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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo fitoquimico do caule e folhas de Paullinia
weinmanniaefolia. A espécie foi coletada no Complexo Lagunar Grussai-lquipari no
municipio de Sao Joao da Barra-RJ em fevereiro de 2003.

O isolamento dos metabdlitos secundarios dos extratos hexanico, diclorometanico,
metandlico e metanol-agua de folhas e caule, foi realizado através de técnicas
cromatograficas e resultou na identificacdo de oito triterpenos: PW-01 (friedelina),
PW-02 (friedelanona), PW-03 (cancfilol); PW-04 (lupeol), PW-05 (B-amirina); PW-06
(a-amirina); PW-07 (epifriedelanol); PW-08 (acetato do &cido oleandico); dois
esterdides: PW-09 (B-sitosterol); PW-10 (estigmasterol) e dois ciclitdis: PW-11
[1,3,4,5,6-penta-O-acetil-2-O-metil-L-quiro-inositol e PW-12 [1-1’-4-4’-5-5’-6-6’-tetra-
O-acetil-1-O-metil-L-quiro-inositol. As substancias PW-01 a PW-10 estdo sendo
citadas pela primeira vez no género e a substancia PW-12 pelo melhor do nosso
conhecimento esta sendo citada pela primeira vez na literatura.

A determinacgdo estrutural das substéncias foi realizada através da obtencéo e
interpretacdo de espectros na regido do infravermelho (IV), espectros de
ressonancia magnética nuclear de 'H e *C (RMN) a uma (1D) e duas (2D)
dimensdes bem como através de informacdes obtidas no espectro de massas dos
produtos detectados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas (CG-EM) e comparagao com dados da literatura.

Os extratos brutos tiveram sua atividade antioxidante avaliada utilizando o método
DPPH como radical livre. O potencial citotdxico foi avaliado através do bioensaio

com Artemia salina Leach.
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ABSTRACT

The present work reports a phytochemical study of the stem and leaves of Paullinia
weinmanniaefolia. The specimen was collected in Complexo Lagunar Grussai-
Iquipari in Sdo Jodo da Barra-RJ on february 2003. The isolation of secondary
metabolits from the leaves and stem was carried out from hexane extracts,
dicloromethane, methanol and methanol-water extracts. Chromatograpic techniques
resulted in the identification of of eight triterpenes: PW-01 (friedelin), PW-02
(friedelanane), PW-03 (canophylliol); PW-04 (lupeol), PW-05 (#-amirin); PW-06 (o~
amirin); PW-07 (epifriedelinol); PW-08 (acid 3-acetyl-3-oxoolean-12-en-28-oic); two
steroids: PW-09 (f-sitosterol); PW-10 (stigmasterol) and two ciclitols: PW-11
[1,3,4,5,6-penta-O-acetyl-2-O-methyl-L-chiro-inositol and PW-12 [1-1’-4-4’-5-5-6-6’-
tetra-O-acetyl-1-O-methyl-L-chiro-inositol. This is the first report of compounds PW-
01 to PW-10 in the genus Paullinia, while compound PW-12 is now reported for the
first time in the literature, to the best of our knowledge.

The structure of the compounds were determined using infrared data, one-and-two-
dimensional "H and "*C NMR spectroscopy, as well from information gathered from
the mass spectra recorded using a spectrometer coupled to a gas chromatograph,
wich were compared with the literature data.

The crude extracts were evaluated as antioxidants using the DPPH free radical
method and assays with Artemia salina Leach were used to evaluate their citotoxic

potential.
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1.0- INTRODUGAO

O uso de plantas no tratamento e cura de enfermidades € tdo antigo quanto
a espécie humana (Maciel et al., 2002) e dentro deste contexto as substancias
naturais tém atuado como fonte ou modelo de varios agentes medicinais, sendo que
as plantas superiores sem duvida constituem a principal fonte. Essas tém sua
significancia histérica como importante fonte de novas substancias, podendo ser
utilizadas diretamente como agente medicinal, ou como substancias-modelo para
sintese completa ou semi-sintese objetivando o aprimoramento de suas
propriedades bioldgicas e/ou farmacologicas (Montanari e Bolzani, 2001).

As observagdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos
vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar
de nao terem seus constituintes quimicos conhecidos (Maciel et al., 2002).

A biodiversidade das florestas tropicais € um foco para a descoberta de
novas plantas medicinais. A interagdo de plantas tropicais e seus predadores
naturais podem servir como suporte para descoberta de novas substancias ativas
(Braz-Filho, 1994).

Segundo Pimm, et al. (1995), a natureza tem desenvolvido uma enorme
diversidade durante varios bilhdes de anos de evolugdo, estima-se que ha pelo
menos 250.000 espécies diferentes de plantas, e acima de 30 milhdes de espécies
de insetos; 1,5 milhdes de espécies de fungos e numero semelhante de algas e
procariontes. Considerando o numero de organismos existentes e as inumeras
interacdes possiveis nao € surpresa a enorme variedade de metabdlitos secundarios
envolvidos nestes organismos. Assim, a natureza apresenta um enorme potencial
para a descoberta de novas substancias bioativas (Verpoorte, 1998). Deste modo,
os produtos naturais continuam sendo uma das estratégias de maior sucesso para a
descoberta de novas drogas comercialmente viaveis (Harvey, 2000).

Varias substancias isoladas de plantas foram estudadas, dentre elas
destacamos: os agentes anticancerigenos, taxol (paclitaxel) e camptotecina, a droga
antimalarica artemisina e a forscolina que apresenta acentuada atividade inotropica
e vasodilatadora. Esses entre outros exemplos servem para ilustrar que os

metabolitos secundarios derivados de plantas continuam a ter importancia histoérica,

«onc™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.
=‘ To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



sendo viavel os seus estudos para o desenvolvimento e aplicagdo em novas drogas
modernas (Kinghorn e Balandrin, 1993).

O potencial quimico dos organismos vivos estimula o interesse das
industrias farmacéuticas como fonte de farmacos, agroquimica pelo fornecimento de
inseticidas e fungicidas naturais, alimenticias para a obtencdo de substancias
naturais utilizadas para dar cor e sabor aos alimentos e industria de cosméticos.

O estudo desses metabdlitos bioproduzidos pelas plantas nos ultimos anos,
ganhou uma importancia expressiva e atualmente mais de um milh&do de substancias
naturais tiveram sua estrutura elucidada quimicamente, gracas ao advento e
modernizacao das técnicas de isolamento e determinagdo estrutural, porém, muitos
desses metabdlitos encontram-se ainda sem nenhuma investigagdo com relagéo ao
seu potencial farmacoldgico. A adequada avaliagdo dessas substancias pode
proporcionar a descoberta de novos produtos naturais bioativos, tais como:
antibioticos reguladores do crescimento vegetal, herbicidas, antivirais, antitumorais,
imunoestimulantes, antimalaricos, amebicidas, inseticidas, moluscicidas etc.
(Montanari e Bolzani, 2001).

Dentro deste contexto, a familia Sapindaceae possui varias espécies com
diversificadas utilizagdes tais como: diurético, estimulante mental e muscular, ténico,
no tratamento de ulceras entre outros (Neto et al., 2000). Paullinia weinmanniefolia
(Figura 01, p.3) € uma das muitas espécies do género Paullinia que habitam
principalmente as restingas, regides arbustivas e campos. Esta espécie é nativa das
regides litoraneas podendo ser encontradas no litoral do Brasil nas seguintes areas:

» Pernambuco.(http://mobot.mobot.org/cgi-bin/search_vast.- 12/11/2004).

» Brejo Pernambucano, Bonito, Médio Capibaribe, Sdo Vicente Ferrer, Vale do
Ipojuca e Caruaru .(http://umbuzeiro.cnip.org.br/db/pnechk/taxa/5507.html-
12/11/2004).

= Sergipe (www.scisun.nybg.org:8890/searchdb/owa/wwwcatalog.detail_list)

» Bahia - Parque Nacional Monte Pascoal (http://www.nybg.org/bsci/
res/bahia/MP-chkl.html - 12/11/2004).

» Rio de Janeiro - Complexo Lagunar Grussai-lquipari em Sao Jodo da Barra
(Figura 02, p. 4) (Assumpgéao e Nascimento, 2000)
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Figura 1 - Paullinia weinmanniaefolia

O espécime P. weinmanniaefolia foi coletado na restinga do complexo
lagunar Grussai-lquipari no municipio de Sdo Joao da Barra - RJ.

O solo da regido foi identificado como areias quartzosas marinhas
associadas a podzol hidromorfico (Radambrasil, 1983) tém origem fluvio-marinha,
formado sobre corddes litoraneos paralelos, com estratificacdo plano-paralela com 1-
3 m de altura. Ainda segundo Radambrasil o clima da regiao € caracterizado como
tropical sub-umido a semi-arido, com precipitacdo pluviométrica média anual
variando de 800 a 1200 mm, apresentando as maiores taxas de precipitacdo durante
0s meses de verao, e 0s menores, nos meses de inverno. O vento predominante tem
a diregao nordeste atingindo as maiores velocidades nos meses de agosto a
dezembro (Assumpgéo e Nascimento, 2000).

No Brasil, as restingas s&o encontradas ao longo do litoral desde a costa leste
do Para até a costa do Rio Grande do Sul, perfazendo um total de aproximadamente
9.000 Km de extensdo. (www.guiaguaruja.com.br/meioambiente/restinga.htm-
05/09/2004)

O conceito geografico de restinga refere-se aos corddes arenosos que
depositados pelas correntes marinhas, fecham ou tendem a fechar uma reentrancia
na linha da costa. Ali se estabelecem comunidades vegetais e animais com
caracteristicas marcantes em fungdo das condigbes fisicas do meio.

(www.jornaldapaisagem.br/artigos/art_tabacow4.htm- 05/09/ 2004).
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Figura 2 - Vista Panoramica do Complexo Lagunar Grussai-lquipari

As formas de vida diversificada (arbustos, ervas, trepadeiras e epifitas) dao
ao conjunto uma estrutura de mata baixa, mais rica e complexa. A regido de restinga
apresenta grande importancia econdmica, dentre elas podemos destacar:
ornamental e paisagistica, industrial, alimenticia, arqueoldgica, ecologica e
medicinal. Vale a pena destacar a importancia medicinal, uma vez que no Brasil e
em varios paises do mundo tém se comprovado o que diz a tradigao popular sobre o

valor medicinal de varias espécies da restinga (Tabela - 01) (Maraschin, 2004).

Tabela 01 — Uso etnobotanico de algumas espécies de plantas de restinga

Espécie Uso popular Referéncia
Trema micrantha Doengas de pele, (Frimmel et al., 2000)
(Ulmaceae) Sifilis,
Reumatismo.
Schinus molle Problemas de pele: | (Schmourlo et al., 2005)
(Anacardiaceae) antifungica e antibacteriana.
Tratamento de tumores. (Rufa et al.,2002)
Dodonaea viscosa Antifungica,
(Sapindaceae) Antiviral, (Getie et al., 2003)
Antinflamatéria.

Na restinga o solo ndo constitui a principal fonte de nutrientes, mas é,
sobretudo, a vegetagcdo o suporte vital desse ecossistema. Os solos arenosos
extremamente permeaveis e pobres em nutrientes, a constante agdo do vento e a

salinidade exigem uma especificagcdo de certos 6rgéos das plantas para que possam
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sobreviver num ambiente indspito. Encontra-se um sistema radicial profundo e bem
ramificado, que garante a fixagdo da planta, além de fornecer mais agua e
nutrientes, pela area maior de solo que pode ser explorada. As folhas sao
geralmente pequenas e coriaceas para diminuir a perda de agua e como protegao
contra dilaceragcdo pelo vento. Ha caules rastejantes, flutuando sobre a areia e
acompanhando as modificagdes da superficie. Também ha caules subterraneos
(rizomas) e folhas carnosas com a finalidade de retengao de agua (Joly, 1983).

Essas observagcbes induziram a selecdo da espécie Paullinia

weinmanniaefolia (nativa de regido de restinga) visando como meta principal deste
trabalho o isolamento e identificagdo de seus metabdlitos secundarios e possiveis
avaliagdes da atividade citotoxica e antioxidante.
O estudo fitoquimico desta espécie relata neste trabalho o isolamento e identificagdo
de doze substancias: sendo oito triterpenos: Friedelina (PW-01); friedelona (PW-02);
canofilol (PW-03); [lupeol (PW-04), 5 - amirina (PW-05), o -amirina (PW-06)] como
mistura ternaria, epifriedelanol (PW-07), acetato do acido oleandico (PW-08), dois
esterdides: [f- sitosterol (PW-09) e estigmasterol (PW-10)] como mistura binaria e
dois ciclitois: 1,3,4,5,6-penta-O-acetil-2-O-metil-L-quiro-inositol (PW-11) e [1-1’-4-4’-
5-5’-6-6’-tetra-O-acetil-1-O-metil-L-quiro-inositol] (PW-12). As substéncias PW-01 a
PW-10 estdo sendo citadas pela primeira vez no género e a substancia PW-12 pelo
melhor do nosso conhecimento esta sendo citada pela primeira vez na literatura.
(Figura 03, p. 7)

Foram realizados também o ensaio de citotoxicidade frente a larvas de
Artemia salina e o teste de atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH dos
extratos brutos de folhas e caule.

Diferentes técnicas foram utilizadas na caracterizagcdo dos metabdlitos
secundarios isolados, entre elas: Espectrometria de massas, Espectrometria de
infravermelho, Espectrometria de RMN 'H e ®C envolvendo técnicas bidimensionais
como 'H x "H COSY, HMQC ("Jcn) e HMBC ("Jcn, n=2 e 3) com detecgdo no canal
de hidrogénio.

Este trabalho esta constituido dos seguintes capitulos: Capitulo 1.0 -
Introducado. Capitulo 2.0 - Revisdo de Literatura. Capitulo 3.0 - Objetivos. Capitulo
4.0 - Materiais e Métodos. Capitulo 5.0 - Parte Experimental. Capitulo 6.0 —
Constituintes Quimicos isolados de P. weinmanniaefolia. Capitulo 7.0 - Resultados e

Discussdes. Capitulo 8.0 - Avaliagdo da Atividade citotéxica e antioxidante dos
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extratos brutos. Capitulo 9.0 -. Conclusdes. Capitulo 10.0 - Constantes fisicas dos
constituintes quimicos isolados. Capitulo 11.0 - Referéncias Bibliograficas.
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Figura 03 - Constituintes quimicos isolados de Paullinia weinmanniaefolia
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2.0- REVISAO DE LITERATURA

2.1 - A Familia Sapindaceae

A familia Sapindaceae esta representada por aproximadamente 140 a 150

géneros e cerca de 2000 espécies, na maioria tropicais, ocorrendo raramente nas

regides temperadas, sendo que estdo registrados, na flora brasileira 22 géneros,

com cerca de 380 espécies, na maioria amazobnicas. Esta familia pertence a ordem

Sapindales, que compreende 11 familias. As familias que compdéem a ordem

Sapindales possuem um grande numero de géneros e espécies, a maioria delas

ocorrem no Brasil (Tabela 2 e 3; Barroso et al., 1991).

Tabela 02 - Ordem Sapindales (Barroso et al., 1991)

Familias Géneros | Espécies | Géneros indigenas | Espécies indigenas e
e subespontaneos subespontaneos
Connaraceae 24 300-400 4 70
Surianaceae 1 1 1 1
Sapindaceae 150 2000 22 380
Burseraceae 17 560 6 58
Rhabdodendraceae 1 3 1 3
Meliaceae 51 1400 6 58
Zigophyllaceae 26 250 1 2
Sabiaceae 4 90 3 8
Anacardiaceae 80 600 13 68
Simaroubaceae 24 160 6 48
Rutaceae 150 1600 29 182
o R LA A




Tabela 03- Distribuicao geografica das familias da Ordem Sapindales (Barroso
etal., 1991)

Familias Predominancia no mundo Predominancia no
Brasil
Connaraceae Pantropical Em todo o Brasil

predominando na

Amazobnia e Nordeste

Surianaceae Trépicos | -
Sapindaceae Em regides tropicais de todo o Em todo o Brasil
mundo, raro em regides Predominando na
temperadas. Amazoénia
Burseraceae Em todos os continentes Norte e Sudeste

tropicais, predominando na

Africa.
Rhabdodendraceae | Norte da América do Sul até a Guianas, Amazoénia e
Bahia Bahia.
Meliaceae Tropicos e subtropicos de Em todo o Brasil

ambos hemisférios.

Zigophyllaceae Trépicos da América, Africa e Nordeste
Asia, rara na Zona temperada.
Sabiaceae Troépicos principalmente na Asia | AM, PA, ES, RJ, SP, PA,
e na Africa SC.
Anacardiaceae Pantropical, mais raro em Abundante em todo o
regides temperadas. Brasil.
Simaroubaceae Norte do Brasil e em
Pantropical, ecossistemas florestais
Rutaceae Trépicos, subtropicos e regides Em todo o Brasil
temperadas.
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A maioria das plantas da familia Sapindaceae é constituida por trepadeiras
com gavinhas e caule de crescimento em espessura anémalo, ou também arbustos
e até mesmo arvores com folhas alternas, compostas, sem estipulas ou vezes
inteiras (Barroso et al., 1991). A familia Sapindaceae possui varias espécies com
diversificada utilizagao (Tabela 04) (Neto et al, 2000).
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Tabela 04 - Relagdo de algumas espécies catalogadas pelo levantamento etnobotanico de espécimes da familia
Sapindaceae (Neto et al., 2000)

h/

Espécies Nome vulgar |Partes usadas Formas de uso Distribuicao
Allophylus edulis Pau-pombo Madeira, Jardins, marcenaria, esteios, | Brasil. Goias, Tocantins, Mato
frutos lenha, carvao, frutos | Grosso, Rio de Janeiro, Rio
comestiveis. E bastante|Grande do Sul, Minas Gerais,
ornamental, podendo ser|Amazonas e Ceara.
empregada com sucesso ha
arborizagao.
Allophylus Fruta de pavao |Madeira, frutos |Esteios, lenha, preparacao |Brasil: Ceara, Rio Grande do
guaraniticus de bebidas. Sul, Minas Gerais e Mato
Grosso.
Cardiospermum Ensacadinha Raizes e folhas | Chas, ornamental. As raizes | Africa tropical, Australia, do
grandiflorum e folhas sao tidas como|México ao Chile, Argentina e
remédio contra a tosse. Uruguai e Brasil: Mato Grosso.
Cupania Camboata Frutos Comestiveis e ornamental. |Brasil: Mato Grosso
castaneifolia
Cupania rugosa Tabotao Madeira Construcao de casas. Brasil: Distrito Federal, Piaui,
Ceara, Pernambuco, Bahia,

Minas Gerais.
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Cupania tenuivalvis

Camboata-de-
folha-miuda

Madeira, frutos

Fabricacdo de tamancos,
frutos comestiveis por
arapongas.

Brasil: Minas Gerais, Sao Paulo,
Rio de Janeiro e Mato Grosso.

Tabela 04 - Continuagao
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Diatenopterux Maria-preta Madeira Confecgcdo de chapas ou|Brasil: Rio Grande do Sul, Santa
sorbifolia laminas, molduras, | Catarina, Parana, Minas Gerais,
lambris, pisos. Sé&o Paulo, Mato Grosso do Sul,
Goias, Distrito Federal.
Diplokeleba Canela-de-cotia , | Arvore Ornamental e arborizagéo, |Argentina, Paraguai, Bolivia,
floribinda farinheira madeira. lenha. Brasil: Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso.
Dodonaea viscosa |Faxinha- Madeira, Ripas, tabuados de forros, | Peru, Brasil: Rio Grande do Sul.
vermelha, casca. bengalas, lenha e carvéo,
vassoura- banhos adstringentes.
vermelha
Litchi chinensis |Lichia Frutos Comestiveis, ao natural India, Africa do Sul, Estados
Unidos da América, China. No
Brasil é cultivada em Sao Paulo,
e encontrada em outros estados
atingindo elevados pregos.
Magonia Timbo, timbo- Casca, seiva, |Chas, ictiotoxicas, lenha, |Paraguai, Bolivia, Brasil: Ceara,
pubescens cerrado madeira, ornamental; é apicola, mas | Piaui, Minas Gerais, Mato
sementes, da mel téxico. E Grosso do Sul, Mato Grosso,

caule e frutos

considerado 6timo carvao
siderurgico. As sementes
sao empregadas na
fabricacéo local de sabao
e sua madeira é
empregada na construgao
civil.

Distrito Federal, Sdo Paulo.

Tabela 04 - Continuagao
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Mataya Cragoatm- Arvore, Paisagismo, caibros, vigas, |Brasil: Rio Grande do Sul,
. branco madeira ripas, lenha e carvao. Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato
elaeagnoides Grosso.
Matayba Caxua-branca Casca Medicamentos Brasil: Rio de Janeiro, Minas
Jjugandifolia Gerais, Sédo Paulo.
Melicocca bijuca Papa-mundo Casca Chas América do Sul.
Paullinia alata Vejuco-de-trés- | Madeira Flechas Equador e Brasil: Amazoénica.
quinas
Paullinia cupana Guarana Frutos, Refresco, medicinal, Brasil: Amazonia, Mato Grosso
sementes artesanal, tem excelente do Sul e Mato Grosso.
efeito diurético, € usada nas
diarréias de sangue, dores
de cabeca e doencgas de
urina. E usada no artesanato
encontrada no comércio da
Amazobnia.
Paullinia cururu Cururu Ramos Tingui Brasil: Amazoénia
Paullinia elegans | Cipo-timbo Frutos O arilo é comestivel (aves).|Colédmbia, Argentina, Paraguai,

Toxica para peixes, suspeita
de toxica para bovinos.

Uruguai, Bolivia. Brasil:
Nordeste (Ceara e
Pernambuco) ao Rio Grande
do Sul, Minas Gerais, Mato
Grosso.
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Paullinia pinnata Cururu-apé Sementes, Ictiotdxicas, venenos, | Africa: Congo, Madagascar,
raizes e|chapéus, balaios, lagos,|Senegal, Zambezia; México,
cascas, fibras. |arapucas, arcos de barris. Os | Argentina e Brasil.

escravos africanos extraiam
das raizes, <cascas e
sementes uma substancia
venenosa usada nos inimigos
e senhores escravagista.

Paullinia trigonia Tingui-cip6 Caules, folhas | Tinguijar Brasil: S&o Paulo.
e frutos

Paullinia Tingui-da-mata |[Cipé (caule e|Confecgdo de cestos e|Venezuela, México, Argentina,

caracasana ramos) cordas rustica, apicola, com|Paraguai, Brasil: Rio Grande

potencial ornamental. Toéxica|do Sul, Parana, Mato Grosso.
para peixes

Pseudima Fruta-de-anel Frutos Sabzo Africa, Asia, Brasil: Maranhao,

frutescens Amazobnia.

Sapindus Sabonete Cascas e |Adstringentes e  tbnicos|Brasil: Amazénia

arborescens raizes amargos.

Sapindus Saboeiro Sementes, Veneno, artesanato, sabao, |Brasil: Pernambuco e Sao

divaricatus frutos, cascas e |adstringentes e ténicos. Paulo.
raizes.

Sapindus Saponaria Arvore Arborizacao Estados Unidos da América.

marginatus

Tabela 04 - Continuagao




Sapindus

saponaria

Saboneteira

Madeira,
frutos, arvore e
sementes.

Ornamentacéo e
arborizagao. A madeira é
empregada na construgao
civil e fabricacao de
brinquedos. O fruto possui
saponinas e triturado serve
de sabao. As sementes séo
usadas como inseticida e
tem oleo usado para a
preparacao de sabonetes.

Estados Unidos da América,
México, Argentina, Brasil:

Amazobnia, Goias, Mato Grosso e

Mato Grosso do Sul.

Serjania erecta

Cinco-folhas

Folhas e raizes

Preparagao de chas com as
folhas para auxiliar o
tratamento de ulceras. A raiz
serve para o combate da
hipertensdo. Tem potencial
ornamental.

Brasil: Mato Grosso, Mato Grosso

do Sul, Goias e Distrito Federal.

Serjania ovalifolia | Timbd-amarelo |Folhas O macerado das folhas é Brasil: Goias e regido do norte do
utilizado com ictiotdxico pais.
Talisia acutifolia Pau-de-espeto- |Frutos Comestiveis, chas, Brasil: Amazonia
vermelho, ornamentais.
pitombeira
Tripterodendron Farinha-seca Arvore Ornamental. Brasil: Minas Gerais, rio de Janeiro.
filicifolium
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Algumas plantas pertencentes a familia Sapindaceae sao utilizadas na medicina

popular com diversas utilidades. Representantes das espécies consagradas pelo uso

popular passaram por testes bioldgicos para verificagdo das suas atividades biolégicas

como se pode observar na Tabela 05.

Tabela 05 - Atividades biolégicas de algumas espécies na Familia Sapindaceae

Espécies

Atividade biolégica

Referéncia

Dodonaea viscosa

Antimicrobiana, antidiarréica,
antiinflamatéria, problemas de

pele, estomatites.

Getie et al., 2003.

Filicium decipiens

Antifungica, bactericida e

moluscicida.

Jayasinghe et al., 2001.

Harpullia ramiflora

Veneno para peixes,

Antirreumatismo.

Khan et al., 2001.

Harpullia petiolaris |Veneno para peixes, | Khan e Omoloso, 2002.
antirreumatismo.
Litchi chinensis Antiinflamatoério, problemas | Besra et al., 1996.

intestinais e neuroldgicos.

Paullinia cupana | Estimulante, rejuvenescedor, | Santa Maria et al., 1998.
afrodisiaco.
Paullinia yoco Estimulante. Weckerle et al., 2003.
Paullinia Estimulante. Weckerle et al., 2003.
pachycarpa
Sapindus Antiulcera. Albiero et al., 2002.
saponaria
Sapindus trifoliatus | Problemas estomacais e | Arulmozhl et al., 2004.
espermicida.
B T e T P esir oo
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2.1.2- A fitoquimica da familia Sapindaceae

Do ponto de vista fitoquimico, a familia Sapindaceae esta caracterizada pela
presenca de saponinas sendo por este motivo chamada de ’fruta-sab&do”. Porém,
outras classes de substancias foram isoladas de varias de suas espécies tais como:
alcalodides, proantocianidinas, flavonas, poliisoprenos, sesquiterpenos e esteroides.
(Tabela 06 e Figura 04)

Tabela 06 - Ocorréncia de saponinas e outras substancias da familia Sapindaceae

Espécies Fonte Substancias Referéncia
Cupaniopsis azantha Casca 1-4 Bousserouel et al,
2005.
Cupaniopsis Casca 5-6 Bousserouel et al,
phallacrocarpa 2005.
Cupaniopsis Casca 7-10 Bousserouel et al,
Trigonocarpa 2005.
Dimocarpus fumatus Casca do caule 11-18 Voutquenne et al,
1999.
Dodonaea viscosa Folhas 19 -25 Ortega et al., 2001.
Elattostachys apetala |Casca do caule e |26 - 36 Lavaud et al., 2001.
folhas
Filicium decipiens Casca do caule 37 -44 Lavaud et al., 1997.
45 Jayasinghe et al,
2001.
Lepisantes rubiginosa |Folhas e casca do |46 Adesanya et al.,
caule 1999.
Harpullia austro- | Casca do caule 47 - 52 Voutquenne et al,
caledonica 2002.
Harpullia austro-| Casca do caule 53 - 61 Voutquenne et al.,
caledonica 2002.
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Tabela 06 - Continuacao

Harpullia cupanioides | Casca do caule 62 - 66 Voutquenne et al.,
1998

Litchi chinensis Fruto 67 -70 Sarni-Manchado et
al., 2000.

Nephelium maingayi Casca 71-79 Ito et al., 2004.

Paullinia cupana Folhas, casca €(80-82 Mattei et al., 1998.

flores

Paullinia pachycarpa Casca do caule 80 - 81 Weckerle et al., 2003.

Paullinia pinnata Folhas 83-84 Abourashed et al.,
1999.

Paullinia yoco Casca do caule 80 - 81 Weckerle et al., 2003.

Pometia eximia Caule 85-94 Jayasinghe et al,
1995.

Pometia ridleyi Casca do caule 95 -102 Voutquenne et al,
2003.

Sapindus emarginatus | Pericarpo 103 - 113 Kanchanapoom et al.,
2001.

Sapindus mukurossi Pericarpo 114 122 Kasai et al., 1986.

Stocksia brahuica Planta inteira 123 - 128 Zulfqar et al., 1998.
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2.2. - O género Paullinia:

O género Paullinia compreende mais de 180 espécies, todas sao lianas
neotropicais com exceg¢ao de P. pinnata que também ocorre nos trépicos africanos
(Weckerle et al., 2003).

Paullinia € um género frequentemente encontrado nas matas, algumas sao
venenosas, podendo inclusive envenenar o mel produzido por abelhas. Os
representantes do género destacam-se por apresentar propriedades diversas: P.
cupana conhecida como “guarana” utilizado como toénico estimulante muscular e mental
(Espinola et al., 1997). Paullinia pinnata utilizada no combate a malaria (Chabra et al.,
1991) e algumas espécies dentro deste género sao utilizadas na pesca primitiva
(Kinghorn e Balandrin, 1993).

2.2.1 - Afitoquimica do Género Paullinia

O género Paullinia possui um grande numero de espécies, sendo a maioria
ainda nao estudada fitoquimicamente.

A espécie Paullinia pinnata L. € uma espécie de trepadeira usada na medicina
tradicional para o tratamento da malaria (Chabra et al., 1991). A investigacéo
fitoquimica desta espécie tem mostrado a presenca de saponinas (terpenoidais e
cardioténicas) e flavondides ( Aboyurashed et al., 1999).

Dentre as diversas espécies que compdem o género podemos citar ainda uma
espécie nativa da regido amazdnica bastante conhecida, Paullinia cupana (guarana),
muito utilizada na medicina popular brasileira. Seu consumo também se faz presente
na América e Europa na preparagao de bebidas n&o alcodlicas. O guarana também foi
usado por varios séculos como estimulante pelos indios Sateré-Maué que viveram na
Regido Amazbnica (Heman, 1982). O guarana ainda é utilizado popularmente com
diversos outros propodsitos: tonico (devido ao efeito rejuvenescedor e afrodisiaco
(Mattei, 1998; Henman, 1982; Santa-Maria et al., 1998; Galvdo et al., 2002),
estimulante do sistema nervoso, antidiarréico, diurético e agente antineural (Mattei et
al., 1998).
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Outra espécie pertencente ao género, P. yoco € uma planta muito consumida
pelos povos indigenas do sul da Coldbmbia e Norte do Equador, que a ingerem
tradicionalmente pela manha entre as 5:00 e 6:00 horas uma vez que & costume da
populagao local ficar em jejum até as 12:00h, o que segundo eles diminui a sensagao
de fome e age como estimulante muscular (Schultes, 1942).

Outras espécies (P. caracasana, P. pinnata, P. grandiflora, P. alata e P. spicata)
sdo utilizadas no envenenamento de flechas pelos indios, e também na pescaria
primitiva mergulhando-se a planta na agua (timbo).

“Timbd é uma designagdo popular empregada, em todo o Brasil, para um
grande numero de plantas utilizadas por populagbdes primitivas na pesca, através do
envenenamento e tem sido adotada desde os tempos pré-colombianos até os dias
atuais. Na pratica, coloca-se a planta previamente esmagada no rio, o veneno
difundido na agua é levado pela correnteza, e apds algum tempo produz-se o efeito
desejado: muitos peixes vém a tona, geralmente flutuando de ventre para cima e
estonteados. Neste estado podem ser facilmente apanhados e consumidos sem
nenhum prejuizo a saude humana, pois, a substancia toxica esta presente em
pequenas porcentagens”. Diversas outras plantas podem ser utilizadas com esta
finalidade, sendo que as mais conhecidas na América do Sul, sdo espécies dos
géneros Serjania e Magonia (Sapindaceae), Derris e Thephrosia (Fabaceae) e
Baillieria, Clibadium e Lchthytothere (Asteraceae), sendo que as plantas desta ultima
familia sdo simplesmente esmagadas e espalhadas na agua como as demais, porém,
incorporadas em iscas que os peixes ingerem. Dependendo da familia varia-se a parte
da planta utilizada, no caso da Asteraceae sao as folhas, da Sapindaceae as cascas,
da Teofrastaceae as sementes e da Fabaceae as raizes. Em alguns casos, as
substancias ativas sado conhecidas, por exemplo: Na Fabaceae, o principio ativo mais
importante € a rotenona, ao lado de outros isoflavondides de estrutura semelhante
denominados rotendides. Porém, eles ndo agem isoladamente, é provavel que as
saponinas que 0s acompanham, promovam a suspensao das substancias no meio,

ajudando assim a exercer sua agao toxica (Kinghorn e Balandrin, 1993).
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2.3. - A éspécie Paullinia weinmanniaefolia

Paullinia weinmanniaefolia descrita por Mart. € conhecida popularmente como
"cipo-sangue”, devido ao exsudato de coloragdo vermelha que é produzido quando a

planta é lesada. Pelo melhor do nosso conhecimento, este é o primeiro relato do estudo

fitoquimico da espécie.

Tabela 07 - Classificagao Botanica
(www.inbio.ac.cr/bims/k03/p13/c045/.0133/f01657.htm - 29/09/04)

Classificagao Botanica

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Sapindales
Familia Sapindaceae
Género Paullinia
Espécie Paullinia weinmanniaefolia
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3.0 — Objetivos
3.1 — Objetivos Gerais

O principal objetivo deste trabalho visou o isolamento, purificagcédo e
identificacdo estrutural dos constituintes quimicos bioproduzidos pelo metabolismo
secundario especializado de um espécime de Paullinia weinmanniaefolia, coletada no

Complexo Lagunar Grussai-lquipari, Sdo Jodo da Barra-RJ.

3.2 - Objetivos especificos

» Aprendizado de técnicas cromatograficas de isolamento e
purificagcao de substancias;

= Aprendizado da interpretacdo de espectros IV, Massas e RMN de
metabdlitos secundarios;

» Aprendizado da metodologia basica de avaliagdo de citotoxicidade
de extratos e sua aplicagdo na rotina do laboratério;

» Aprendizado da metodologia basica de avaliagdo da atividade

antioxidante dos extratos frente ao radical livre DPPH.
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4.0 - Materiais e Métodos

= A concentragdo dos extratos e fragcdes foi efetuada sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo, Buchi B-480 e Fisatom 802.

= As cromatografias em camada delgada (CCDA) foram feitas em cromatofolhas
de silica gel 60 GF2s4, RP-18 F2s4s € Celulose (Merck). As substancias foram
detectadas por irradiacdo com lampada ultravioleta a 254 e 365nm e/ou
borrifagdo com reveladores cromogénicos (vanilina sulfurica e solugao alcodlica
de cloreto férrico hexaidratado).

» Os critérios de pureza adotados foram a observagdo de uma unica mancha em

cromatografia em camada delgada (CCDA), variando-se a fase movel.
= Os pontos de fusado, foram obtidos em aparelho MQAPF - 301 da Microquimica.
(Sem corregao)

= Nas separagdes cromatograficas em coluna, foram utilizados dois tipos de silica:
silica gel 60G (0,063-0,200mm; 70-230 mesh ASTM) Merck e Vetec e silica gel
60G ( 0,04-0,063mm; 230-400 mesh ASTM e MERCK).

= Agente dessecante: Na;SO,4 anidro.

» Nos procedimentos cromatograficos e nas reacdes de derivatizagdo foram

utilizados solventes analiticamente puros das marcas VETEC, SYNTH e MERCK.
= Os espectros de absor¢ao na regido do infravermelho (1V) foram registrados em
espectrémetro Perkin EImer FT-IR 1600, em pastilhas de KBr.

» Os espectros de massas (EM) foram obtidos no aparelho GC/EM - QP-5050

(Shimadzu) a 70 eV.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados em
espectrometro Jeol Eclipse, operando a uma freqiiéncia de 400 MHz para 'H e 100
MHz para C. Os solventes utilizados foram: Cloroférmio deuterado (CDCl3), metanol
deuterado (CD3;OD) e dimetilsulféxido deuterado (DMSO- dg), puros da marca CIL
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc) utilizando como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (3) foram indicados em ppm e as

constantes de acoplamento (J) em Hz.
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5.0 - PARTE EXPERIMENTAL
5.1 - Coleta da Planta

O espécime P. weinmanniaefolia foi coletado na restinga do complexo lagunar
Grussai-lquipari no municipio de Sao Joao da Barra, (21° 44’S; 41°02°0), regiao norte
do estado do Rio de Janeiro em fevereiro de 2003. O rio Paraiba do Sul é citado como
importante fator na formacgao dessa regido (Lamego, 1974; Dias e Silva, 1984; Flexor et
al., 1984; Suguio e Tessler 1984).

5.2 - Preparagao dos Extratos

As folhas e o caule de um espécime de P. weinmanniaefolia foram secos a
temperatura ambiente e reduzidas a p6 em moinho de martelo. O material moido foi
submetido a sucessivas extragcbes com hexano, diclorometano, metanol e metanol-
agua. Os extratos foram concentrados a pressado reduzida em evaporador rotatorio

como mostrado no Esquema 01 e 02.

P.W. folhas
22359
Hexano |
[
[ ]
Extrato em hexano Residuo
8,29
Diclorometano |
[
[ ]
Extrato em diclorometano Residuo
3,59
Metanol |
[
[ ]
extrato em metanol Residuo
18,29
Metanol/agua (80:20)
[
[ ]
Extrato em metanol/agua (80:20) Residuo
5,1g

Esquema 01 - Preparacao dos extratos das folhas de P. weinmanniaefolia
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Caule de PW
1,58

|
Hexano |

I
[ ]

Extrato hexanico Residuo
9,39
Diclorometano |
[
[ ]
Extrato em diclorometano Residuo
11,3 g

Metanol |

[ ]
Extrato em metanol Residuo
193,19

Metanol/agua (80:20)

Extrato em metanol/agua (80:20) Residuo
109g

O conceito geografico de restinga refere-se aos corddes arenosos que depositados
pelas correntes marinhas, fecham ou tendem a fechar uma reentrancia na linha da
costa. Ali se estabelecem comunidades vegetais e animais com caracteristicas
marcantes em funcéo das condigdes fisicas do meio.

(www.jornaldapaisagem.br/artigos/art_tabacow4.htm- 05/09/ 2004).

Esquema 02- Preparagao dos extratos do caule de P. weinmanniaefolia

5.3 - Fracionamento Cromatografico do Extrato Hexanico das Folhas de P.

weinmanniaefolia

O fracionamento cromatografico do extrato hexadnico das folhas de
P.weinmanniaefolia produziu as seguintes substancias: PW-01, PW-4, PW-05 ¢ PW-
06.

Uma aliquota de 8,2 g do extrato foi submetido a CC em gel de silica utilizando
como eluente (CgH14, CH2Cl, AcOEt e MeOH) em gradiente crescente de polaridade.
As fracbes obtidas foram analisadas por CCDA e reunidas de acordo com a

semelhanca de Rf.
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As fragdes de n° 1 - 5 (750 mg) apresentaram grande quantidade de material
graxo e nao foram trabalhadas.

As fragdes de n° 6 - 9 (830 mg) foram submetidas a CC em gel de silica
utilizando como eluente (CH,Cl,:AcOEt) em gradiente crescente de polaridade, as
subfracbes resultantes foram analisadas através de CCDA com varios sistemas de
eluentes (CeH14:CH2Cly; CH2Cl;) e revelou-se como uma unica mancha que apés
analise espectral mostrou-se tratar de uma mistura contendo os seguintes triterpenos:
PW-04, PW-05 e PW-06.

As fragdes 10 - 12 (750 mg) foram submetidas a CCDP (CgH14:CH,CI, -20:80)
seguida de CC flash utilizando CH,Cl, como eluente, levando ao isolamento adicional
do triterpeno PW-01.

As fracdes de 18 - 20 (3,8 g) apresentaram grande quantidade de clorofila e ndo

foram trabalhadas.

Extrato hexanico das folhas
82 g

CC em gel de silica (CgH44, CH,Cl,, AcOEt, MeOH)

1-5 6-9 10-12 13-20
750,0 mg 830,0 mg 750,0 mg 389
CC em gel de silica CCDP (CgH14:CH,CI, - 2:8)
(CH,Cl,:AcOEt) CC Flash
(CH,CI,)
Material P"‘li"?v“bgw'” PW-01 Clorofila
graxo 320 mg 85,0 mg (majoritario)

Esquema - 03 - Fracionamento do extrato hexanico das folhas de P.

weinmanniaefolia
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5.4 - Fracionamento Cromatografico do Extrato Diclorometanico das folhas de P.

weinmanniaefolia

Uma aliquota de 2,8 g do extrato diclorometéanico das folhas foi submetida a CC
em gel de silica utilizando como eluente (CgH14, CH,Cl,, AcOEt e MeOH) em gradiente
crescente de polaridade. As fragcdes obtidas foram analisadas através de CCDA e
reunidas de acordo com a identidade de Rf.

As fragbes de 7 - 12 (1,3 g) foram submetidas a CC flash utilizando como eluente
CeH14: CH,CI>-20:80) resultando no isolamento adicional dos triterpenos: PW-01, PW-
04, PW-05 e PW-06. (Esquema 04)

Extrato diclorometanico das
folhas 2,8 g

CC em gel de silica
(CgH414, CH,CI,, AcOEt, MeOH)

1-6 7-12 13-15
433,0 mg 1,39 820,0 mg
CC flash

(CGHG :CH2C|2 - 2080)

Material ~ Pureza
graxo inadequada
PW-01 PW-04, PW-05
62,0 m PW-06

g 15,0 mg

Esquema - 04 - Fracionamento do extrato diclorometdnico das folhas de P.

weinmanniaefolia
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5.5 - Fracionamento Cromatografico do Extrato Hexanico do Caule de P.

weinmanniaefolia

O fracionamento das substancias iniciou-se durante o processo de evaporagao
do solvente do extrato hexanico obtendo-se um material cristalino, que foi submetido a
cromatografia em coluna (CC) de gel de silica, resultando em quantidade adicional da
substancia PW-01. Uma aliquota deste extrato (7,1 g) foi submetido a CC em gel de
silica utilizando como eluente (CgH14, CH2Cl,, AcOEt € MeOH) em ordem de polaridade
crescente apés analise por CCDA as fragbes foram reunidas de acordo com a
identidade de Rf.

As fragdes de 1 - 9 (610 mg) apresentaram material graxo e portanto nao foram
trabalhadas. As fragbes de 10 - 15 (2,50 g) foram submetidas a CC em gel de silica
utilizando como eluente (CgH14:CH2Cl,;) em ordem crescente de polaridade, seguida de
CCDP utilizando como eluente (CgH14.: CH2CI, - 20:80). Este procedimentos resultou no
isolamento da substancia PW-01.

As fragdes de 16 - 20 (2,9 g) mostraram-se ricas em clorofila através de CCDA e

portanto ndo foram trabalhadas.

Extrato hexanico do
caule 7,19

CC em gel de silica
(C6H14, CH20|2, AcOEt, MeOH)

1-9 10-15 16 - 20
610,0 mg 25¢g 299

1) CC em gel de silica
(CgH14, CHoCly)

2) CCDP
(C6H14 :CH2C|2 - 28)
Material Clorofila
graxo PW-01 (maijoritario)
158,0 mg
Esquema - 05 - Fracionamento do extrato hexanico do caule de P.

weinmanniaefolia
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5.6 - Fracionamento Cromatografico do Extrato Diclorometanico do caule de P.

weinmanniaefolia

Uma aliquota de 9,2 g do extrato diclorometanico foi submetido a fracionamento
cromatografico em CC de gel de silica eluida com (CgH44, CH2Cl,, ACOEt e MeOH) em
gradiente crescente de polaridade. Apds analise através de CCDA foram reunidas de
acordo com a semelhanca de Rf.

As fragbes de n° 1 - 8 (835 mg) por apresentarem grande quantidade de material
graxo, nao foram trabalhadas.

As fragdes de n° 9 - 30 (3,400 g) foram submetidas a cromatografia CC tipo flash
utilizando como eluente (CH2Cl,:AcOEt - 20:80) o que resultou no isolamento de PW-07
e quantidade adicional de PW-01.

As fragdes de n°® 31 - 60 (2,3 g) foram submetidas a CC tipo flash utilizando como
eluente (CgH14: CH,ClI, - 30:70) resultou no isolamento de PW-02.

As fragbes de n° 61 - 82 (1,6 g) foram submetidas a lavagem com éter de
petroleo. O material solido resultante foi recristalizado na mistura (CgH14:CH2Cl,) e
posteriormente submetida a CCDP utilizando como sistema de eluente (CH,Cl,:AcOEt -
25:75) resultando no isolamento da substancia PW-03.

As fragdes de n°® 83 - 110 (540 mg) foram submetidas a CC tipo flash utilizando
como eluente (CH.Cl, : AcOEt - 20:80), seguida de CCDP com o mesmo sistema de

eluente, resultando no isolamento das substancias PW-08, PW-09 e PW-10.
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Extrato Diclorometanico
92 g

CC em gel de silica (CgH 4, CH,Clp, ACOet, MeOH)

1-8 9-30 66 - 104 61 - 82 83 - 110
835,0 mg 34¢ 23g 16g 540,0 mg
CC Flash 1) CC em gel de silica 1) Lavagem com éter 1) CC Flash
(CH,Cl,:AcOELt) (C6Hy4, CH,CLy) de petréleo (CH,Cl,:AcOEt)
2) CC Flash 2) Recristalizagdo 2) CCDP
- as 3) CCDP (CH,Cl,:AcOEt - 20:80)
Material (CeHi4, CH,Cly) ()CH2C12:AcOEt -90:10)
2raxo
PW-01 PW-07 PW-02 PW-03
213,0 mg 35,0 mg 155,0 mg 29,0 mg PW-01 PW-08 || PW-09
z 149.0 mg | 32.0mg || pw_19
29.0 mg

Esquema 06 - Fracionamento do extrato diclorometanico do caule de P. weinmanniaefolia
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5.7 - Fracionamento Cromatografico do Extrato Metandlico do caule de P.

weinmanniaefolia

Uma aliquota de 10,4 gramas do extrato metandlico de P.weinmanniaefolia foi
submetida a uma partigdo com AcOEt, éter etilico e metanol (Esquema 07). A fragao soluvel
em acetato de etila (3,7 g) foi seca em evaporador rotatério e submetida a acetilagdo com
anidrido acético:piridina (9:1) (10mL), esta solugcao foi mantida em repouso a temperatura
ambiente por 24 horas. Apds este periodo adicionou-se agua e extraiu-se com acetato de
etila (3x10 mL). Apdés secagem com sulfato de sodio anidro, o solvente foi destilado
obtendo-se depois de seco (4,7 g). Uma aliquota deste material acetilado foi submetido a
CC em coluna de silica gel utilizando como solventes: acetato de etila saturado com agua e
metanol em gradiente de polaridade crescente o que resultou no isolamento dos derivados
acetilados PW-11 e PW-12 (Esquema 07).

Extrato metanodlico
10,4 g

Dissolu¢do com Metanol

AcOEt
Fragdo insoluvel em Fragdo soluvel em
AcOEt 6,0 g AcOEt 3,7 g
Eter etilico Acetilacdo
Fragdo acetilada
47 g
Fracdo soluvel Fragio insoluvel

25¢g 32¢g

Esquema 07 - Particao do extrato metandlico do caule de P. weinmanniaefolia
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Fracéo acetilada
479

CC em gel de silica
(AcOEt saturado com H,O, MeOH)

1-4 5-12 13-17 18 - 23
330,0 mg 635,0 mg 504,0 mg 313¢g
Pureza PW-12 ~ Pureza
inadequada PW-11 19.0mg inadequada
26,0 mg

Esquema 08 - Fracionamento de uma aliquota acetilada do extrato metandlico do

caule de P. weinmanniaefolia
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6.0 - Constituintes Quimicos isolados da espécie P. weinmanniaefolia

O estudo fitoquimico das folhas e caule de um espécime P. Weinmanniaefolia
permitiu o isolamento e a caracterizagao de oito triterpenos: PW-01, PW-02, PW-03, PW-
04, PW-05, PW-06, PW-07, PW-08, dois esterbides: PW-09 e PW-10 e dois ciclitois: PW-11
e PW-12,

6.1 - Triterpenos

(PW-03)

(PW-02)

(PW-04) (PW-05) (PW-06)

(PW-07)
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PW-09

6.3 - Ciclitois

IACOHIIII

AcO

OAc
(PW-11)

PW-10

OAc H3(|) ?H3 OAc
ACOI.,II.

AcO

OAc OAc

(PW-12)
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7.0 - RESULTADOS E DISCUSSOES

7.1 - Triterpendides

7.1.1 - Caracteristicas gerais dos terpendides

Os terpendides formam uma diversificada classe de substancias naturais que tém
sua biogénese no acido mevalénico o qual da origem ao dimetilalilpirofosfato (DMAPP) e
isopentenilpirofosfato (IPP). A unido dessas unidades isoprénicas através do encadeamento

cabeca/cauda da origem as diversas estruturas terpenoidicas (Esquema 09).

)\/\opp /&/\opp Hemiterpenos (Cs)

PP DMAPP

Monoterpenos
GPP M\ ° C1o)
OPP

FPP W\OPP Sesquiterpenos (C15)
FrP e GGPP WM\ .
OPP D|terpen05(CZO)

Triterpenos (C3p)
Esteroides, carotendides (C,q)

Esquema 09 - Precursores e classes de terpenos (Bruneton, 1995)
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Triterpenos sdo metabdlitos secundarios ndo-esteroidais presentes em organismos
da flora e fauna terrestre e marinha podendo ocorrer na forma livre ou na forma de éter,
éster e glicosideo. Embora ha muitos anos o seu uso medicinal tenha sido considerado
limitado, atualmente um numero consideravel de trabalhos tem anunciado o seu grande
potencial (Viegas, 2003; Geetha e Varalakshmi, 2001; Itokawa et al., 1991; Kundu et al.,
2000). Triterpendides sao isopentendides compostos de trinta atomos de carbono e que
podem apresentar esqueleto aciclico, mono, di, tri, tetra ou pentaciclicos. O esqueleto
pentaciclico € o que predomina e que talvez por este motivo tem sido largamente
investigado (Mahato e Kundu, 1994).

7.1.2 - Biossintese de triterpendides

A biossintese dos triterpenos inicia-se com a abertura do anel do epéxido esqualeno
desencadeando a ciclizagdo e a formacdo do cation. E a conformacao inicial do epéxido
esqualeno que determinara a formacao de esterdides ou triterpenos.

= Se o0 epodxido esqualeno se mantiver na conformagdo cadeira-bote-
cadeira a ciclizagao leva ao cation protostanil, precursor intermediario
de cicloartanos e curcubitanos.

= Se 0 epdxido esqualeno se mantiver na conformagao cadeira-cadeira-
cadeira a ciclizacao levara ao cation damaranil.
Alguns triterpenos ndo possuem o grupo hidroxila na posicéo 3. Estes

geralmente sdo formados da ciclizagéo direta do esqualeno.

Esquema 10 - Ciclizagao do epéxido esqualeno (Bruneton, 1995)
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Cation protostanil

. Cicloartanos
Curcubitanos

Esquema 11 - Formagao dos Curcubitanos e cicloartanos (Bruneton, 1995)
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Damarano

Oleano

(p - amirina)

Ursano

i Taraxantano .
Friedelano (e~ amirina)

(Friedelina) (Taraxasteol)

Esquema 12 - Rotas biossintéticas para alguns esqueletos triterpénicos (Bruneton,
1995)
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Glutinol

Friedelina

Esquema 13 - Principais rearranjos do tipo Wagner-Merwein para formagao do

esqueleto friedelano
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7.1.3 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DE PW-01

A substancia PW-01 foi obtida na forma de cristais incolores (P.F. 255,2 - 255,6°C).
A férmula molecular C3oHs00 (seis insaturagdes) foi deduzida por analise comparativa dos
espectros de RMN '3C (trinta sinais simples) (Figura 08, p.68) dados de RMN '*C (Figura
12, p. 72) [sete carbonos quaternarios incluindo um sp? (8¢ 213,19); quatro CH; onze CHy;
oito CH3] e espectro de massas [m/z 426 (M™)] (Figura 13, p.73)

O espectro de RMN 'H de PW-01 (Figura 06, p. 66) mostrou uma grande
quantidade de sinais simples entre oy (0,71 - 1,16) relativos aos hidrogénios dos grupos
metilas, dando ao espectro uma feigdo caracteristica de triterpeno pentaciclico.

Pela analise do espectro de RMN ">C observa-se a presenca de um grupo carbonila
(8¢ 213,19) o qual esta de acordo com a absorgdo a vmax 1715 cm™ tipico de estiramento de
carbonila de cetona ciclica, observado no espectro de infravermelho (Figura 15, p. 75),
(Pavia et al., 1995)

O espectro de infravermelho revela ainda a uma deformacéao axial de CH entre 2927
- 2846 cm™', deformacdo angular assimétrica de CHs; em 1458 cm™, deformac&o angular
assimétrica de CH, em 1363,3 e absor¢cbes moderadamente intensas entre 1100 - 1300 cm’
! de deformacdo axial e angular de C-C-C e do grupo C-CO-C. (Silverstein et al., 2000).

Os deslocamentos quimicos dos carbonos C-2 d¢c (41,51) e C-4 5¢c (58,47) foram
atribuidos com base no efeito desprotetor causado pela carbonila C-3. A absorgao referente

a metila em C-235¢ (6,81) foi atribuida como devido ao efeito protetor exercido pela
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carbonila nesta posicao (Garcez et al., 1981) e também através de dados biogenéticos
(Dewick, 1997).

Esses efeitos podem ser verificados através da comparacéo dos dados de RMN *C
de PW-01 com os dados de dois triterpenos o euforcinol (a) e o epifriedelanol (c) utilizados
como modelo (Figura 05). Verifica-se que quando a posigdo C-3 ndo esta oxidada o
deslocamento quimico dos carbonos adjacentes C-2 e da metila C-23 se apresentam mais

desprotegidos em relagao a friedelina onde C-3 encontra-se oxidado (Ahmad et al., 1994).

Figura 05 - Euforcinol (a), Friedelina (b) e Epifriedelanol (c)

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos grupos metilicos foi feita
considerando-se as interacbdes 1,3-sin-diaxiais existentes na molécula. Essas interacdes
influenciam no deslocamento quimico dos carbonos envolvidos, pois tendem a desprotegé-
los. Esse efeito pode ser observado nas metilas C-24 3¢ (14,64) e C-25 5¢ (17,93); C-25 &¢
(17,93) e C-26 o¢ (20,24), (Garcez et al., 1981).

A existéncia de impedimento estérico entre as metilas C-27 e C-29, forca os anéis D

e E a adotarem a conformacéo bote. O deslocamento quimico em regido de alta frequéncia

observado para C-8 &¢ (53,09) é resultado deste tipo de conformacéo no anel D (Steskind et
al., 1995).

O numero de insaturagdes (seis), o numero de grupos metilicos (oito) e a auséncia

de sinais de absorcdo de dupla ligagdo (C=C) no espectro de RMN '*C, além da
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comparagdo com dados da literatura (Mahato e Kundu, 1994) nos sugerem para a
substancia PW-01 a estrutura da friedelina.

O assinalamento completo de RMN "H e "*C do triterpeno pentaciclico PW-01 foi
determinado através de seus espectros de RMN 'H, ">C e comparacdo com dados da
literatura (Mahato e Kundu, 1994) (Tabela 08, p. 64). Esses dados confirmam a estrutura

da friedelina (3-oxofriedooleanona) para o triterpendide isolado de P. weinmanniaefolia.
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Tabela 08 - Dados de RMN 'H e ™C (400 e 100 MHz, CDCls) da substancia PW-01,

comparados com dados da literatura para a friedelina (Mahato e Kundu, 1994)?

PW-01 Friedelina PW-01 Friedelina
OH OH ¢ ¢
C
3 - - 213,19 213,0
5 - - 42,13 42,0
9 - - 37,43 37,3
13 - - 39,69 39,5
14 - - 38,28 38,1
17 - - 29,98 29,8
20 - - 28,16 28,0
CH -
4 2,23(q, J=6,4HzH-4) | 224 (q, J=6,4 Hz H-4) 58,47 58,0
8 1,38 1,38 (1H, m, H-18) 53,09 52,9
10 - 1,53 (1H, m, H-18) 59,47 59,3
18 - 1,54 (1H, m, H-18) 42,79 42.6
CH,
1 1,94 (1H, m, H-1) 1,94 (1H, m, H-1) 22,27 22,1
1,62 (1H, m, H-1)
2 2,36 (2H, m, H-2) 2,36 (2H, m, H-2) 41,51 41,4
6 - - 41,28 41,1
7 - - 18,23 18,0
11 - - 35,61 35,5
12 - - 30,49 30,3
15 - - 32,41 32,3
16 - - 36,00 35,9
19 - - 35,33 35,2
21 - - 32,76 32,6
22 - - 39,24 39,1
CH;
23 0,86 (3H, d, J=6,7 Hz, | 0,87 (3H, d, J =6,7 Hz, 6,81 6,7
H-23) H-23)
24 0,71 (3H, s, H-24) 0,71 (3H, s, H-24) 14,64 14,5
25 0,86 (3H, s, H-25) 0,85 (3H, s, H-25) 17,93 17,8
26 0,99 (3H, s, H-26) 0,99 (3H, s, H-26) 20,24 20,1
27 1,03 (3H, s, H-27) 1,03 (3H, s, H-27) 18,65 18,5
28 1,16 (3H, s, H-27 1,16 (3H, s, H-27) 32,08 32,0
29 0,94 (3H, s, H-29) 0,94 (3H, s, H-29) 35,01 34,9
30 0,99 (6H, s, H-30) 0,99 (6H, s, H-30) 31,77 31,7
2RMN "H e ™*C (300,13 e 75,47 MHz; respectivamente; CDCl5)
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O espectro de massas (Figura 14, p. 74) mostrou, dentre outros o sinal: m/z 426
referente ao pico do ion molecular e outros ions fragmentarios que sdo compativeis com a

férmula molecular C3oHs00 e com a estrutura da friedelina (Esquema 14).

~CaHg
o7

CogHs60 m/z (398)

|

CaoHs0  M* (426)

- C3H4O |O
-

m/z 341 025H42

3

_| _I;
S‘*

-CgoH1e 7 CoHq *

—

—
@) (0]
@)
Cy4H340 miz 302) m/z (273) C4gH290

1
Esquema 14 — Proposta de alguns fragmentos de massas de PW-01
|
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Figura 07 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI;) (Expansao da regido entre0,71 - 1,28 ppm) de PW-01
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7.1.4 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DE PW-02

A substancia PW-02 foi obtida na forma de cristais incolores (P.F.:
263,5-264,8°C). A férmula molecular C3oHs00, foi deduzida a partir da analise
dos espectros de massas e RMN de 'H "*C-HBBD, RMN '*C-APT, e os
experimentos bidimensionais, COSY, NOESY, HMQC e HMBC.

O espectro de RMN 'H de PW-02 (Figuras 16 e 17, p.82 e 83)
apresentou sete sinais simples e um sinal duplo relativos aos hidrogénios dos
grupos metilicos na regiao de oy (0,89 - 1,17) 0 que revela o carater triterpénico
da substancia. O espectro de RMN "H mostrou ainda um sinal em &y [3,82; dd;
J=11,72 e 3,64 Hz (H-3)] cujos valores das constantes de acoplamento séo
compativeis com acoplamentos geminal e axial-equatorial respectivamente,
tipicos de um sistema cicloexanico; um sinal em [3,54; d; J=3,68 Hz (OH)], um
sinal a oc [2,54; dd; J=13,6; 3,3 Hz (H-1)] cujos valores de J expressam o
acoplamento geminal, axial-axial e axial-equatorial também caracteristicos de
um sistema cicloexanico; um sinal a éy (1,83; dt; J=13,2 e 2,9 Hz) cujos valores
de J sédo caracteristicos de acoplamentos geminal, axial-axial e axial-equatorial
(Pavia, 1995).

O espectro de RMN 'H apresentou um sinal duplo em &y [1,05; d, J=
6,24 Hz (H-23)] referente ao hidrogénio da metila C-23 acoplando com H-4, que
foi confirmado através da observacgéo do mapa de correlagdo homonuclear 'H x
'H-COSY o qual mostra a correlagdo existente entre esses hidrogénios (Figura
18, p.84).
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Através do numero de linhas espectrais revelado pelo espectro de
RMN *C totalmente desacoplado (Figura 21, p. 87), e do espectro de RMN
BC-APT (Figura 24, p. 90), foi possivel observar a presenca de (30 sinais
simples), sendo [7carbonos quaternarios incluindo um sp? ¢ (211,88; C-2); 5
CH [sendo um deles carbindlico 6¢ (77,31)]; 10 CH, e 8 CH3). E ainda o sinal o¢
(77,31) referente a carbono ligado a hidroxila pode ser confirmado através da
banda e 3440 cm™ referente a vibragéo de deformac&o axial de OH.

O sinal 6c (211,88) relativo a carbonila pode ser confirmado pelo
espectro de infravermelho (Figura 34, p. 100), onde se observa os seguintes
sinais: 1706 - 1716 cm™" correspondente a estiramento da carbonila de cetona;
1458 cm™” a deformacéo angular simétrica no plano de CH;; 1060 cm’’
deformagéao axial de C-O de alcool primario; (Silverstein et al., 2000); 1392 cm’
deformacdo angular assimétrica de CHs e uma banda entre 1000 - 650 cm™ de
deformagao fora do plano referente a carbono olefinico (Pavia et al., 1995).

Comparando-se a absorgédo do grupamento C=0 de PW-02 com PW-01
observa-se que este grupamento esta mais protegido em torno de 1,40 ppm em
relacdo a PW-01. Esta diferenca é atribuida a presenca da hidroxila na posicao
C-3 8¢ (77,31), confirmando desse modo as absorgdes observadas no espectro
de infravermelho.

Outro carbono que mostra grande diferengca em relagdo a PW-01 na sua
posicao na escala de deslocamento quimico é o carbono C-1 que se apresenta
mais desprotegido em torno de 13,79 ppm, devido ao efeito de desprotecéo
causado pela carbonila em C-2 (Garcez et al., 1981). Esses dados sugerem
que os grupos carbonila e hidroxila estdo ligados respectivamente aos
carbonos C-2 e C-3 no triterpeno PW-02.

Além das interagdes 1,3-sin-diaxiais também observadas em PW-01, foi
considerado o efeito y-gauche na atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos
grupos metilas. A metila C-23 em PW-02 encontra-se desprotegida cerca de
4,0 ppm em relagdo a PW-01 devido a interagédo y-gauche com a hidroxila em
C-3 (equatorial) e a metila C-23 (equatorial) (Garcez et al., 1981).

Pela interpretacdo do espectro de RMN de 'H e *C (Tabela 09, p. 81)
aliado as informagdes obtidas na literatura nos permitiu concluir que PW-02 se

trata de um triterpeno pertencente a série friedelano.
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Através do mapa de correlagédo heteronuclear HMQC (Figuras 27 - 29, p.
93 - 95) foi possivel confirmar as atribuicbes de deslocamentos quimicos,
permitindo associar de forma clara importantes correlagbes tais como:
hidrogénio carbindlico ¢ 3,82 (dd; J= 11,7 Hz) com o atomo de carbono C-3
(77,31 ppm); hidrogénios metilénicos 6c 2,40 (t; 13,6 Hz) com o atomo de
carbono C-1 (36,12 ppm); hidrogénios metilénicos 6y 1,83 (df; 12,8 e 2,9 Hz)
com o atomo de carbono C-6 (40,63 ppm); hidrogénios metilénicos oy (1,54 e
1,25) com C-15 (32,34 ppm); hidrogénios metilénicos oy (1,54 e 1,33) com o
atomo de carbono C-16 (35,93 ppm); hidrogénios metilénicos oy (1,30 e 1,20)
com C-19 (35,05 ppm); hidrogénios metilénicos 64 (1,38 e 1,16) com o C-11
(35,32 8); hidrogénios metilénicos o4 (1,46 e 1,24) com o C-21 (32,73 ppm );
hidrogénios metilénicos oy (1,46 e 0,92) com o carbono C-22 (39,21 ppm ).

O mapa de correlagao heteronuclear HMBC (Figuras 30 - 32, p. 96 - 98)
nos auxiliou nas atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono, principalmente os ndo hidrogenados, revelando de forma clara o
acoplamento entre o atomo de carbono nao hidrogenado (C-2) e os hidrogénios
(2H-1, H-3 e OH-3); o carbono nao hidrogenado (C-5) e os hidrogénios (3H-24,
2H-6, 3H-23); o carbono n&o hidrogenado (C-9) e os hidrogénios (3H-25, H-10,
2H-1); o carbono n&o hidrogenado (C-13) e os hidrogénios (3H-27, 2H-12, H-
18); o carbono ndo hidrogenado (C-14) e os hidrogénios (3H-26, H-8, 2H-15);
o carbono nao hidrogenado (C-17) e os hidrogénios (3H-28, 2H-16, 2H-22, H-
18); o carbono nao hidrogenado (C-20) e os hidrogénios (3H-29, 3H-30, 2H-21,
2H-18).

O mapa de correlagao espacial NOESY (Figuras 19 e 20, p. 85 e 86) nos
auxiliou nas atribuicdes resultantes da interacdo espacial entre os diferentes
atomos de hidrogénios da molécula. A orientacdo da metila [C-24 (axial)] foi
estabelecida devido a interagdo com o H-3 (axial); a orientagdo das metilas [C-
24 (axial) e C-25 (axial)] foi estabelecida devido a interacdo com o H-1 (axial); a
orientagao das metilas [C-23 (equatorial) e C-24 (axial)] foi estabelecida devido
a interacdo com o H-6 (equatorial); a orientagdo da hidroxila HO-3 (p) foi
estabelecida a partir da interagcdo espacial existente entre H-3 (axial) e os
hidrogénios metilicos [3H-23 (equatorial) e 3H-24 (axial)]. A atribuicdo completa
dos dados espectrais de RMN encontra-se na Tabela - 09).
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Tabela 09 - Dados de RMN 'H e "*C (100 MHZ, CDCl3) da substancia PW-02,
comparados com dados da literatura para a friedelona (Mahato e Kundu,

1994)°
o PW-02 oy Friedelona PW-02 | Friedelona

C
2 -- -- 211.82 211,6
5 -- -- 37.577 38,0
9 -- -- 38.03 37,6
13 -- -- 39.58 59,6
14 -- -- 38.25 38,2
17 -- -- 29.62 29,9
20 -- -- 28.08 28,1
CH
3 3,82 (dd, 11,7; 3,80 (1H, dd, J = 12 Hz, H-3) 77.25 76,9

2,6)
4 1,30 1,83(d, J =12, H-4) 54.48 54,4
8 1,28 -- 53.07 53,1
10 1,30 -- 60.35 60,3
18 1,59 (s/) -- 42.70 42,7
CH.
1 2,53 (dd, 13,6, 2,51 (dd, J=13,0; 13,0e 4,0 36.06 36,0

3,3) Hz; H-1)

2,40 (t, 13,6) 2,38

6 1,85 (td, 12,8; 2,9) -- 40.57 40,6

1,05
7 1,50 -- 17.53 17,5
11 1,38; 1,16 -- 35.86 35,0
12 1,30 -- 30.25 30,2
15 1,54; 1,25 -- 32.27 32,3
16 1,54; 1,33 -- 35.86 35,9
19 1,30; 1,20 -- 35.25 35,2
21 1,46; 1,24 -- 32.67 32,7
22 1,46; 0,92 -- 39.15 39,1
CH;
23 1,05 (d, 6,6) 1,02 (3H, d, J=7,5 Hz, H-23) 10.73 10,7
24 1,03 (s) -- 14.09 14,0
25 0,89 (s) -- 17.52 17,3
26 1,01 (s) -- 20.10 18,4
27 0,98 (s) -- 18.48 20,1
28 1,17 (S) -- 32.00 32,0
29 0,99 (s) -- 31.67 34,9
30 0,94 (s) -- 35.86 31,7
OH-3 3,54 (d; 2,6) 3,55 (1H, d, J = 4,0 Hz, OH-3)

® RMN "H e °C (270 e 20,1 MHZ, respectivamente; CDCl,)
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Através da interpretacdo dos espectros obtidos por espectrometria de
massas (Figura 33, p. 98) foi possivel observar o fragmento a m/z= 442
referente ao ion molecular e compativel com a formula molecular C3pHs005.
Porém, observou-se outros picos caracteristicos como: m/z= 318, m/z=289,
m/z=95 e m/z=69. Esses dados confirmam a estrutura quimica da Friedelona
(3a- hidroxi - 2 - oxofriedooleanona) para PW-02 (Ahmad et al; 1994).

. + .
— . —
(0)
— 0 -CgH1e
- _—
(6] HO
HO
HO

m/z (31 8) 021 H3402

-Qﬂim/
i N

. 1
(0) -C21H3302
o S
HO m/z (125) CgH
HO (125) CoHy7

m/z (289) C1 9H2902

\

Esquema 15 - Proposta de alguns fragmentos de massas para PW-02
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Figura 19 - Mapa de correlagio NOESY 'H x 'H de PW-02
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7.1.5 - TRITERPENO PW-03

A substancia PW-03 foi obtida na forma de cristais incolores (P.F.:
255,5 - 257,8°C), cuja formula molecular C3pHs500 (seis insaturagdes) deduzida
por analise comparativa dos espectros de RMN 'H e dados de RMN "°C - APT
[trinta sinais simples, (sete carbonos quaternarios sendo um deles mono
oxigenado d¢ (213,11; C-3); quatro CH sendo um deles ligado a OH &¢ (68,04);
doze CH; e sete CH3] (Figura 38, p. 108).

O espectro de RMN 'H de PW-03 (Figura 35, p. 107) mostrou uma
grande quantidade de sinais simples entre &4 (0,72 - 1,25) relativos aos grupos
metilas. A prote¢do no sinal de deslocamento quimico correspondente a metila
C-23 &y (0,72) pode ser justificado pela presenca da carbonila adjacente em C-
3. Observou-se também um sinal singleto largo em &y (3,66) caracteristico de
hidrogénio carbindlico.

O espectro de RMN "®*C-APT indica a presenca de um grupo carbonila
oc [213,11; (C-3)] e também um sinal a 5¢ (68,03) referente ao carbono C-28,
que se encontra desprotegido cerca de 35,0 ppm quando comparado a PW-01
sugerindo a presenga da hidroxila na posi¢ao C-28, de acordo com os dados
de RMN "H e RMN "°C.

A introducdo de um grupo hidroxila na molécula resulta em um
deslocamento quimico cerca de 34 - 50 ppm mais desprotegido para o

carbono-a, uma desprotegdo de 2 - 10 ppm para o carbono-f e um efeito

«onc™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.
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protetor da ordem de 0 - 9 ppm para o carbono-y. (Tabela 10, P. 101) (Mahato
e Kundu, 1994).

Esses dados também podem ser confirmados quando comparamos o0s
deslocamentos quimicos da friedelina e canofilol junto aqueles verificados na
literatura (Ahmad et al; 1994) nos sugerindo a estrutura do candfilol para a
substancia PW-03.

Tabela 10 - Efeitos: «, e y verificado para o canofilol em relagao a friedelina

C Friedelina (&¢) Canofilol (6¢c)
28 (a) 32,0 68,0
17 (B) 29,8 35,0
16 (») 36,0 29,1
22 (p) 39,1 33,0

Assim como verificado em PW-01 e PW-02, observa-se a conformacéao
bote dos anéis D e E responsavel pelo alto deslocamento quimico em dire¢cao
a alta frequéncia observado para C-8 ¢ (52,43) no triterpeno PW-03 (Steskind
et al, 1995). As demais atribuicbes podem ser observadas na Tabela 11, p.
104, cujos dados confirmam a estrutura do canofilol (3a-hidroxi-3-

oxofriedooleanona para a substancia PW-03 (Ahmad et al; 1994).

™ This PDF was created using the Sonic PDF Creator.

SONIC,
=~{ To remove this watermark, please license this product at www.investintech.com



102

Tabela 11 - Dados de RMN 'H e >C (100 MHz, CDCl;) da substancia PW-03,
comparados com dados da literatura para a canofilol. (Mahato e Kundu, 1994)°

PW-03 Canofilol PW-03 Canofilol
OH OH Oc dc

C

3 -- -- 213,11 212,6

5 -- -- 42,08 41,9

9 -- -- 37,43 37,3
13 -- -- 38,13 39,1
14 -- -- 39,35 38,0
17 -- -- 35,41 35,1
20 -- -- 28,13 27,9
H

4 (2,42 - 2,22) 2,50-2,20 (3H, m,H-4) 58,19 57,8

8 -- -- 52,46 52,2
10 -- -- 59,46 59,1
18 -- -- 39,43 39,2
CH, --

1 -- -- 22,24 22,1

2 -- 2,50-2,20 (3H, m, H-2) 41,48 41,3

6 -- -- 41,22 41,0

7 -- -- 18,22 18,1
11 -- -- 34,47 35,3
12 -- -- 31,37 29,9
15 -- -- 31,22 31,3
16 -- -- 29,11 29,0
19 -- -- 33,34 34,4
21 -- -- 30,07 31,4
22 -- -- 33,34 33,2
28 3,63 3,62 (2H, s, H-28) 68,04 67,0
CH;

23 0,88 0,87 (3H, d, J = 6,0 Hz, H-23) 6,80 6,7
24 0,88 0,87 (3H, s, H-24) 14,65 14,5
25 0,72 0,72 (3H, s, H-25) 18,06 18,0
26 0,98 0,98 (3H, H-26) 19,18 18,9
27 0,91 0,91 (3H, H-27) 19,05 19,1
29 0,99 0,99 (3H, H-29) 34,24 34,2
30 1,13 1,14 (3H, H-30) 32,83 32,9

°RMN "H e "°C (100 e 20,1 MHZ; respectovamente; CDCl5)
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Pela analise do espectro de massas verifica-se a auséncia do pico do
ion molecular, devido a perda do fragmento CH30 (m/z = 31), porém, observa-
se outros fragmentos caracteristicos de esqueleto triterpénico m/z= 275,
m/z=95 e m/z=69 (Esquema 16).

+

CH3O LF&@
—
CgHq4

CaoHs00, MF (442) CogHy70 Miz (411)

_‘+ —‘ +
\ _ .
CoHy
0 @)
m/z (301) C21H330

miz (273) C1gHpg0

Esquema 16 - Proposta de alguns fragmentos de massas para PW-03
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Figura 36 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCI;) (Expansao da regido entre 2,1 — 2,50ppm) de PW-03
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7.1.6 — DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA MISTURA DAS SUBSTANCIAS
PW-04, PW-05 e PW-06.

Do extrato hexanico e diclorometénico de folhas de P. weinmanniaefolia,

foi isolado um material sdlido cristalino, que apds varias tentativas de
purificacdo, e analise por CCDA com varios sistemas de eluentes, revelou-se
como uma unica mancha, que deu origem a uma mistura de substancias, cujos
dados espectrais mostraram tratar-se de trés triterpenos PW-04, PW-05 e PW-
06.

O espectro de RMN 'H (Figura 44, p.117) mostrou sinais simples entre
o1 (0,76 - 1,68) correspondentes aos grupos metilas, sendo que uma deles &y
(1,68) pelo fato de se apresentar mais desprotegido foi atribuido ao grupo
metila ligado a carbono sp?’. Na regido de hidrogénios olefinicos foram
observados um sinal duplo &4 (4,69 e 4,57) e um sinal triplo centrado em &y
(5,17-5,19) e na regido de hidrogénio carbindlico observou-se a presenga de
um duplo sinal duplo centrado em &y (3,16 - 3,21).

Pela interpretagdo do espectro de RMN "*C-HBBD (Figura 48, p. 121)
pode-se constatar a presenca de sessenta e dois sinais principais, além de
outros sinais de baixa intensidade. O espectro de RMN "*C - APT (Figura 51,
p. 124) mostrou um sinal &¢ (78,98) atribuido a hidroxila. Esse grupamento foi
confirmado através do espectro de infravermelho ( Figura 55, p. 128) onde se

observou a presenga da banda de deformacdo axial de OH em ligagcdo de
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hidrogénio intermolecular em 3344,3 cm™ e entre 2848 — 2918 cm™ observa-se
a banda de deformagdo axial de C-O de alcool primario a 1031,8 cm™.
Observou-se também a deformacgao angular e simétrica no plano de CH; e CH3;
em 1452 cm™, em 1379 cm™ deformac&o angular no plano de OH; deformacéo
angular assimétrica fora do plano de CH, e em 879,5 cm™ deformacao angular
fora do plano de C-H (Silverstein et al., 2000).

A posicao da hidroxila presente em PW-04, PW-05 e PW-06 foi estabelecida a
partir de comparagdo com dados da literatura (Ahmad, et al., 1994), onde se
verifica que para hidroxilas com estereoquimica (a) o valor de deslocamento
quimico se apresenta em torno de 76,0 ppm (Ahmad et al., 1994; Olea e
Roque, 1990) (Figura 43).

Figura 43 - Deslocamentos quimicos para f-OH e para o-OH

Observou-se também sinais correspondentes a carbonos sp2 em [dc
109,3 (C-29) e 150,8 (C-20)] atribuidos ao triterpeno PW-04 (Lupeol), seguidos
dos sinais [6¢c 145,1 (C-13) e 6¢ 121,7 (C-12)] caracteristicos de 3-amirina (PW-
06), além do sinal em d¢ 125,01 (C-12) caracteristico de posigdo C-12 de o-
amirina (PW-05), confirmando desse modo os esqueletos Lup-20(29)-eno,
olean-12-eno e urs-12-eno respectivamente. Esses dados estdo de acordo
com os valores de deslocamento quimico registrados na literatura para Lupeol,
a-amirina e f-amirina (Mahato e Kundu, 1994) (Tabela 12, p. 115).
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Tabela 12 - Dados de RMN "H e "*C (100 MHz, CDCls) das substancias: PW-
04, PW-05 e PW-06 comparados com dados da literatura para o Lupeol, /-

amirina e a-amirina (Mahato e Kundu, 1994)

PW-04 Lupeol PW-05 | B-amirina PW-06 | g-amirina
éc éc éc éc éc éc

H

4 38,84 38,8 38,84 38,8 38,71 38,7
8 40,83 40,7 38,05 38,7 39,99 40,0
10 37,15 37,1 37,73 37,6 36,94 36,9
14 42,82 42,7 41,71 41,8 42,83 42,0
17 42,99 42,9 32,47 32,5 33,69 33,7
20 150,92 150,8 31,06 31,1 39,79 39,6
CH

3 79,08 78,9 78,98 79,0 78,98 78,8
5 55,18 55,2 55,31 55,3 55,18 55,2
9 50,44 50,3 47,73 47,7 47,63 47,7
13 38,05 38,0 145,17 145,17 140,04 139,3
18 48,31 48,2 47,23 47,3 -- 58,9
19 47,97 47,9 46,83 46,9 39,79 39,6
CH;

1 38,84 38,6 38,71 38,7 38,71 38,7
2 27,44 27,3 27,4 27,3 274 27,2
6 18,31 18,2 18,31 18,5 18,31 18,3
7 34,28 34,2 32,8 32,8 32,8 32,9
11 21,29 20,9 23,4 23,6 17,98 17,4
12 21,14 25,0 121,72 121,8 125,01 124,3
15 27,44 274 26,14 26,2 26,14 26,7
16 35,58 35,5 27,40 27,0 26,14 26,6
21 29,85 29,8 34,73 34,8 31,91 31,2
22 39,99 39,9 37,16 37,2 41,31 41,5
29 109,31 109,3 33,33 33,3 23,40 23,3
CHs

23 28,08 27,9 28,38 28,2 28,08 28,1
24 16,07 15,3 15,96 15,5 15,97 15,6
25 16,79 16,1 15,96 15,6 15,35 15,6
26 15,45 15,9 16,10 16,9 16,10 16,8
27 14,54 14,5 26,15 26,0 23,4 23,3
28 17,99 17,9 28,38 28,4 28,08 28,1
30 19,30 19,2 23,68 23,68 21,29 21,3

9 Lupeol, a-amirina e B-amirina: RMN "H e ™*C (100,00; 15,09 e 22,63 MHZ;

respectivamente).
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Através da analise dos espectros obtidos por cromatografia gasosa
acoplada ao Massas (CG-EM) m/z= 426 foi possivel propor a férmula
molecular para a substancia: C3pHs0O que concorda com os valores descritos

na literatura para o Lupeol, a-amirina e 3-amirina (Ahmad et al; 1994).

mz=218 CisH26 mz=203 CisH2s3

ji

m/z= 426 mz=218 Cj¢Hzg mz=203 Cjs5Hy3

Ri=H e R,=CH; famirina

Ri=CH; e R,=H a-amirina

Esquema 17 — Proposta de alguns fragmentos de massas para PW-04, PW-05
e PW-06
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Figura 48 - Espectro de RMN **C (400 MHz, CDCls) de PW-04, PW-05 e PW-06
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Figura 49 - Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) (Expanséo da regido entre 14,0 — 17,48ppm) de PW-04, PW-

05 e PW-06
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7.1.7 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA PW-07

2

A substancia PW-07 foi obtida como sdlido cristalino (P.F: 215,1 -
218,9°C) de férmula molecular C3oHs0O (cinco insaturagbes) deduzida por
analise comparativa dos espectros RMN *C APT [seis carbonos quaternarios;
cinco CH; onze CH; e oito CHj3] (Figura 59, p. 135) e espectro de massas [m/z
426 (M™)] (Figura 60, p. 136).

O espectro de RMN 'H de PW-07 (Figura 58, p. 134) apresentou oito
sinais simples oy (0,72-1,04) referente aos oito grupos metilas, um sinal em &4
(3,64) e um dubleto largo em &y (3,73) referente ao H-3.

A localizagdo do grupo hidroxila em C-3 foi definida a partir de dados
biogenéticos e comparagao com dados da literatura (Dewick et al, 1997). Os
deslocamentos quimicos dos carbonos adjacentes C-2, C-1 e C-4 e a metila C-
23 foram atribuidos levando-se em consideragéo o efeito do grupo hidroxila no
carbono o qual esta ligado e aos carbonos (a, B e y) e o efeito y-gauche

discutido anteriormente na secéo 7.1.4.
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Figura 56 - Friedelina (a), epifriedelanol (c)

Além destes efeitos podemos citar as interagdes do tipo 1,3-sin-diaxiais
existentes na molécula que influenciam o deslocamento quimico dos carbonos
envolvidos, pois tendem a desprotegé-los. Esse efeito pode ser observado nas
metilas C-24 3¢ (16,38) e C-25 d¢ (18,20); C-25 6¢ (18,20) e 26 5¢ (18,64)
(Garcez et al., 1981).

Aqui se observa também a conformagdo bote dos anéis D e E
responsavel pelo alto deslocamento quimico observado para C-8 &¢ (53,17)
(Steskind et al., 1995). A Tabela 13 resume os deslocamentos quimicos

observados nos espectros de RMN de 'H e *C para o triterpeno PW-07.
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Tabela 13 - Dados de RMN 'H e *C (100 MHz, CDCls) da substancia PW-07,

comparados com dados da literatura para ao Epifriedelanol (Kundu et al.,

2000)°
PW-07 Epifriedelanol PW-07 | Epifriedelanol
OH OH OH On
5 - - 37,82 37,10
9 -- -- 36,06 38,40
13 - - 39,26 37,80
14 - - 38,94 39,70
17 -- -- 30,34 30,00
20 - - 28,16 28,20
H
3 3,73 3,73 (1H, dl, J = 3,0 Hz, H-3) 72,75 72,80
4 1,23 1,22 (1H, m, H-4) 49,15 49,20
8 1,26 1,25 (2H, m, H-8) 53,17 53,20
10 0,86 0,86 (1H, m, H-10) 61,32 61,40
18 1,50 1,50(1H, m, H-18) 42,80 42,80
CH;
1 : 1,41 (1H, m, H-1b) 15,77 15,80
2 , 1,86 (1H, dt, J =9,5; 3,0 Hz, H-2a) | 35,17 35,20
1,56 (1H, m, H-2b)
6 1,69 1,69 (1H, m, H-6a) 41,70 41,70
0,96 0,96 (1H, m, H-6b)
7 1,36 1,36 (2H, m, Hy-7) 17,53 17,60
11 1,34 1,34 (1H, m, H-11a) 35,33 35,30
12 1,29 1,28 (2H, m, 12) 30,62 30,60
15 1,27 1,27 (1H, m, H-15B) 32,38 32,30
16 1,51 1,52 (2H, m, H-1a, H-16a) 36,06 36,10
1,31 (1H, m, H-16b)
19 1,33 1,42 (1H, m, H-19a) 35,54 35,60
1,11 (1H, m, H-19b)
21 1,41 1,45(1H, m, H-21a) 32,79 32,80
1,14 1,25 (2H, m, H-8)
22 1,46 1,46 (2H, m, H-15a, H-22a) 39,26 39,27
CH;
23 0,91 0,91 (3H, d, J=7,0 Hz, H-23) 11,61 11,40
24 0,93 0,93 (3H, s, H-24) 16,38 16,40
25 0,85 0,83 (3H, s, H-25) 18,20 18,20
26 0,99 0,98 (3H, s, H-26) 18,64 18,60
27 0,95 0,95(3H, s, H-27) 20,13 20,10
28 0,96 0,97N (3H, s, H-28) 31,78 31,80
29 0,92 0,92 (3H, s, H-29) 35,06 35,00
30 1,17 1,14 (3H, s, H-30) 31.78 32,10

*RMN "H e "°C (500 e 125 MHz, respectivamente; CDCl,)
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Através da analise do espectro de massas obtido por espectrometria de
massas foi possivel identificar o pico do ion molecular em m/z= 428 e alguns
fragmentos caracteristicos como: m/z= 413, m/z= 275, m/z= 257, m/z= 191,
m/z= 95, m/z= 69 e m/z= 55 de acordo com a férmula molecular C3oHs520.
Esses dados em conjunto com os de RMN confirmam a estrutura do

epifriedelanol para o triterpeno PW-07

-CH3
—»
HO

M* (428) M/z (413) CygHyg0

l- CiiHyy

Ej - .
-CoH40

m/z 275) C19H290 m/z (231) C17H27

ou

M/z (247) C17H,60

—

Esquema 18 — Proposta de alguns fragmentos massas para PW-07
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7.1.8 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA PW-08

O triterpeno PW-08 foi obtido na forma de um sdlido branco (PF=
119,9 -126,4°C) cuja féormula molecular C3;H5004 (oito insaturagdes) foi deduzida
por analise dos espectros de RMN "H, RMN "*C APT e espectro de massas (M*)
498.

Através da andlise do espectro de RMN "*C APT(Figura 64, p. 142) foi
possivel observar nove carbonos nao hidrogenados incluindo trés sp2 [6c 182,04
(C-28) e 8¢ 169,94 (OAc)]; cinco CH; dez CH; e oito CH3 que devido ao niumero de
insaturagdes (oito) e presenca de sinais de dupla ligagdo no espectro de RMN 3c
(143,56) e oc (122,56) permitiu estabelecer para a substancia a estrutura do
triterpeno pentaciclico (Dewick, 1997).

O espectro de RMN 'H de PW-08 (Figura62, p. 140) mostrou sinais simples
entre d. (0,76 - 1,25) referentes aos hidrogénios metilicos, e um sinal em 3y (2,04)
referente aos hidrogénios metilicos do grupo (OAc), um duplo sinal duplo em &y
(4,5; J= 11,7 e 1,44 Hz) referente a H-3 e um sinal simples largo em &y (5,28)
referente ao hidrogénio vinilico H-12.
Pela interpretagdo dos espectros de RMN *C (APT), observou-se também que C-
3 apresenta d¢c (80,97) devido a presenca do grupo (OAc) o que o torna mais
desprotegido cerca de 2,97 ppm quando comparado ao acido oleandico (Figura 61,
p. 138) &¢c (78,0) (Ahmad e Rahman, 1994). Também foram observados dois sinais
relativos a carbono sp? em &¢ (122,57 e 143,56) correspondentes aos carbonos C-

12 e C-13 respectivamente, o que corrobora classifica-lo na série dos oleananos.
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Observa-se ainda a presenga dos sinais 6¢c (45,82) correspondente a C-19 da
substancia PW-08 em &¢ (182,04 e 169,94) correspondentes a grupos carbonila de
acido e de éster respectivamente. Através do espectro de infravermelho (Figura 68,
p. 146) uma vez que se verificou uma banda larga de 3300 - 3500 cm’
caracteristica de OH; em 2923 - 2852 cm™; deformagao axial referente ao grupo
CHa,; 1689 cm™ deformacdo axial de C=0 referente a acido carboxilico; em 1732
cm” a deformacdo axial da carbonila de éster; 1463 cm™ deformacéo angular
simétrica no plano de CHy; em 1377 cm™ a deformacdo angular no plano de OH;
1300 — 1000 cm™' deformagao axial de CO de éster; observa-se por fim em 985,6
cm™' a deformagao angular fora do plano de OH (Silverstein et al., 1963).

O conjunto de dados obtidos pela analise dos espectros de RMN, IV e
massas juntamente aos dados comparados na literatura (Hichri et al., 2003),
possibilitou atribuir a PW-08 a estrutrura do acetato do acido oleandico. Os sinais

observados nos espectros de RMN estao listados na Tabela 14.

Figura 61 - Acido oleanéico e PW-08
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Tabela 14 - Dados de RMN 'H e "*C (100 MHz, CDCl;3) da substancia PW-08,
comparados com dados da literatura para o acetato do acido oleandico (Hichri et
al., 2003)"

PW-08 Acetato do acido PW-08 | Acetato do acido
oleandico oleandico
OH OH oc oc
C
4 -- -- 37,78 39,00
8 -- -- 39,27 --
10 -- -- 37,04 37,70
13 -- -- 143,56 143,60
14 -- -- 41,62 41,50
17 -- -- 46,49 46,60
20 -- -- 30,66 30,70
28 -- -- 182,03 178,6
H
3 -- 4,42 (1H, m, H-3) 80,92 80,90
5 -- -- 55,29 55,30
9 -- -- 47,53 48,00
12 -- 5,19 (1H, m, H-12) 122,56 122,50
18 -- 2,78 (1H, m, H-18) 41,06 --
CH,
1 -- -- 38,13 38,00
2 -- -- 27,65 27,70
6 -- -- 18,27 18,10
7 -- -- 33,79 32,80
11 -- -- 23,49 24,00
15 -- -- 27,65 28,00
16 -- -- 22,97 23,40
19 -- -- 45,82 --
21 -- -- 33,78 33,80
22 -- -- 32,40 --
CH3;
23 0,88 0,88 (3H, s, C-23) 28,03 29,70
24 0,87 0,87 (3H, s, C-23) 16,67 16,70
25 1,05 1,05 (3H, s, C-25) 15,38 15,50
26 0,85 0,67 (3H, s, C-26) 17,03 17,20
27 1,17 1,18 (3H, s, C-27) 25,86 -
29 0,72 0,79 (3H, s, C-29) 33,04 33,10
30 1,00 1,00 (3H, s, C-30) 23,52 23,60

"RMN "H e ™C (400 e 100 MHz, respectivamente; CDCl5)
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7.2 - ESTEROIDES
7.2.1- DETERMINAGCAO ESTRUTURAL DA MISTURA DE ESTEROIDES PW-09 E
PW-10

Os esterdides sao frequentemente encontrados no reino vegetal, sendo que os
mais comuns desta classe de substancias compostas sdo o estigmasterol (PW-09) e o
S-sitosterol (PW-10). No entanto, quase sempre estes compostos ocorrem em misturas
devido as suas semelhancas estruturais, dificultando suas separagoes.

Através da analise dos espectros de RMN "H (Figura 70, p. 150) da mistura de
esterdides foi possivel identificar um dubleto largo em &y 5,35 indicativo de hidrogénio
olefinico; um multipleto em 8y 3,53 referente a um préton carbindlico, e ainda um
grande acumulo de sinais em 6y em (0,68 - 2,27) relativos aos varios grupos de
hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos do esqueleto esteroidal.

A presenca do estigmasterol na mistura foi confirmada pela presenca das
absorgdes dos hidrogénios vinilicos em dy (5,03 e 5,14).

Através da analise dos espectros de RMN °C - APT(Figura 71, p. 151) foi
possivel identificar sinais caracteristicos que permitiram a distingdo entre f-sitosterol e
estigmasterol em ¢ 121,70 e 140,80 (C-6 e C-5) de ambas estruturas e em &¢c 129,30
e 138,29 (C-23 e C-22), presentes apenas no estigmasterol.

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN 'H e *C (Tabela 15, p.149)

permitiram a completa atribuicdo dos sinais de cada esteroide. Esses dados aliados ao
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da literatura para os dois esterdides (Breitmaier et al., 1987) corroboram para a
confirmacgao das propostas estruturais apresentadas.

O conjunto de dados citados acima aliados aqueles encontrados na literatura
(Wright et al, 1978) sugerem a presenga do estigmasterol em menor proporgdo na
mistura. Este fato também ¢é justificado pela existéncia de um sinal a (M*) 412 de menor
intensidade no espectro de massa quando comparado ao sinal do ion molecular (M™)
412; o que permitiu avaliar a propor¢cao de cada fitoesterdide na mistura (34,96%) para

estigmasterol e (65,04%) para o sitosterol (Figura 69).

Figura 69 - Cromatograma para de PW-09 e PW-10
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Tabela 15 - Dados de RMN "*C (100 MHz, CDCl;) das substancias: PW-09 e PW-10

comparados com dados da literatura para o f-sitosterol e estigmasterol (Breitmaier et

al., 1987)¢

PW-09 | g-Sitosterol | PW-10 | Estigmasterol
oc oc oc oc
C
5 140,74 140,80 140,74 140,80
10 36,49 36,54 36,13 36,16
13 42,28 42,35 42,28 42,35
25 29,69 29,68 31,64 31,70
CH
3 71,79 71,83 71,79 71,83
6 121,70 121,70 121,70 121,70
8 31,89 31,04 31,89 31,04
9 50,12 50,20 50,12 50,20
14 56,76 56,81 56,76 56,81
17 56,05 56,12 56,05 56,12
20 39,76 39,82 39,76 39,82
24 45,83 45,90 50,12 50,20
CH;
1 37,24 37,29 37,24 37,29
2 31,90 31,94 31,90 31,94
34 42,28 42,35 42,28 42,35
7 33,93 34,00 33,93 34,00
11 21,07 21,10 21,07 21,10
12 39,76 39,82 39,76 39,82
15 24,29 24,32 24,29 24,32
16 28,90 28,90 28,90 28,90
22 31,90 31,94 138,29 138,29
23 26,07 26,19 129,27 129,30
26 19,80 19,80 21,20 21,20
28 23,06 23,12 25,39 25,40
CH;
18 11,96 11,99 11,96 11,99
19 19,38 19,39 19,38 19,39
21 18,76 18,79 19,02 19,06
27 19,80 19,80 19,80 19,80
29 11,84 11,87 11,96 11,99

9RMN "H e ™C (400 MHz, 100 MHz, respectivamente CDCls).
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7.3 — Ciclitois

Ciclitéis sao polialcodis ciclicos contendo um anel carbociclico de seis atomos de
carbono e seis grupos OH (cicloexanopoliol). O membro mais importante desta classe
de substancias é o inositol que controla varios aspectos da quimica da vida sendo
responsavel pela comunicacéo entre a parte externa e interna da célula. Em mamiferos
o inositol existe principalmente sob a forma de derivado fosforilado (inositol 1,4,5-
trifostato), o qual participa da comunicacao celular (Almeida et al, 2003; Clayden et al,
2001) .

OH HOmO/POH NADH
OH HO OH -
OH

-~

mio-inositol mio-inositol 1-P

Esquema 19 - Biossintese de ciclitéis (Dewick, 1997)

Cicloexanoexol ou comumente inositol possui um total de nove estereoisdbmeros:
scylo, mio, neo, epi, D e L chiro, cis, muco e allo-inositol. Sendo que seis desses
estereoisdbmeros ocorrem naturalmente (Figura 76). Entre eles, o mio-inositol, € o mais

abundante sendo produzido a partir da glicose (Almeida et al, 2003).
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OH

HO
PR\ or

OH

myo

OH

Hﬂﬁé

Hon

D(+)quiro
OH
HO |
H
O
muco

Figura 76 - Estereocisdbmeros do inositol (Almeida et al, 2003)

7.2.1 - Propriedades biolégicas dos ciclitois

Segundo Almeida et al. (2003) os inositbis fosfatos podem representar uma via para
o tratamento das doengas maniaco-depressivas, Alzheimer e Sindrome de Down. Outra
investigacdo mostra que o inositol hexafosfato apresenta atividade inibitéria de

carcinoma induzido em ratos (Wattenberg, 1995).
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7.3.1 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA PW-11

A substancia PW-11 (25,0 mg), foi obtido como derivado peracetilado a partir de
uma aliquota da particdo do extrato metandlico do caule de P.weinmanniaefolia. A
substancia apresentou-se na forma de cristais incolores, bastante higroscopico.

O espectro de RMN '"H de PW-11 (Figura 77, p. 165) apresentou seis sinais
simples sendo: cinco correspondentes aos hidrogénios metilicos dos grupos acetoxilas
em oy (1,98; 2,03; 2,05 2,10 e 2,16) e um sinal referente aos hidrogénios do grupo
metoxila em oy (3,37); trés duplos sinais duplos em 6y [(3,61, dd, J= 9,9 e 3,3 Hz),
(5,39; dd; J=4,4 e 3,3 Hz) e (5,24; dd, J= 9,9 e 3,3 Hz)] e trés sinais triplos em & [(5,45;
t; J=3,3 Hz), e (5,30, t, J= 9,9 Hz)].

Através da interpretacdo dos espectros RMN 'H - COSY (Figura 78, p. 166) foi
possivel verificar os acoplamentos dos atomos de hidrogénio: H-1 [(axial) interagindo
com H-6 [(axial), e com H-2 [(equatorial), 6y (5,45; t; J = 3,3 Hz). O hidrogénio H-3
interagindo com H-4 [(axial), on (5,24; dd; J=9,9 e 3,3 Hz). H-4 interagindo com H-5
[(axial), oy ( 5,37; t; J= 9,9 Hz)] e este por sua vez interage com H-6 [ (axial), 6H ( 5,30;
t; J=9,9)].

O sinal &4 (3,61) foi atribuido inequivocamente a H-1 devido ao maior efeito de
protecdo do grupo metoxila quando comparado com a fungédo acetoxila (maior efeito
retirador de elétrons). A localizagdo da metoxila em posigédo equatorial foi atribuida
levando-se em consideragao a constante de acoplamento de H-1 (J= 9,9 Hz). A mesma
deducéo foi feita para localizar o grupo acetoxila OAc-2 e OAc-3 em posigéo axial e os

demais em posicao equatorial.
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A interpretacdo do espectros RMN de '*C - APT (Figura 79, p. 167) permitiu
reconhecer dezessete sinais, sendo cinco relativos a carbonos quaternarios (C=0), seis
carbonos metinicos oxigenados sendo cinco relativos as metilas do grupo (OAc) e um
sinal referente a metila do (O-CHj).

Os dados acima possibilitaram a classificacdo do derivado peracetilado como
1,3,4,5,6-penta-O-acetil-2-O-metil-L-quiro-inositol e, consequentemente a substancia
natural como 1-O-metil-L-quiro-inositol.

A anélise do mapa de correlagdo heteronuclear HMQC ("Jcn) (Figura 81, p. 169)
possibilitou a confirmagdo das atribuicbes dos deslocamentos quimicos, através da
associagao das absorgdes dos hidrogénios com os carbonos envolvidos. A correlagao
do carbono do grupo metoxila 5¢ (58,50) e seus hidrogénios 6y (3,54) , C-2 ¢ (65,71)
correlacionando com H-2 &4 (5,45), a correlagdo do C-3 (67,32) com H-3 64 (5,39), a
correlagdo de C-4 6¢ (69,11) com o H-4 &4 (5,24), e a correlagéo C-5 6¢ (69,75) e H-5
dn (5,37) e ainda a correlagéo de C-6 6¢ (71,36) com H-6 6y (5,30).

O mapa de correlagdo heteronuclear HMBC ("Jcn, n=2 e n=3) (Figura 82, p.170)
nos auxiliou nas atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono
metinicos, revelando de forma clara o acoplamento dos atomos de carbono C-1 &¢
[3,61 (dd, J= 9,9 e 3,3 Hz)] com os hidrogénios (H-2 e H-6); C-2 ¢ [5 ,45 (t, J= 3,3 Hz)]
com os hidrogénios (H-1 e H-3); C-3 &¢ [5,39 (dd, J= 4,4e 3,3 Hz)] com os hidrogénios
(H-2 e H-4); C-4 6¢[5,24 (dd, J= 9,9 e 3,3 Hz)] com os hidrogénios (H-5 e H-6); C-5 &¢
[ 5,37 (t, J= 9,9 Hz)] com os hidrogénios (H-6 e H-4) e finalmente de C-4 ¢ (77,25)
com os hidrogénios (H-5 e H-6). A Tabela 17 mostra o assinalamento completo dos

sinais dos espectros de RMN 'H e "*C da substancia PW-11.
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Tabela 16 - Dados de RMN 'H e C (100 MHz, CDCls) da substancia PW-11,

comparados com dados da literatura para o 1-O-metil-inositol ( Araujo e Lemos, 1994).

PW-09 1-O-metil-inositol PW-09 1-O-metil-inositol
OH OH dc Jc
C
Ac -- -- 169,96 169,96
Ac -- -- 169,85 169,85
Ac -- -- 169,63 169,63
Ac -- -- 169,86 169,86
Ac -- -- 168,11 169,11
CH
1 3,61 (dd, J=9,9 | 5,41(¢t, J = 3,2 Hz) 77,25 65,62
e 3,3 Hz)
2 545(t J=3,3 |3,58(dd,J=9,5¢ 65,69 77,20
Hz) 3,2 Hz)
3 5,39 (dd, J = 5,26(t, J = 9,5 Hz) 67,32 71,30
4.4e 3,3 Hz)
4 5,24 (dd, J=9,9 | 5,34 (t, J=9,5 Hz) 69,10 69,68
e 3,3 Hz)
5 537 (t,J=9,9 |521(dd,J=9,5¢ 69,74 69,06
Hz) 3,2 Hz)
6 5,30 (t, J= 5,36 (t, J = 3,2 Hz) 71,36 67,26
9,9Hz)
CH3;

MeO-1 3,37 (S) 3,34 58,50 58,47
Ac 2,16 (S) 2,14 20,67 20,71
Ac 2,10 (s) 2,13 20,67 20,71
Ac 2,05 (s) 2,04 20,67 20,65
Ac 2,03 (s) 1,99 20,67 20,53
Ac 1,98 (s) 1,95 20,67 20,47
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Os espectros obtidos por cromatografia gasosa acoplada ao Massas (CG-EM)

permitiu a corfirmagéo da formula molecular C417H24044, uma vez que foram observados

alguns fragmentos bem caracteristicos, por exemplo os fragmentos relativos a perdas
do grupamento AcOH (m/z=224) e CH,=C=0 gerando (m/z=182 e 140). Assim, o

conjunto de dados acima nos permitiu confirmar a férmula molecular proposta para PW-

11.

AcOH
AcOH AcOH CH3COO0.., .-OCH;
OOCCH; S ; 5
7 5  miz344 s
m/z 284 —L > OOCCH;
OOCCH;3
C17H24011 m/z 404
l m/z 224
d )
/ O+
Y m/z 87
OCH
CHiCOO,, o O CHy=C=0  CHiCOO, ,~-OCHs HO.., o OCHa
j - ' CH,=C=0
" 0OCCH ; "
s 0OCCH, OOCCH,
OOCCH; OH OH
m/z 182 m/z 140

Esquema 20 — Proposta de alguns fragmentos de massas para PW-11
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7.1.8 - DETERMINAGAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA PW-12

A substancia PW-12 foi obtida a partir de uma aliquota do extrato
metandlico acetilado do P.weinmanniaefolia. A substancia apresentou-se na
forma de cristais incolores bastante higroscoépicos.

O espectro de RMN 'H de PW-12 (Figura 84, p. 176) evidencia a
presenca de 21 sinais, sendo seis simples: cinco correspondentes a
hidrogénios metinicos de grupos acetoxilas em &y (2,02; 2,10; 2,13; 2,15; e
2,17), e um sinal referente aos hidrogénios do grupo metoxila em &4 (3,45); um
duplo - sinal - duplo em oy (3,54; J= 9,9 e 3,0 Hz); dois sinais multiplos em &4
(4,13-4,19) e 64 [(5,41 - 5,30)].

Através da interpretacdo dos espectros de RMN '"H utilizando a
sequéncia COSY (Figura 88, p.180) foi possivel verificar os acoplamentos dos
atomos de hidrogénio: H-1 interagindo com H-6 e H-2; que por sua vez interage
com H-3; H-3 interagindo com H-4, H-4 interagindo com H-5 e ainda H-5
interagindo com H-6.

A atribuicdo do sinal a &4 (3,54) a H-1 teve como base a presenca do
grupamento metoxila em C-1, a presenca deste grupamento neste carbono
confere a H-1um efeito de protecdo maior do que aquele observado nos
demais hidrogénios metinicos da molécula.

Os grupamentos metila dos grupos acetoxilas absorvem em regidao mais
protegida do espectro 64 (2,02 - 2,17) do que os hidrogénios da metoxila em dy
(3,54).

A interpretagdo do espectro de RMN *C utilizando a seqiiéncia APT
(Figura 89, p. 181) permitiu reconhecer dezesseis sinais, sendo quatro relativos
a carbonos quaternarios (C=0), seis carbonos metinicos oxigenados [(OCH)s],
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um relativo a grupo metoxila (O-CHs), quatro relativos aos grupos acetoxilas
(OAc) e um sinal referente a carbono oxigenado.

A analise preliminar desses dados nos sugerem que a outra fungao
oxigenada presente na molécula pertenca a uma fungdo éter, o que nos
permitiu deduzir tratar-se de uma molécula simétrica, onde estao presentes os
seguintes grupos: (OAc)s, (O-CHs)2 e ([-O-]). Considerando-se a relagao entre
0 numero atomos de carbono e hidrogénios, podemos concluir que a
substancia tem uma estrutura dimérica cuja formula molecular € CzyH42010.

Os dados espectrais da substancia PW-12 permitiram deduzir que
ela é constituida por dois anéis ligados através de uma fungéo éter em C-2. A
literatura mostra a ocorréncia de varios esqueleto de ciclitois (Almeida et al.,
2003) e dentre as possibilidades o esqueleto do dimero do 2-O-metil-inositol
aparece como sendo aquele que melhor acomoda as caracteristicas estruturais
para PW-12.

A analise do mapa de correlacéo heteronuclear HMQC ('Jcn) (Figuras 93
- 95, p. 185 - 187) possibilitou a confirmagao das atribuicbes de menor
deslocamentos quimicos, através das absorgdes dos hidrogénios com os
respectivos carbonos envolvidos. Foi possivel observar também os sinais de
correlagao entre o carbono da metoxila d¢ (58,50) e seus hidrogénios &4 (3,45),
a correlagdo de C-2 e C-2’ 6¢ (65,71) e H-2 e H-2’ 8y (4,13-4,19), a correlagao
de C-3 e C-3’ 6¢ (68,90) e H-3 e H-3’ 64 (5,52) e os demais carbonos C-4 e C-
4’, C-5 e C-5, C-6 e C-6’ que se encontram correlacionados aos hidrogénios H-
4e 4’ H-5e 5 e H-6 e 6 cujas absor¢gdes aparecem em 8y (5,41-5,30).

O mapa de correlagdo heteronuclear HMBC ("Jcu, n=2 e n=3) (Figuras
96 e 97, p. 188 e 189) nos auxiliou nas atribuicbes dos deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono metinicos revelando de forma clara o
acoplamento dos atomos de carbono C-1 e C-1° &¢ (77,25 ) com os
hidrogénios H-2 e 2’ e H-6 e 6’, 0 acoplamento de C-2 e 2’ §¢ (65,71) com os
hidrogénios H-1 e 1" e H-3 e 3’, de C-3 e 3’ ¢ (67,32) com os hidrogénios H-2 e
2" e H-4 e 4, o acoplamento de C-4 e 4’ com os hidrogénios H-3 e 3’ e H-5 e
5’, o acoplamento de C-5e 5 com H-4 e 4’ e H-6 e 6’ e finalmente de C-6 e 6’
de d¢ (71,36) com os hidrogénios H-5 e 5' e H-6 e 6’. As atribuigdes completas

de RMN "H e "3C estao descritos na Tabela 17.
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Tabela 17 - Dados de RMN 'H e *C (100 MHz, CDCl3) da substancia PW-12,
comparados com dados da literatura para o 1-O-metil-inositol (Araujo e Lemos,

1994).
PW-12 1-O-metil-inositol | PW-12 1-O-metil-
inositol
OH OH dc oc
Ac - 170,20 169,96
Ac - 169,95 169,85
Ac - 169,95 169,63
Ac - 169,61 169,86
Ac 169,33 169,11
H
1 3,54 (dd, J=9,9 e | 5,41(t, J= 3,2 Hz) 77,31 65,62
3,0 Hz)
2 4,14 (m) 3,58 (dd, J=9,5¢e 66,62 77,20
3,2 Hz)

3 5,52 5,26(t, J = 9,5 Hz) 68,91 71,30

4 5,41-5,30 5,34 (t, J=9,5 Hz) 69,09 69,68

5 5,41-5,30 521 (dd,J=9,5e 69,83 69,06

3,2 Hz)

6 5,41-5,30 5,36 (t, J = 3,2 Hz) 71,54 67,26
CH;

MeO-1 3,45 (s) 3,34 58,61 58,47
Ac 2,17 (s) 2,14 20,77 20,71
Ac 2,15 (s) 2,13 20,69 20,71
Ac 2,13(s) 2,04 20,6 20,65
Ac 2,10(s) 1,99 20,56 20,53
Ac 2,02 (s) 1,95 20,44 20,47
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No espectro de massas de PW-12 nao foi possivel observar o
pico do ion molecular, mas em contrapartida, foi possivel identificar alguns
fragmentos interessantes tais como: (m/z=242, 200, 158 e 158). (Figura 114,
p.215)

—I:L _l + —l +
HyCCOO OOCCH,

H,C ICH3 OOCCH,

CH4CO0u.,. 00 #CHiCO0 CH3COO.,,, LOCHs CHp)=C=0 CH;CO0: -OCHs
—
CH,COO e g CH,CO0 CH,COO — CH,COO
0OCCH, 0OCCH, OOCCH, OOCCHs
m/z 302
C30H42019 m/z 706 m/z 344
—I; 3 _| ¥
OH AcOH P AcOH P _l CH,=C=0 T
.OCHjz .OCH; .-OCHs
CHyCOO.,, .~OCHy S .
BR BN .
CHLC00 CH,COO
00CCH;8 OOCCH; OOCCH; OH
m/z 302 m/z 242 m/z 182 m/z 140

OH * OH * OH

OCHjz CH,=C=0 ,.--'OCH3 50H2=C=O

CH3COO0 —> CH;COO0 e HO

.OCHy

OOCCH;3 OH OH

m/z 242 m/z 200 m/z 158

Esquema 21 — Proposta de alguns fragmentos de massas para PW-12
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Figura 84 — Espectro de RMN "H ( 400 Hz, CDCl;) de PW- 12
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Figura 85 — Espectro de RMN 'H ( 400 Hz, CDCI;) (Expansao da regido entre 1,4 — 3,0 ppm) de PW-12
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Figura 86— Espectro de RMN 'H ( 400 Hz, CDCls) (Expansio da regido entre 3,3 — 4,4 ppm) de PW-12
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Figura 88 - Mapa de correlagdao COSY
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Figura 91 - Espectro de RMN **C — APT (100 Hz, CDCls) (Expansio da regido entre 57,0 — 76,0ppm)de PW-
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Figura 93- Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x '*C (HMQC) de PW-12
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Figura 94 - Mapa de correlagdo heteronuclear 'H x *C (HMQC) de PW-12
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Figura 95 - Mapa de correlacdo heteronuclear 'H x '*C (HMQC) de PW-12
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8.0 - Avaliagao da citotoxicidade e atividade antioxidade dos extratos brutos de

P. weinmanniaefolia.

8.1 - Ensaio de citotoxicidade frente as larvas de Artemia salina

8.1.1 - Introdugao

Embora seja importante o estudo fitoquimico das plantas, € interessante que
se investigue também a atividade biolégica dos extratos brutos, das fracdes e das
substancias puras através de testes preliminares.

Em vista disso resolveu-se inserir dentro das rotinas de isolamento,
purificacdo e elucidagcdo estrutural um ensaio bioldgico simples, no intuito de
selecionar e monitorar o estudo fitoquimico da espécie P. weinmanniaefolia com a
finalidade de se identificar os extratos e fragbes com possiveis substancias bioativas.
O ensaio escolhido para este propdsito foi o da citotoxicidade frente as larvas de
Artemia salina.

Testes Dbiologicos mais especificos, por exemplo, contra células
cancerigenas, sao caros e mais elaborados necessitando de uma infra-estrutura
apropriada para sua realizagdo. Por outro lado, instituigdes que dispdem de tais
condigdes, requerem algum indicio de que a substancia possa ter alguma atividade
bioldgica para a realizagao dos testes especificos, principalmente devido o alto custo
das analises.

O bioensaio da citotoxicidade frente as larvas de A.salina caracteriza-se por
ser de baixo custo, rapida e nado exigir técnicas asseépticas. A praticidade e
simplicidade que o envolvem favorece sua utilizagdo sistematica dentro de um
laboratério de pesquisa e vem sendo utilizado por diversos pesquisadores para a
avaliagcao da citotoxicidade de extratos ou substancias puras isoladas. O bioensaio
utiliza o microcrustaceo de agua salgada (A. salina), que é utilizado como alimento
para peixes e cujos ovos podem ser facilmente encontrados em lojas de piscicultura,
foi proposto por McLaughlin, como um ensaio simples para determinar a DLs
(ug/mL) para substancias puras e extratos (Mclaughlin et al., 1982).

A técnica proposta baseia-se no principio da toxicidade que as substancias
bioativas apresentam em altas doses. Deste modo, a mortalidade in vivo de

organismo de maior simplicidade na escala zoolégica pode indicar a bioatividade de
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novas substancias. O resultado funciona como uma avaliagao preliminar de possivel
atividade bioldgica.

A literatura cita que varias substancias bioativas foram testadas com Artemia
salina, mostrando boa correlagdo entre citotoxicidade larval e atividade biologica
(Holmans et al., 1970; Siqueira et al., 1998; Cit6 et al., 2003).

Diversos trabalhos correlacionam a citotoxicidade frente a larvas de Artemia
salina com atividades como antifungica, viruscida e antimicrobiana, (Macrae et al.
1998) parasiticida (Sahpaz et al; 1994), tripanossomicida (Zani et al., 1995) e
antitumoral ( Cit6 et al., 2003).

Devido a necessidade de encontrar substancias anticancerigenas,
McLaughlin e colaboradores tém utilizado sistematicamente este bioensaio na
avaliagao prévia de extratos de plantas conhecidas como antitumorais, e as fragdes
ativas sao posteriormente testadas em diferentes culturas de células tumorais,
obtendo-se uma boa correlacdo. Substancias submetidas ao ensaio que
apresentarem DLsy (ug/mL) menor que 1000 ug/mL sdo consideradas ativas
(McLaughlin et al., 1982; Siqueira et al., 1998).

Testes bioldgicos in vitro utilizam culturas de células, e sdo extremamente
importantes na pesquisa de anticancerigenos. Uma das primeiras etapas consiste
em encontrar moléculas citotoxicas ou que inibem o crescimento de células tumorais
de origem humana. Ha um grande numero de substancias ativas in vitro que age
sobre células cancerosas isoladas, porém nao se tornam medicamentos utilizaveis
em quimioterapia. De um modo geral, essas substancias ou sao bastante tdxicas
para as ceélulas sadias ou ndo atingem o local onde deveriam agir, no caso o tumor
(Hostettmann et al., 2003). Este fato justifica a importancia de se realizar testes de

citotoxicidade seja com os extratos brutos de plantas e/ou com as substancias puras.

8.1.2 - Metodologia
» Para o preparo de 2L de agua do mar artificial foram utilizadas os seguintes
reagentes: NaCl (48,0 g), CaCl,.2H,0 (3,0 g), KBr (0,2 g), KCI (1,4 g); Na,SO,
(8,0 g), NaHCO3 (0,4 g), MgCIl.6H,0 (22,0 g) e agua destilada.
» Para o controle positivo utilizou-se K,;Cr,O7, DMSO e Tween 80 (fornecido
pela Farmacia Nascente de Manipulagdo LTDA);
= Utilizou-se para eclosdo dos ovos de A. salina um aquario de plastico (7,5 x

14,0 cm) provido de uma peneira;
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= Espatula, estantes com tubos de ensaios;
= Béqueres;

» Pipeta automatica e pipeta Pasteur.

A metodologia utilizada no bioensaio consiste em diluir as amostras e o
controle positivo e negativo pelo método de diluigcbes aritméticas em solugdo aquosa
de sal marinho artificial com 1% de DMSO (V/V). Todas as etapas foram
acompanhadas utilizando-se o dicromato de potassio como controle positivo e cada
avaliacao foi repetida em quadruplicata.

Para a realizacédo do teste os ovos de Artemia salina foram colocados para
eclodir em agua do mar artificial, por um periodo de 48 horas. Foram utilizados um
total de 28 tubos de ensaio contendo agua do mar artificial e aproximadamente 15
larvas. Os extratos testados foram solubilizados em DMSO:H,0 (3:2) para 5 mL
analisados nas seguintes concentragdes: 50, 100, 200, 300 e 500 ppm e
completados com agua do mar artificial até o volume de 5 mL na presenca de luz.

No branco foi uti9lizado 50 uyg/mL de H,O: DMSO (3:2) em quadruplicata. No
controle positivo utilizou-se K,Cr,O; comparado com a massa e as concentragdes da
amostra analisadas.

ApOs 24 horas de contato a temperatura ambiente, 0 niumero de organismos
sobreviventes e mortos foram contados e os dados obtidos foram submetidos a
analise estatistica através do programa Prébit para obteng¢ao da DLsg (ug/mL) (dose
letal minima para 50% da populagao) e respectivos intervalos de confianga.

Os extratos sdo considerados ativos quando apresentam uma DLs inferior a
1000 ppm. Os extratos metanolico e metanol-agua do caule e o extrato

diclorometanico das folhas foram os mais promissores. (Tabela - 18)
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Tabela 18 - Dose Letal minima responsavel pela morte de 50% dos espécimes

Analisados

Extratos analisados DLso (ppm)
Caule - diclorometano 11619,94
Caule — metanol 375,38
Caule - metanol-agua 620,30
Folhas - diclorometano 365,86
Folhas-metanol 1664,87
Folhas-metanol-agua 32712,73
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8.2 - Avaliagao da atividade antioxidante dos extratos brutos de Paullinia

weinmanniaefolia
8.2.1 - Introducgao

A literatura tem citado os radicais livres como coadjuvantes senéao
responsaveis pelo desencadeamento de doengas como cancer, arteriosclerose e
também pelas reagbes que ocorrem no Nnosso organismo tendo uma grande
participacdo nos processos de envelhecimento precoce ou natural. Desta forma, foi
escolhido um teste simples para detectar a atividade antioxidante dos extratos brutos
de P. weinmanniaefolia, com o intuito de investigar a atividade antioxidante de cada
um dos extratos e com testes posteriores determinar a substancia responsavel pelo
carater antioxidante, utilizando para isso o radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-
hidrazil).

Embora atualmente a etiologia de varias doengas humanas ainda permaneca
desconhecida, varias linhas de pesquisa sugerem que a toxicidade de radicais livres
tenha papel importante na origem destas patologias, assim, o interesse na
descoberta de antioxidantes eficientes e seguros aumentou significativamente nos
ultimos anos (Halliwel et al., 1990).

Espécies reativas de oxigénio estdo envolvidos em um grande numero de
doencas como cancer, arteriosclerose, ulcera, entre outros, e a administracido de

antioxidantes como polifendis tém sido eficiente na prevencao de doencgas. Os
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polifendis pertencem a uma classe heterogénea de substancias com uma grande
variedade de efeitos, recentemente as fungbes fisiologicas de polifendis tém
recebido muita atengdo. Muitos antioxidantes naturais ja foram isolados de diferentes
tipos de materiais provenientes de plantas. Sobre a agado de antioxidantes naturais
pode -se citar os compostos fendlicos devido a sua capacidade supressora de
radicais livres derivados de oxigénio por doagdo de atomo de hidrogénio ao elétron
do radical livre. Também foi observado que substancias fendlicos tem bloqueado
radicais livres em varios sistemas modelos, incluindo vitaminas, pigmentos e
flavondides (Shon et al.,2003).

Os radicais livres sao definidos como moléculas que contem elétrons
desemparelhados no seu orbital e sdo geralmente instaveis e altamente reativos,
exemplos de radicais livres oxigenados: Superdxidos, hidroxila, peroxil (RO2"), alcoxil
(RO"), hidroxiperoxil (HO;"), é6xido e didxido de nitrogénio (Zhong et al., 2002).

Os antioxidantes sao substancias capazes de adiar, retardar ou prevenir o
processo de oxidacao lipidica, permitindo assim, o armazenamento de produtos
alimenticios por longos periodos sem os danos nutricionais, organolépticos e toxicos
ja conhecidos. Com a aplicagao destas substancias em alimentos lipidicos é possivel
aumentar a vida util destes em até 200% (Schirch et al, 2000, Mc Carthy et al, 2001).

8.2.2 - Metodologia

= Estantes com tubos de ensaios;

= Béqueres para descarte;

» Pipeta automatica;

» Espectrofotometro de luz Ultravioleta 482 FEMTO faixa espectral (240 -
1000nm);

» DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) (Aldrich);

= Alcool etilico PA (VETEC);

» Rutina ( SIGMA);

No teste com DPPH a eficiéncia da atividade antioxidante € medida a
temperatura ambiente o que elimina o risco de degradagao térmica das moléculas
testadas. Contudo, o mecanismo de reacao entre o antioxidante e o DPPH depende

da conformacé&o estrutural do antioxidante. Alguns compostos reagem muito rapido
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com DPPH reduzindo um numero de moléculas de DPPH igual ao numero de grupos
hidroxilas disponiveis. No entanto, a maioria dos substéncias testadas, a reagéo é
lenta e 0 mecanismo parece ser mais complexo (Bondet et al., 1997).

A metodologia utilizada para avaliar o potencial antioxidante dos extratos foi o
método da atividade sequestrante do radical livre DPPH (2.2-difenil-1-picril-hidrazil)
como radical livre. As analises foram realizadas reagindo-se 1 mL de solugéo
etandlica de DPPH 0,3 mM com 2,5 mL da amostra solubilizada em etanol nas
seguintes concentragdes 25,0;.50,0; 125,0; e 250,0 pg/mL. Apds 30 minutos mediu-
se os valores da absorbancia em espectrofotbmetro de luz ultravioleta no
comprimento de onda de 518 nm, os valores da absorbancias foram convertidos

para porcentagem de atividade antioxidante (%AA) usando a seguinte formula:

AA% =100 — (Abs amostra — Abs branco)x100

Abs controle

Todas as analises foram realizadas em triplicata. O controle negativo foi feito
com 1,0 mL de solucdo de DPPH e 2,5 mL de etanol. A leitura em branco foi
realizada com 2,5 mL de solucdo das amostras mais 1,0 mL de etanol. A substancia
utilizada como padrdo foi a rutina, um flavondide com atividade antioxidante ja
descrita na literatura 14,16 ppm. (Mensor et al., 2001).

A AA% foi calculada através de média aritmética e o valor da ECsy foi
calculado através da equacdo da reta retirada do grafico plotado, onde a abcissa
representa as concentragdes da amostra testada e a ordenada a porcentagem de
atividade antioxidante (AA%). Obtendo-se os graficos de cada um dos extratos
testados, e apods substituicido do ECsy na equacdo da reta obtém-se assim o ECs

para cada um dos extratos testados (Figura - 99 e 100).
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Figura 99 — Graficos da percentagem de atividade antioxidante x concentragao dos extratos brutos das folhas.
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Figura 100 — Graficos da percentagem de atividade antioxidante x Concentragao dos extratos brutos do caule.
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Para comparagao da atividade antioxidante dos extratos utilizamos a rutina

(Figura - 101)como padréao de atividade antioxidante. Como pode ser observado no

grafico abaixo, a % AA da rutina € bem elevada.

y = 2,5729Ln(x) + 61,404

RUTINA R? = 0.9081
78
76 *
< 74 _——
< .
N 72 ./('
70 9
68 ‘ ‘
0 100 200 300

conc

Figura 101 - Grafico da percentagem de atividade antioxidante x

Concentragao para a rutina

Todos os extratos foram comparados com a rutina ECsp = 0,012 pg/mL, apos

a analise final destes dados concluimos que os extratos metandlico e metanol-agua

das folhas e o extrato metanol-agua do caule sao os mais promissores em relagéo a

atividade antioxidante de acordo com Tabela 19. Como era de se esperar, 0s

extratos em hexano e diclorometano apresentaram as menores atividades uma vez

que a %AA esta ligada a presenca de substancias mais polares que nao séo

facilmente encontradas nestes extratos.

Tabela 19 - EC5y dos extratos de P. weinmanniaefolia avaliados frente ao radical

livre DPPH
Extrato ECso
PWF Hexano 1909753,978
PWF Diclorometano 573,78
PWF Metanol 0,160
PWF Metanol-agua 2,530
OPWC Hexano 1645138474
PWC Diclorometano 226,950
PWC Metanol 16,420
PWC Metanol-agua 3,260
Rutina 0,012
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9.0 - CONCLUSOES

A avaliacédo fitoquimica dos extratos do caule e das folhas de Paullinia
weinmanniaefolia resultou no isolamento e/ou identificagcdo de oito triterpenos: PW-
01 (friedelina), PW-02 (friedelanona), PW-03 (canofilol); PW-04 (lupeol), PW-05 (-
amirina); PW-06 (a-amirina); PW-07 (epifriedelanol); PW-08 (acetato do acido
oleandlico), dois esterdides: PW-09 (pf-sitosterol); PW-10 (estigmasterol) e dois
ciclitois: 1,3,4,5,6-penta-O-acetil-2-O-metil-L-quiro-inositol (PW-11) e [1-1'-4-4’-5-5"-6-
6’-tetra-O-acetil-2-O-metil-L-quiro-inositol] (PW-12). Pelo melhor do nosso
conhecimento as substancias PW-01 a PW-10 estdo sendo citadas pela primeira
vez no género e a substancia PW-12 pela primeira vez na literatura.

A revisdo bibliografica da espécie mostrou que a espécie ndo havia sido
estudada fitoquimicamente até o momento. Deste modo, o presente trabalho
contribuiu para o conhecimento da composicao quimica da espécie Paullinia
weinmanniaefolia, e também como um incentivo aos estudos biolégicos mais
especificos, pois, trés dos seis extratos testados (extrato metandlico do caule;
extrato metanol-agua do caule e extrato diclorometanico das folhas) apresentaram
resposta positiva frente ao teste de citotoxidade contra Artemia salina Leach, e
ainda, dos seis extratos testados frente ao radical livre DPPH, trés extratos
mostraram uma excelente atividade antioxidante (extrato metandlico de folhas,
extrato metanol-agua de folhas e o extrato metandlico do caule) quando comparada
a atividade antioxidante da rutina (flavondide reconhecido por sua comprovada
atividade antioxidante).

Em vista dos resultados obtidos concluimos que os objetivos propostos neste

trabalho de tese foram alcancgados.
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10.0 - CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

Friedelina (PW-01)

F.M:= C30H500

P.M =426 u.m.a.

P.f=255,2 - 255,6 °C

Aspecto: solido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCl3): & (1,94, m, H-1); (2,36, m, H-2);
(2,23, q, J = 6,4 Hz, H-4); (1,38, H-8); (0,86, d, J = 6,7 Hz, H-23); (0,86, s, H-25);
(0,99, s, H-26); (1,03, s, H-27); (0,94, s, H-29); (0,99, s, H-30)

Espectrometria de RMN ®*C (100 MHz, CDCls): § (22,27; C-1); (41,51; C-2);
(213,19; C-3); (58,47; C-4); (42,13; C-5); (41,28; C-6); (18,23, C-7); (53,09; C-8);
(37,43; C-9); (59,47; C-10); (35,61; C-11); (30,49; C-12); (39,69; C-13); (38,28; C-
14); (32,41; C-15); (36,00; C-16); (29,98, C-17); (42,79; C-18); (35,33; C-19); (28,16;
C-20); (32,76; C-21); (39,24; C-22); (6,81; C-23); (14,64; C-24); (17,93; C-25);
(20,24; C-26); (18,65; C-27); (32,08; C-28); (35,01; C-29); (31,77; C-30).
Espectrometria de Infravermelho(cm™): 2927,7; 2869,9; 2846,7; 1743; 1458,1;
1390,6; 1363,6; 1109,0.

Espectrometria de massas (70 eV): M* (426); m/z: (398; 341; 273; 125; 69; 55).

Friedelona (PW-02)

F.M:= C3pH500>

P.M =442 u.m.a.

P.f=263,5 - 264,8 °C

Aspecto: solido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN "H (400 MHz, CDCls): 5 [(2,53, dd, J = 13,6 e 3,3 Hz) (2,40,
t, J= 13,6 Hz;)H-1]; (3,82, dd, J = 12,8 e 2,9 Hz H-2); (1,30; H-4); (1,85, td, J=12,8 e
2,9 Hz, H-6); (1,50, H-7); (1,28; H-8); (1,30, H-10); (1,38, 1,16; H-11); (1,30, H-12);
(1,54;1,25; H-15); (1,54;1,33; H-16); (1,59, sl; H-18); (1,30; 1,20; H-19); (1,46; 1,24,
H-21); (1,46; 0,92; H-22); (1,05;d; J = 6,6 Hz H-23); (1,03, s, H-24); (0,89, s, H-25);
(1,01, s, H-26); (0,98, s, H-27); (1,17, s, H-28); (0,99, s, H-29); (0,94, s; H-30).
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Espectrometria de RMN '*C (100 MHz, CDCl;): & (36,06; C-1); (211,82; C-2);
(77,25; C-3); (54,48; C-4); (37,57; C-5); (40,57; C-6); (17,53, C-7); (53,07; C-8);
(38,03; C-9); (60,35; C-10); (35,86; C-11); (30,25; C-12); (39,58; C-13); (38,25; C-
14); (32,27; C-15); (35,86; C-16); (29,62, C-17); (42,70; C-18); (35,25; C-19); (28,16;
C-20); (32,67; C-21); (39,15; C-22); (10,73; C-23); (14,09; C-24); (17,52; C-25);
(20,10; C-26); (18,48; C-27); (32,00; C-28); (31,67; C-29); (35,86; C-30).
Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3440,8; 2925,8; 2864,1; 2846,7; 1716,5;
1706,9; 1458,1; 1392,5; 1363,6; 1060,8.

Espectrometria de massas (70 eV): M* (442); m/z: (318; 289; 125).

Canofilol (PW-03)

F.M:= C30H500;

P.M =442 u.m.a.

P.f=2555-257,8 °C

Aspecto: sélido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): & (2,42 — 2,22; H-4); (3,63, H-28);
(0,88; H-23); (0,88; H-24); (0,72; H-25); (0,98, H-26); (0,91; H-27); (0,99; H-128);
(1,13, H-30).

Espectrometria de RMN '*C (100 MHz, CDCls): & (22,24; C-1); (41,48; C-2);
(213,11; C-3); (58,19; C-4); (42,08; C-5); (41,22; C-6); (18,22, C-7); (52,46; C-8);
(37,43; C-9); (59,46; C-10); (34,47; C-11); (31,37; C-12); (38,13; C-13); (39,35; C-
14); (31,22; C-15); (29,11; C-16); (35,41 C-17); (39,43; C-18); (33,34; C-19); (28,13;
C-20); (30,07; C-21); (33,34; C-22); (6,80; C-23); (14,65; C-24); (18,06; C-25);
(19,18; C-26); (19,05; C-27); (68,04; C-28); (34,24; C-29); (32,83; C-30).
Espectrometria de massas (70 eV): m/z: (411; 301; 273; 247).

Lupeol (PW-04)

F.M:= C3oHs0,0

P.M =426 u.m.a.

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN "*C (100 MHz, CDCls): § (38,84; C-1); (27,44; C-2); (79,08;
C-3); (38,84; C-4); (55,18; C-5); (18,31; C-6); (34,28, C-7); (40,83; C-8); (50,44; C-9);
(37,15; C-10); (21,29; C-11); (21,14; C-12); (38,05; C-13); (42,82; C-14); (27,44; C-
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15); (35,58; C-16); (42,99, C-17); (48,31; C-18); (47,97; C-19); (150,82; C-20);
(29,85; C-21); (39,99; C-22); (28,08; C-23); (16,07; C-24); (16,79; C-25); (15,45; C-
26); (14,54; C-27); (17,99; C-28); (109,31; C-29); (19,30; C-30).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3344,3; 2918,1; 2848,7; 1452,3; 1379,0;
1363,6; 1031,8; 879,5; 717,5.

Espectrometria de massas (70 eV): M* (426); m/z: (218; 189; 147; 121).

f-amirina (PW-05)

F.M:= C30H50,0

P.M =426 u.m.a.

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN '*C (100 MHz, CDCls): § (38,84; C-1); (27,40; C-2); (78,98;
C-3); (38,84; C-4); (55,31; C-5); (18,31; C-6); (32,80, C-7); (38,05; C-8); (47,73; C-9);
(37,73; C-10); (23,40; C-11); (121,72; C-12); (145,17; C-13); (41,71; C-14); (26,14; C-
15); (27,40; C-16); (32,47, C-17); (47,23; C-18); (46,83; C-19); (31,06; C-20); (34,73;
C-21); (37,16; C-22); (28,38; C-23); (15,96; C-24); (15,96; C-25); (16,10; C-26);
(26,15; C-27); (28,38; C-28); (33,33; C-29); (23,68; C-30).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3344,3; 2918,1; 2848,7; 1452,3; 1379,0;
1363,6; 1031,8; 879,5; 717,5.

Espectrometria de massas (70 eV): M* (426); m/z: (218; 189; 147; 121).

a-amirina (PW-06)

F.M:= C30H500

P.M =426 u.m.a.

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN '*C (100 MHz, CDCls): § (38,71; C-1); (27,40; C-2); (78,98;
C-3); (38,71; C-4); (55,18; C-5); (18,31; C-6); (32,80, C-7); (39,99; C-8); (47,70; C-9);
(36,94; C-10); (17,98; C-11); (125,01; C-12); (140,04; C-13); (42,83; C-14); (26,14; C-
15); (26,14; C-16); (33,69, C-17); (39,79; C-19); (39,79; C-20); (31,91; C-21); (41,31,
C-22); (28,08; C-23); (15,97; C-24); (15,35,79; C-25); (16,10; C-26); (23,40; C-27);
(28,08; C-28); (23,40; C-29); (21,29; C-30).

Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3344,3; 2918,1; 2848,7; 1452,3; 1379,0;
1363,6; 1031,8; 879,5; 717,5.

Espectrometria de massas (70 eV): M (426); m/z: (218; 189; 147; 121).
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Epifriedelanol (PW-07)

F.M:= C3oH50,0

P.M =426 u.m.a.

P.f=215,1-218,9°C

Aspecto: sélido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): § (1,41; H-1); (1,86, H-2); (3,73; H-
3); (1,23; H-4); (1,69; 0,96; H-6); (1,36, H-7); (1,26; H-8); (0,86; H-10); (1,34, H-11);
(1,29; H-12); (1,27; H-15); (1,51; H-16); (1,33; H-19); (1,41;1,14; H-21); (1,46; H-22);
(0,91; H-23); (0,93; H-24); (0,85; H-25); (0,99; H-26); (0,95; H-270; (0,96; H-28);
(0,92; H-29); (1,17; H-30).

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCls): § (15,77; C-1); (35,17; C-2); (72,75;
C-3); (49,15; C-4); (37,82; C-5); (41,70; C-6); (18,22, C-7); (53,17; C-8); (36,06; C-9);
(61,32; C-10); (35,33; C-11); (30,62; C-12); (39,26; C-13); (38,94; C-14); (32,38; C-
15); (36,06; C-16); (30,34; C-17); (42,80; C-18); (35,54; C-19); (28,16; C-20); (32,79;
C-21); (39,26; C-22); (11,61; C-23); (16,38; C-24); (18,20; C-25); (18,64; C-26);
(20,13; C-27); (31,78; C-28); (35,06; C-29); (31,78; C-30).

Espectrometria de massas (70 eV): M" (428); m/z: (413; 275; 248; 231).

Acetato do acido oleandlico (PW-08)

F.M:= C3,H5004

P.M =442 um.a.

P.f=119,9-126,4 °C

Aspecto: sélido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): § (4,31; H-3); (5,36; H-12); (0,88; H-
23); (0,87; H-24); (1,05; H-25); (0,85; H-26); (1,17; H-27); (0,72; H-29); (1,00; H-30).
Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCls): § (38,13; C-1); (27,65; C-2); (80,92;
C-3); (37,78; C-4); (55,29; C-5); (18,27; C-6); (33,79, C-7); (39,27; C-8); (47,53; C-9);
(37,04; C-10); (23,49; C-11); (122,56; C-12); (143,56; C-13); (41,62; C-14); (27,65; C-
15); (22,97; C-16); (46,49, C-17); (41,06; C-18); (45,82; C-19); (30,66; C-20); (33,78;
C-21); (32,40; C-22); (28,03; C-23); (16,67; C-24); (15,38; C-25); (17,03; C-26);
(25,86; C-27); (182,03; C-28); (33,04; C-29); (23,52; C-30).
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Espectrometria de Infravermelho(cm™): 3450; 2923,9; 2852 5; 1732,0; 1689,5;
1463,9; 1377,1; 1251,7; 1037,6; 985,6.

Estigmasterol (PW-09)

F.M:= Cy9H450

P.M =412 um.a.

Aspecto: solido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN '*C (100 MHz, CDCls): § (37,24; C-1); (31,90; C-2); (71,79;
C-3); (42,28; C-4); (140,74; C-5); (121,70; C-6); (33,93, C-7); (31,89; C-8); (50,12; C-
9); (36,13; C-10); (21,07; C-11); (39,76; C-12); (42,28; C-13); (56,76; C-14); (24,29;
C-15); (28,90; C-16); (56,05, C-17); (11,96; C-18); (19,38; C-19); (39,76; C-20);
(19,02; C-21); (138,29; C-22); (129,27; C-23); (50,12; C-24); (31,64; C-25); (21,20; C-
26); (19,80; C-27); (25,39; C-28); (11,96; C-29).

Espectrometria de massas (70 eV): M* (412); m/z: (300; 233; 159; 103; 81).

p-sitosterol (PW-10)

F.M:= C9H5,0

P.M =414 um.a.

Aspecto: sélido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCls): § (37,24; C-1); (31,90; C-2); (71,79;
C-3); (42,28; C-4); (140,74; C-5); (121,70; C-6); (33,93, C-7); (31,89; C-8); (50,12; C-
9); (36,49; C-10); (21,07; C-11); (39,76; C-12); (42,28; C-13); (56,76; C-14); (24,29;
C-15); (28,90; C-16); (56,05, C-17); (11,96; C-18); (19,38; C-19); (39,76; C-20);
(18,76; C-21); (31,90; C-22); (26,07; C-23); (45,83; C-24); (29,69; C-25); (19,80; C-
26); (19,80; C-27); (23,06; C-28); (11,84; C-29).

Espectrometria de massas (70 eV): M* (414); m/z: (330; 221; 145; 107; 81).

2,3,4,5,6-acetil-1-O-metil-inositol (PW-11)
F.M:= C47H240+1

P.M =404 u.m.a.

Aspecto: solido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio
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Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): & (3,61, dd, J= 9,9 e 3,3 Hz; H-1);
(5,45; t, J= 3,3 Hz; H-2); (5,39; dd; J= 4,4 e 3,3 Hz; H-3); (5,24; dd; J= 9,9 e 3,3 Hz;
H-4); (5,37; t, J=9,9 Hz; H-5); (5,30; t; J= 9,9 Hz, H-6).

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, CDCls): § (77,25; C-1); (65,69; C-2); (67,32;
C-3); (69,10; C-4); (69,74; C-5); (71,36; C-6); [AcO - C.(169,96; 169,85; 169,63;
169,86; 169,11)]; [Aco-C (20,71; 20,65; 20,53; 20,47); (CH30 — 58,47)
Espectrometria de massas (70 eV): m/z: (224; 182; 140; 87).

3-3’-4-4’-5-5’-6-6’-acetil-1-O-metil-inositol (PW-12)

F.M:= C3H42019

P.M =706 u.m.a.

Aspecto: sélido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): § (3,54, dd, J= 9,9 e 3,0 Hz; H-1);
(4,14; m; H-2); (5,52; H-3); (5,41 — 5,30; H-4); (5,41 — 5,30; H-5); 5,41 — 5,30; H-6);
Espectrometria de RMN "*C (100 MHz, CDCl): § (77,31; C-1); (66,62; C-2); (68,91;
C-3); (69,09; C-4); (69,83; C-5); (71,54; C-6); [AcO - C.(170,20; 169,95; 169,61;
169,33)]; [AcO-C (20,77; 20,69; 20,60; 20,56; 20,44); (CH30O — 58,61)
Espectrometria de massas (70 eV): m/z: (344; 302; 242; 200; 182; 158; 140).
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