artritica, antimalarica, antineoplasica (ZHANG, 2012). Enquanto substancia
estigmasterol tem apresentado atividade anti-oxidante, antidiabética, efeito
hipoglicémico, atividade inseticida, antitumoral (KAUR, et al., 2011). E por ultimo o B-
sitosterol apresenta atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana, antibacteriana e
antifngica (OVESNA; VACHALKOVA; HORVATHOVA, 2004)
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4.3.2 Identificacdo dos triterpenos pentaciclicos

Os triterpenos ndao sao formados, apenas, por uma extensdo da cadeia
através da simples adicdo de unidades de PIP. Além disso, a formacdo dos
triterpenos passa pela formacédo de um intermediario, o esqualeno. Esse, entdo, é
formado por duas moléculas de PPF, unidas através de uma condensacdo cauda-
cauda. Com isso, 0 esqualeno sofre ciclizagbes originando o0s triterpenos
pentaciclicos (Dewick, 2008).

Segundo Brandéo e colaboradores (1992 e 1993) e Rosas e colaboradores
(2007) na espécie analisada ja foram encontrados as seguintes substancias
triterpénicos 3-O-[B-D-glicopiranosil (1->2)a-L-arabinopiranosil]-20-O-a-L-
ramnopiranosil-jujubogenina (Quadro 3, capitulo 1, p. 36), acido betulinico (Quadro
3, capitulo 1, p. 36), betulina (Quadro 3, capitulo 1, p. 36), lupeol (Quadro 3, capitulo
1, p. 36), acido melaléucico (Quadro 3, capitulo 1, p. 36), acido 3B,27a-diidroxilup-
20(29)-em-28B-0ico (Quadro 3, capitulo,1 p. 36), ampelozigenina-15a-0O-acetil-3-O-
a-L-ramnopiranosil-(1->2)-B-D-glicopiranosideo (Quadro 3, capitulo 1, p. 37), acido
ursolico (Quadro 3, capitulo 1, p. 37), acido3p-hidroxilup-20(29)-en-27,28-didico
(Quadro 3, capitulo 1, p. 37), Acido 2a,3B-diidroxilup-20(29)-en-27,28-didico (Quadro
3, capitulo 1, p. 37) e lupenona (Quadro 3, capitulo 1, p. 37).

4.3.3 Determinacdao estrutural do triterpeno pentaciclico AAD 3-1

A partir da analise cromatografica do extrato diclorometanico das folhas da
Ampelozizyphus amazonicus foram isoladas 16,5 mg de uma substancia cristalina
branca que foi codificado como AAD 3-1. Na analise qualitativa por CCDA o
composto AAD 3-1, apresentou-se como uma mancha unica, de coloracao violeta
apos revelacdo em vanilina sulfdrica e aquecimento (Figura 9). Essa substancia foi

submetida & espectrometria de RMN *H, RMN *3C e espectrometria de massas.
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Figura 9. Fotografia da CCDA da fragdo AAD3-1 revelada com vanilina sulfurada.

4.3.3.1 Anélise dos espectros de RMN **C da amostra AAD 3-1

Através dos espectros de RMN *3C (Espectro 1, p. 61) foram atribuidos os
deslocamentos quimicos (Tabela 9, p. 58), que permitiu 0 assinalamento dos
atomos de carbono que compdem a estrutura. O espectro RMN *C totalmente
desacoplado indicou a presenca de trinta a&tomos de carbono. Sendo atribuidos sete
sinais para grupos metilicos (CH3) em &¢c 27.96 (CHs3-23), 15.34 (CH3-24), 16.08
(CH3-25), 15.95 (CH3-26), 14.52 (CH3-27), 17.97 (CH3-28) e 19.28 (CH3-30) onze
sinais para grupos metilénicos (CH;) em &c 38.68 (CH»-1), 27.42 (CH»-2), 18.29
(CH32-6), 34.25 (CH,-7), 20.90 (CH2-11), 25.11 (CH»>-12), 27.37 (CH»-15), 35.55 (CH>-
16), 29.82 (CH,-21), 39.97 (CH»-22) e 109,28 (CH»-29), sete sinais para grupos
metinicos (CH) em &¢ 78.97 (CH-3), 55.27 (CH-5), 50.41 (CH-9), 38.02 (CH-13),
42.80 (CH-14), 48.27 (CH-18) e 47.95 (CH-19), e cinco sinais para atomos de
carbono quaternario em &¢ 38.82 (C-4), 40.80 (C-8), 37.14 (C-10), 42.97 (C-17) e
150.91 (C-20) (Tabela 10, p. 59).

Entre esses sinais, dois bem deslocados séo caracteristicos de uma ligacéo
dupla do grupamento isopropenil, presente em esqueletos lupenos (6. 109.28 e
150.91 ppm) (Espectro 3, p. 63). Os deslocamentos quimicos do grupamento
isopropenil 19.28, 150.91 e 109.28 ppm foram atribuidos aos atomos de carbono nas
posicdes C-30, C-20 e C-29, respectivamente (BHATTACHARYA & BARROS, 1986;
AGUIAR, R. M.; DAVID, J. P.; DAVID, J. M., 2005, ROSAS et al.; 2007).

O espectro *C apresentou apenas um sinal caracteristico de carbono
carbindlico, em &. 78,97 ppm (Espectro 3, p. 63). Este deslocamento é compativel
com a presenca de hidroxila livre que, por razbes de ordem biossintética, foi

atribuida ao C-3. Dados da literatura mostram um valor de 75 ppm quando a
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hidroxila esta em posi¢do 3-a o deslocamento de C-3 (OLEA & ROQUE, 1990),
porém este valor ndo foi observado no espectro. No entanto, o deslocamento
observado foi de d. 78,97 ppm que € compativel com a hidroxila na posi¢ao 3 (OLEA
& ROQUE, 1990). Os deslocamentos dos protons e carbonos vizinhos a esta
hidroxila comprovam esta informacéao. Os valores de deslocamento para C-1 (38.68
ppm) e C-5 (55.27 ppm) (Espectro 2, p.62) indicam que a hidroxila estd no mesmo
plano e assim interage com esses carbonos deslocando-os para frequéncia alta. Se
essa hidroxila estivesse na posicdo oposta, os deslocamentos seriam de 34 ppm
para C-1 e 49.5 ppm para C-5, ndo sofrendo esse efeito de desblindagem
(CARVALHO, et al., 1998).

4.3.3.2 Anélise dos espectros de RMN 'H da amostra AAD 3-1

O espectro de RMN *H (Espectro 4, p. 64) apresentam sete metilas na forma
de sinpleto. Os deslocamentos para essas metilas foram: &4 0,75 (H-28), 0,77 (H-
25), 0,81 (H-24), 0,93 (H-23), 0,95 (H-27), 1,01 (H-26), e 1,67 (H-30) ppm (Espectro
5, p. 65) (Tabela 10, p. 59).

Os sinais que aparecem como sinpleto em &y 4,55 e 4,67 ppm (J=60H2z)
representam os dois prétons geminais olefinicos. Aparecem em frequéncia alta, pois
estdo ligados ao carbono que faz dupla ligacdo e assim sofrem forte efeito de
anisotropia. Estes sinais somados ao deslocamento do sinal de metila em &y 1,67
ppm, sdo caracteristicos de prétons pertencentes a um grupamento isopropenil,
confirmando esse grupamento que € caracteristico do esqueleto lupeno (Tabela 10,
p. 59) (AGUIAR, R. M.; DAVID, J. P.; DAVID, J. M., 2005).

O correto assinalamento dos outros sinais da estrutura foram feitos pelo mapa
de correlacdo heteronuclear HMQC (1J) e HMBC (*3J).

Tabela 9. Sinais identificados no espectro de RMN *C — AAD 3-1.
Sinais

150,01 76,66 42,97 38,68 29,82 2511 1595

109,28 5527 42,80 38,02 29,66 1928 15,34

78,97 50,41 40,80 37,14 27,96 18,29 14,52

77,30 48,27 39,97 3555 27,42 17,97

76,98 47,95 38,82 34,25 27,37 16,08
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Os dados espectrais do composto triterpénico estdo de acordo com os dados

de RMN C e 'H descritos na literatura para o lupeol (3B-hidroxi-lupa-20(29)-eno).

Tabela 10. Dados do RMN *H (500 MHz) e RMN **C (125 MHz) em CDCl; e as correlacdes
observadas no espectro de HMQC e HMBC da substancia AAD 3-1 comparados com valores de
referéncia do Mo-1(ZANON, 2006).

AAD3-1 HMQC HMBC Mo-1
S¢ [ 3] S¢
C
4 38,82 - - 38,73
8 40,80 - - 40,86
10 37,14 - - 37,19
17 42,97 - - 43,00
20 150,91 - - 150,90
CH
3 78,97 3,18 (q; - 79,01
J=15Hz)
5 55,27 0,65 (sl) - 55,35
9 50,41 1,24 (s) 50,47
13 38,02 1,67 (s) C20; C29 e 38,08
C19
14 42,80 - 42,84
18 48,27 1,34 (d) - 48,33
19 47,95 2,37 (sl) - 47,98
CH,
1 38,68 1,67 (s) C20; C29 e 38,86
C19
2 27,42 0,95 (m) C9e C26 25,18
6 18,29 1,25 (s) - 18,33
7 34,25 1,37 (d) - 34,31
11 20,90 0,81 (s) - 20,95




12
15
16
21
22
29

CHs
23
24
25

26
27
28

30

25,11
27,37
35,55
29,82
39,97
109,28

27,96
15,34
16,08

15,95
14,52
17,97

19,28

0,86 (1) -
1,24 (s) -
1,37 (d) -
4,55-4,67 C19 e C30
(s; J=60Hz)

0,93 (s) -
0,81 (s) -
0,77 (s; -
J=10Hz)
1,01 (s) -
0,95 (t) -
0,75 (s; -
J=10Hz)
1,67 (s)

27,43
27,46
35,60
29,87
40,01

109,31

27,99
16,11
15,99

15,36
14,56
18,00

19,31
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Espectro 2. Ampliagéo da regido de 8 10-56 do espectro de RMN **C (125 MHz) em CDCl; do
triterpeno AAD 3-1.



70

75

?;’i:f ‘ﬁ

BTN — 1 B
16051 — = l B
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triterpeno AAD 3-1.
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Espectro 4. Espectro de RMN *H (500 MHz) em CDCl; do triterpeno AAD 3-1.
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4.3.3.3 Analise de dados obtidos por CG/EM da amostra AAD 3-1

No cromatograma obtido pela andlise de CG-EM foi possivel observar um
sinal principal com tempo de retengéo de 25,50 minutos (Cromatograma 1, p. 71).

O espectro de massas por impacto eletrénico (Espectro 11, p. 72) da
substancia analisada mostrou um sinal em m/z 426 daltons, que € coerente com o
ion molecular da substadncia AAD 3-1 (lupeol). Outros sinais oriundos da
fragmentacéo do anel C séo caracteristicos de triterpenos pentaciclicos, destacando
os de maior intensidade como: m/z 218; 207 e 189 daltons (Figura 10, p. 72). Os
sinais com m/z 189 e 207 daltons, séo caracteristicos do esqueleto lupeno.

Com base nos dados espectrais foi possivel propor para a substancia AAD 3-
1 a formula molecular C3oHs00O. Com isso, calculou-se o indice de deficiéncia de
hidrogénio (IDH), o qual informou o grau de insaturagbes presentes no composto,
gue foi igual a seis. Como os espectros de RMN indicaram apenas uma insaturacao,
conclui-se que o composto apresenta cinco ciclos. Portanto, a partir da analise dos
dados €& possivel afirmar que o composto (ADD3-1) isolado do extrato
diclorometénico € o lupeol (3a-hidroxi-lupa-20(29)-eno).

IDH = n° de atomos de carbono — (n°® atomos de hidrogénio /2) + 1
IDH=30-(50/2) +1=6

{x100 000,000}
IC
1.0
0.5
T T 'I. T T L = T T T T T T T T T T T A\I T T T T T T T T
50 10.0 150 200 250 300 350

Cromatograma 1. Cromatograma da substancia AAD 3-1 (lupeol).
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4.3.4 |dentificacdo dos fitoesterdides

Os esterdides sdo bastante disseminados em todo o reino vegetal tendo a
funcdo de manter a integridade estrutural das membranas celulares das plantas e
estimular o crescimento das mesmas (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

O PB-sitosterol, € o exemplo mais comum de substancia desta classe,
geralmente € identificado em mistura com outro esteroide por apresentarem
estruturas muito semelhantes, dificultando assim a sua separa¢cdo dos mesmos.

Muito semelhante ao [(-sitosterol € o estigmasterol sua diferenca esta na
ligacdo dupla na posicdo 22, essa ligacado possibilita que a sua conversao nos
horménios esteroidais do tipo pregnana seja mais rapida que a do [-sitosterol
(ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Segundo Rosas e colaboradores (2007) na espécie analisada ja foram
encontrados os seguintes fitoesteroides em seus extratos: estigmasterol (Quadro 4,
capitulo 1, p. 38), sitosterol (Quadro 4, capitulo 1, p. 38) e campesterol (Quadro 4,
capitulo 1, p. 38).

4.3.5 Determinacao estrutural dos esteréides AAD4-2-2-1 e AAD4-2-2-1-1

A partir da analise cromatografica do extrato diclorometanico das folhas da
Ampelozizyphus amazonicus foram identificados em mistura 10 mg de um composto
cristalino branco que foram codificados com AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1. Na
analise qualitativa por CCD AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1, apresentaram-se como
uma mancha unica, de coloracdo violeta apds revelacdo em vanilina sulfurica e
aquecimento (Figura 11). Essas substancias foram submetidas a espectrometria de

RMN *H, RMN *°C e espectrometria de massas.

Figura 11. Fotografia da CCDA da fragdo AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1 revelada com vanilina

sulfurada.
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4.3.5.1 Andlise dos espectros de RMN **C da mistura de AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-
1-1

Através dos espectros de RMN *3C (Espectro 12, p. 78) foram atribuidos os
deslocamentos quimicos (Tabela 11, p. 75), que permitiu o assinalamento dos
atomos de carbono que compdem as estruturas. O espectro de RMN **C totalmente
desacoplado indicou a presenca de vinte e nove atomos de carbono, sendo seis
sinais para grupos metilicos (CHsz) em 6¢ 12.06 (CHs-18), 19.47 (CH3-19), 18.86
(CH3-21), 19.11 (CHs-26), 19.06 (CH3-27), 11,94 (CH3-29), onze sinais para grupos
metilénicos (CH,) em &¢ 37.34 (CH»-1), 31.99 (CH,-2), 42.30 (CH»-4), 34.04 (CH»-7),
21.16 (CH»-11), 39.76 (CH»-12), 24.38 (CH2-15), 28.99 (CH>-16), 31.75 (CH,-22),
26.18 (CH,- 23) e 23.15 (CH,-28), nove sinais para grupos metinicos (CH) em &¢
71.90 (CH-3), 121.79 (CH-6), 31.75 (CH-8), 50.22 (CH-9), 56.85 (CH-14), 56.04 (CH-
17), 42.39 (CH-20), 45.93 (CH-24) e 29.25 (CH-25) e trés sinais para atomos de
carbono quaternario em &¢ 140.84 (C-5), 36.59 (C-10) e 42.30 (C-13) (Tabela 12, p.
76).

Dos sinais no espectro de RMN *C para atomos de carbono quaternério dois
possuem grupo metilico ligado a eles: C-10 (8¢ 36.59) e C-13 (6¢ 42.30) (Espectro
13, p. 79).

O espectro *C apresentou apenas um sinal caracteristico de carbono
carbindlico, em &¢ 71.90 (Espectro 15, p. 81). Este deslocamento € compativel com
a hidroxila livre que, por razdes de ordem biossintética, foi atribuida ao C-3.

Ainda no espectro de RMN *3C (Espectro 15, p. 81) pode-se observar os
sinais em &¢ 140.84, 138,39, 129,37 e 121.79 ppm, referentes aos carbonos C-5, C-
22, C-23 e C-6, respectivamente, que sugere a ocorréncia de duas insaturacdes. A
insaturacdo entre os carbonos C-5 e C-6 é caracteristica de esterdides, sendo
idéntica em ambas as estruturas. A distingdo entre as duas substancias se revelou
através da presenca da insaturacdo entre C-22 e C-23 presente apenas no
estigmasterol, essa insaturacdo é caracteristica de cadeia lateral de esterdides
(Tabela 12, p. 76).
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4.3.5.2 Anélise dos espectros de RMN 'H da amostra AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1

O espectro de RMN 'H apresentam seis metilas na forma de simpleto. Os
deslocamentos para essas metilas foram: &4 0,69 (H-18), 0,79 (H-27), 0,83 (H-29),
0,90 (H-26), 1,00 (H-19), e 1,02 (H-21) ppm (Espectro 17, p. 83) (Tabela 12, p. 76).

O sinal que aparece em oy 5,33 (H-6) (Espectro 20, p. 86) confirma a
insaturacdo na estrutura, além de um multipleto em &y 3,52 (H-3), confirmando a
presenca de um grupo hidroxila nesta posicao.

A presenca do estigmasterol (AAD 4-2-2-1) foi notada no espectro de RMN *H
da mistura (Espectro 18, p. 84), através da presenca dos sinais em &4 5,03 (dd, J=8
Hz H-23) e 5,17 (dd, J = 8 Hz, H-22), referentes a insaturacdo na cadeia lateral.

O correto assinalamento dos outros sinais da estrutura foram feitos pelo mapa
de correlagéo heteronuclear HMQC (1J) e HMBC (*3J).

Os dados espectrais da mistura dos esteroides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1
estdo de acordo com os dados de RMN *C e RMN *H descritos na literatura para os

fitoesterdides estigmasterol e B-sitosterol, respectivamente (Tabela 12, p. 76).

Tabela 11. Sinais identificados no espectro de RMN *°C AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
Sinal

140,84 76,76 56,04 42,30 36,59 29,25 24,44 10,89 12,32

138,39 71,90 51,32 40,56 36,22 28,99 24,38 19,47 12,13

129,37 56,95 50,22 39,86 34,04 28,32 2315 19,11 12,06

121,79 56,85 45,93 39,76 31,99 26,18 21,29 19,06 11,94

77,08 56,14 42,39 37,34 31,75 25,48 21,16 18,86
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AAD 4-2-2-1 AAD 4-2-2-1-1

Tabela 12. Dados de RMN **C (100 MHz) e de RMN *H (400 MHz) em CDCl,, deslocamentos
quimicos & (ppm) das substancias AAD4-2-2-1 e AAD4-2-2-1-1 comparados com valores de
referéncia do modelo Mo-1 e Mo-2 (RODRIGUES, V., 2009), respectivamente.

AAD 4- HMQC HMBC Mo-1 AAD4-2- HMQC HMBC Mo-2

2-2-1 2-1-1
S¢ [ =33 (3 [ Ou =33 5c

C

5 140.8 - - 140.7 140.8 - - 140.7
10 36.59 - - 36.49 36.59 - - 36.49
13 42.30 - - 4229  42.30 - - 42.29
CH

3 71.90 3,52 (m) 71.80 71.90 3,52 - 71.80

6 121.7 533(s) C2e 1217 121.7 5,33 C2e 1217

c4 c4

8 31.75 1,24 (1) 31.85 31.75 1,24 - 31.85

9 50.22 - - 50.12 50.22 - - 50.12
14 56.85 1,10(s) C26 56.75 56.85 1,10 C26 56.75
17 56.04 1,15 (s) - 56.04  56.04 1,15 - 56.04
20 4230 1,82 (s) - 4276  42.39 1,82 - 42.76
24  45.93 - - 45.83  45.93 - - 45.83
25 29.25 1,66 (sl) - 29.15 29.25 1,66 - 29.15
CH,

1 37.34 1,84 (s) - 37.24  37.34 1,84 - 37.24

2 31.99 1,82(s) - 31.89 31.99 1,82 - 31.89

4 4239 2,29 (m) - 4229  42.30 2,12 - 42.29

7 34.04 - - 34.07 34.04 - - 34.07
11  21.16 1,52 (m) - 21.07 21.16 1,52 - 21.07
12 39.76 1,24 (1) - 39.76 39.76 1,24 - 39.76
15  24.38 0,95 (sl) - 24.29 24.38 0,95 - 24.29
16  28.99 1,53 (m) - 28.80 28.99 1,53 - 28.80
22 138,39 5,17 - 32.09 31,75 1,24 - 138.5

(dd, J=
8Hz)
23 129,37 5,03 - 26.27 26,18 1,20 - 129.4

(dd, J=
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28
CHs
18

19
21

26
27
29

23.15

12.06

19.47
18.86

19.11
19.06
11.84

8Hz)
0,83 (s)

0,69 (s;
J=8H2z)
1,00 (s)
1,02 (s)

0,90 (d)
0,79 (s)
0,83 (s)

C25

C9
C9e
Cl4

23.26

12.05

19.59
19.38

20.00
20.00
11.84

23.15

12.06

19.47
18.86

19.11
19,06
11.84

0,83

0,69

1,00
1,02

0,90
0,79
0,83

C25

C9
C9e
Cl4

23.26

12.05

19.59
19.38

20.00
20.00
11.84
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Espectro 17. Ampliagdo da regido de 5 0,4 — 1,7 do espectro de RMN *H (400 MHz) em da mistura

de esterb6ides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.



84

[FL]Z = BETY TUE
[oolsT - e
817 = ferep morjExered
5T = e o 517
[sn]g = esecd BEERy
. __n_q. ITEN TETITUD
BL]SE 9 = BETT b 4
Iben]sy = Bl X
IE]BETELOL"T = eayy Bor x
[s0]5 T = T 06 X
¥z = sTEDE
T - _.......—M_u,.._ PON
IZEA]SEBTESES € = BeRE X

[zE]800SLsEs 0 = OOTIN[OERT X

o - saeosead X

T - syuTced X

I lg = INEFIOXL

[7EM] BERETTOL "EEE = bexr x

ET = uTTEOp X
uopyErmp bor x
YIoUBIIE FIRTE

[ElpzTzioL T =
[zEMloor] [L]193L68E°€ =

I e Tegmmoronds

00% +BECTTOE = 0ars

- EUOTEUEET]

[ ] = E3TUR ETQ

ET = BT373 =]

¥EEAT = B2 16 ETd

ATTIEQ 07 = I=mIcg E3Eg

oErIndy PETOg ODUTES = Jumemmng

BET Y JUBIIOG
BTl UCTETARG
BT} UCTIERID

JUBATCE

ETUET 0T ETOZ-HNMI-8 =
0T8T :0T ETOZ-4NC-B8 =
TOO6Z S50 ETOZT-JAT-ET =

I-WEDS0EITED =

TIYHOOY - pr_ erdEmg

- eeTnd BTOUTE = JummtIedo
ENEN-TOOOT = Ioany

ol e-ET-TEvomIY = mrueTTd

H1 cmoppy 2 soed @y

103rVY

E E P e ™y e T =B Ll
g ¢ BpEs zE B:  f i: R
R e T
E
E
&
g
E
E

FEmpumgn

Espectro 18. Ampliagdo da regido de & 1,3 — 2,5 do espectro de RMN *H (400 MHz) em da mistura

de esterb6ides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 19. Ampliagdo da regido de & 3,2 — 5,7 do espectro de RMN *H (400 MHz) em da mistura

de esteré6ides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 20. Mapa de correlacdo heteronuclear HMQC em CDCI; da mistura de esterdides AAD 4-2-

2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 21. Ampliacdo do mapa de correlacdo heteronuclear HMQC em CDClI; da mistura de
esterdides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 22. Ampliacdo do mapa de correlacdo heteronuclear HMQC em CDClI; da mistura de

esteroides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 23. Ampliacdo do mapa de correlacao heteronuclear HMQC em CDCl; da mistura de

esteroides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 24. Mapa de correlacdo heteronuclear HMBC em CDClI; da mistura de ester6ides AAD 4-2-

2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 25. Ampliacdo do mapa de correlagdo heteronuclear HMBC em CDCl; da mistura de

esteroides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 26. Ampliacdo do mapa de correlacdo heteronuclear HMBC em CDCl; da mistura de
esterdides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 27. Ampliacdo do mapa de correlacdo heteronuclear HMBC em CDCl; da mistura de
ester6ides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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Espectro 28. Ampliacdo do mapa de correlacdo heteronuclear HMBC em CDCl; da mistura de
esterdides AAD 4-2-2-1 e AAD 4-2-2-1-1.
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4.3.5.3 Analise dos dados obtidos por CG/EM da mistura de substancias AAD 4-2-2-
1 e AAD 4-2-2-1-1

No cromatograma obtido pela andlise de CG/EM foi possivel observar dois
sinais, um referente ao estigmasterol com tempo de retencéo de 22,50 minutos e 0
outro ao [B-sitosterol com tempo de retencdo de 23 minutos. O estigmasterol foi
identificado juntamente com o esteroide (-sitosterol, sendo o estigmasterol
majoritario em relacdo ao [-sitosterol, de acordo com a intensidade dos sinais
apresentados no cromatograma (Cromatograma 2, p. 96).

O espectro de massas por impacto eletrénico (Espectro 29, p. 96) da
substancia AAD 4-2-2-1 mostrou um sinal com m/z 412 daltons, que € coerente com
o ion molecular do composto AAD 4-2-2-1 (estigmasterol). Outros sinais oriundos da
fragmentacdo dessa substancia sdo caracteristicos de fitoesteréides, destacando os
de maior intensidade como: m/z 379; 351; 300; 271; 255 e 213 daltons (Figura 12, p.
97).

Com base nos dados espectrais foi possivel propor para a substancia AAD 4-
2-2-1 a féormula molecular C,9H4s0 (estigmasterol). Com isso, calculou-se o indice de
deficiéncia de hidrogénio, o qual informou o grau de insaturacdo presente na
substancia, que foi igual a seis. Como os espectros de RMN indicaram apenas duas
insaturacdo, conclui-se que a substancia apresenta quatro ciclos. Portanto, a partir
da andlise dos dados é possivel afirmar que o composto (AAD 4-2-2-1) isolado do

extrato diclorometanico, é o estigmasterol (24-etilcolestan-5,22-dieno-3-ol).

IDH = n° de atomos de carbono — (n°® atomos de hidrogénio /2) + 1
IDH=29-(48/2) +1=6

O espectro de massas por impacto eletrénico (Espectro 30, p. 97) da
substancia AAD 4-2-2-1-1 mostrou um sinal com m/z 414 daltons, que é coerente o
ion molecular do composto AAD 4-2-2-1-1 (B-sitosterol). De acordo com outros
sinais oriundos da fragmentacdo dessa substancia, pode-se destacar os maior
intensidade como: m/z 396; 329; 303; 255 e 213 daltons (Figura 13, p. 98).

Para o composto AAD 4-2-2-1-1 foi possivel sugerir a formula molecular
C29Hs500 (B-sitosterol). Para essa formula molecular tem-se um grau de insaturacéo
igual a cinco. Como os espectros de RMN indicaram apenas a presenca de uma

insaturacgdo, conclui-se que o composto apresenta quatro ciclos. Portanto, a partir da
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analise dos dados é possivel afirmar que o composto (AAD 4-2-2-1-1) isolado do

extrato diclorometanico, é o [3-sitosterol (24-etilcolestan-5-eno-3(3-ol).

IDH = n° de &tomos de carbono — (n° &tomos de hidrogénio /2) + 1
IDH =29 - (50/2) +1=5

3 x10,000,000)
T

2.0/

1.0

ble

EinN

1.0I o Iﬂl).OI o 260 o IZé.OI o 360 o 351)0 o 460 o 4?)0 o ISd.O

Cromatograma 2. Cromatograma da mistura de fitoesteroéides.

97 133 159 255 412

R T N N D D D D DR
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Espectro 29. Espectro de massas do esteréide AAD 4-2-2-1 (estigmasterol).
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Figura 12. Proposta da fragmentacao do ester6ide AAD 4-2-2-1 (estigmasterol).
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Espectro 30. Espectro de massas do esterdide AAD 4-2-2-1-1 (B-sitosterol).
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Figura 13. Proposta da fragmentacéo do esteréide AAD 4-2-2-1-1 (B-sitosterol).
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5 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie Ampelozizyphus amazonicus mostrou, até
presente momento, que esta € rica em metabdlitos secundarios provenientes da rota
biossintética dos terpenos, como os triterpendides e os esteroides.

Os testes realizados confirmaram a presenca de triterpenos, esterdides e
saponinas na espécie,confirmando o posicionamento quimiossistematico da espécie
Ampelozizyphus amazonicus na familia Rhamnaceae.

Do extrato em diclorometano das folhas foram isolados um triterpendide
(lupeol - AAD 3-1) e dois fitoesteroides (estigmasterol - AAD 4-2-2-1 e o B-sitosterol
- AAD 4-2-2-1-1) que geralmente apresentam-se em mistura. Essas substancias
foram confirmadas a partir da analise em espectroscopia de RMN *3C e 'H uni e
bidimensionais, e espectroscopia de massas.

A partir dos resultados obtidos ressalta-se a importancia em prosseguir nos
estudos da composicdo quimica da espécie Ampelozizyphus amazonicus e a
realizacéo de testes bioldégicos com os extratos obtidos em busca do conhecer o seu

potencial bioativo.
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