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RESUMO:

SILVA, Roberta Ferreira Nagipe da; Universidade Estadual do Norte Fluminense —
Darcy Ribeiro; fevereiro de 2011; Prospeccao Quimica e Biolégica do estrato
arbéreo da Mata do Bom Jesus (Campos dos Goytacazes) : Uma contribuicdo ao
estudo da espécie Parapiptadenia pterospema Benth (Fabaceae); Orientadora:
Leda Mathias.

O Bioma Mata Atlantica possui uma grande variedade de espécies vegetais ricas
em substancias quimicas de interesse, estas encontradas em diferentes teores em

folhas, frutos, caules, raizes e sementes.

No presente trabalho foi realizada uma prospeccao quimica e biolégica da espécie
Parapiptadenia pterosperma (Fabaceae) conhecida popularmente como monjolo

branco.

O estudo fitoquimico dos extratos do caule de um espécime de P.p coletada na
mata do Bom Jesus, Campos dos Goytacazes (RJ) em abril de 2008, conduziu ao
isolamento e a identificacdo de diferentes metabdlitos especiais. Do extrato
hexanico foram identificados: dois terpenendides, friedelina e lupeol, trés
esterdides: campesterol, estigmasterol, sitosterol, um &lcool, Eicosan-1-ol € uma
cetona, 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona. Do extrato em cloroférmio foram
identificados os triterpenos: epifriedelanol e quantidades adicionais de friedelina.
Do extrato metandlico foram identificados: epifriedelanol e os derivados acetilados

da amirina, lupeol, campesterol, sitosterol e estigmasterol.

A determinacgdo estrutural das substancias foi realizada através de técnicas de
RMN 1H e 13C a uma e duas dimensdes, infravermelho (1V), espectrometria de

massas (EM), bem como por comparagdo com dados descritos na literatura.

by

Concomitante a investigacdo fitoquimica foi realizado um ensaio bioloégico para
verificar a citotoxicidade dos extratos frente as larvas de A.salina Leach, a

atividade foi observada significativamente no extrato metandlico e hidrometandlico.






ABSTRACT:

SILVA, Roberta Ferreira Nagipe da; Universidade Estadual do Norte Fluminense —
Darcy Ribeiro; agosto de 2010; Prospeccdo Quimica e Biolégica do estrato
arbéreo da Mata do Bom Jesus (Campos dos Goytacazes) : Uma contribuicdo ao
estudo da espécie Parapiptadenia pterospema Benth (Fabaceae); Orientadora:
Leda Mathias.

The Atlantic Forest biome has a wide variety of plant species rich in chemicals of

interest, they found at different levels in leaves, fruits, stems, roots and seeds.

In the present study aims to exploit the chemical and biological species

Parapiptadenia pterosperma (Fabaceae) popularly known as monjolo branco.

The phytochemical study of extracts of stems of a specimen collected in the forest
P. p of Bom Jesus Campos (RJ) in April 2008 led to the isolation and identification
of different metabolites special. The hexane extract were identified: two
terpenendides, friedelin and lupeol, three steroids: campesterol, stigmasterol,
sitosterol, an alcohol, Eicosan-1-ol and a ketone, 6,10,14-trimetilpentadecan-2-
one of the chloroform extract were identified triterpenes: epifriedelanol and
additional quantities of friedelin. The methanol extract were identified:
epifriedelanol and acetylated derivatives of amyrin, lupeol, campesterol, sitosterol

and stigmasterol.

Structure determination of compounds was performed by techniques of 1H and
13C one and two dimensions, infrared (IR), mass spectrometry (MS) and
compared with previously reported data.

Concomitant with the phytochemical investigation was conducted a bioassay to
determine the cytotoxicity of the extracts against the larvae of A. salina Leach,

activity was observed significantly in the methanol extract and hydromethanolic.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Bioma Mata Atlantica

A Mata Atlantica é considerada a segunda maior formacao florestal
brasileira. Na sua formacdo original cobria cerca de 1,1 milhdes de Km? o
equivalente a aproximadamente 12% da superficie do territério brasileiro.
Estendendo-se por mais de 3300 Km na costa leste, desde o Rio Grande do
Norte até o Rio Grande do Sul (Morelato, 2000; Oliveira-Filho & Fontes, 2000).

Essa formacao vegetacional apresenta diferentes definicdes, sendo
atualmente a mais aceita aquela que a classifica como Dominio Tropical
Atlantico, que inclui ndo somente as matas de encosta e de planicies costeiras
litoraneas, como também o conjunto de formacdes vegetais associadas,
ampliando o limite de sua distribuicdo em algumas regides para cerca de 700
Km em direcdo ao interior do Brasil. Segundo RADAMBRASIL (1983), uma das
formacdes da Mata Atlantica € a Floresta Ombréfila Densa, que se caracteriza
por apresentar elevadas temperaturas, alto indice de precipitacdo bem
distribuido durante o ano, praticamente sem periodos de seca. De acordo com
a hierarquia topogréafica que reflete fisionomias diferentes de acordo com as
variacfes ecotipicas das faixas altimétricas, resultantes de ambientes também
distintos, este tipo de formacéo foi dividido em quatro tipos florestais principais:
Floresta de baixada (até 50 m), Floresta submontana (50-500 m), Floresta
Montana (500-1500 m) e Floresta alto Montana (acima de 1500 m)
(Radambrasil, 1983)

A Mata Atlantica é detentora de alta biodiversidade relativa a flora
fanerogamica (Giulietti e Forero, 1990). Entretanto devido ao grande
desmatamento efetuado pela pratica agropecuaria ou madeireira, seus
remanescentes encontram-se restritos a manchas florestais reduzidas e
fragmentadas, algumas vezes isoladas e circundadas por extensas matrizes
antrépicas (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2002). Este processo de reducéo e
isolamento da vegetacédo afeta a estrutura e 0os processos das comunidades
vegetais, ocasionando perda da biodiversidade. Por conta da intensa acédo de
degradacéo e a perda de habitat, a elevada diversidade e ao elevado grau de
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endemismo, a Mata Atlantica é considerada um dos hotspots de biodiversidade
(Meyers et al., 1982), que sdo 34 éareas espalhadas pelo globo terrestre

consideradas prioritarias para a conservacao (Mittermeier et al., 2005).

Antes do intenso desmatamento a maior parte da regiao norte do estado
do Rio de Janeiro era coberta pela floresta Ombréfila de Terras Baixas - até
250 metros, sendo que hoje se encontra reduzido a menos de 7% de sua
cobertura (Veloso et al., 1991). Neste contexto, o pouco do que resta desta
vegetacdo encontra-se altamente fragmentada e representada por manchas
florestais com areas, em geral, inferiores a 100 ha e que estéo localizadas na

sua grande maioria em propriedades privadas (Veloso et al., 1991).

O municipio de Campos dos Goytacazes, localizado no extremo norte do
Rio de Janeiro, apresenta fitofisionomias diversificadas, englobando florestas
de baixadas estacionais semideciduais, ombrofila e restinga (Fundagcdo SOS
Mata Atlantica, 2002). Atualmente esta regido encontra-se com menos de 3%
de sua cobertura florestal original devido ao intenso desmatamento iniciado no
século XIX para implemento de monocultura de cana-de-acucar (Fundacao
SOS Mata Atlantica, 2002). Este remanescente encontra-se a mercé de
pressfes antrOpicas diversas, tais como queimadas, cortes seletivos de
madeira, caca entre outras. Mesmo diante destas adversidades, grande parte
deste fragmento, apesar do tamanho e isolamento, ainda apresenta elevada

diversidade de espécies arboreas (Pagano et al., 1987).

Dentre os fragmentos de Mata Atlantica encontrados no municipio de
Campos dos Goytacazes, pode-se citar a Mata do Bom Jesus, com uma area
de 35 ha (Figura 1, p.3). Esta regido esta caracterizada como um fragmento de
floresta aluvial situada nas proximidades do rio Paraiba do Sul. Até o inicio dos
anos 80 a mata pertencia a uma fazenda, posteriormente foi cedida a Santa
Casa de Misericordia de Campos dos Goytacazes para a extracdo seletiva de
madeira utilizada na fabricacdo de caixdes. Nos anos 90 esta atividade foi
abandonada, porém a mata continua sendo alvo de extracdo seletiva de
madeira caga e queimada. Este fragmento estd imerso em uma matriz
antropica formado por extensos canaviais, pastagem e algumas areas de

regeneracao florestal (capoeiras) em suas bordas (Carvalho et al., 2006).
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Mata do Bom Jesus
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Figura 1. Mapa com a localizagdo da Mata do Bom Jesus.

Estudos realizados por Carvalho et. al. (2006) nesta regido permitiu a
identificacdo de 336 individuos distribuidos em 105 espécies pertencentes a 91
géneros e 35 familias, onde aquelas que apresentaram maior riqueza de
espécies foram Fabaceae (10 espécies), Myrtaceae (10 espécies),
Mimosaceae (7 espécies), Euphorbiaceae (7 espécies), Lauraceae (6
espécies), Rubiaceae (6 espécies), Anacardiaceae (5 espécies) e

Caesalpinaceae (1 espécie) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo de espécies vegetais encontradas na Mata do Bom Jesus.
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1.2 A Familia Fabaceae

A flora brasileira é considerada uma das mais ricas do globo e a familia
Fabaceae € apontada como uma das mais representativas nas formacdes
florestais neotropicais (Gentry, 1982). No dominio tropical Atlantico, esta familia
destaca-se entre os elementos mais importantes do estrato arbéreo (Leitdo-
Filho, 1982; Peixoto e Gentry, 1990; Lima, 2000; Oliveira-Filho et al., 1994).

A familia Fabaceae pertence a ordem Fabales (Sensu Croquist, 1988) e
constitui uma das maiores e mais importante familia botanica, devido ao grande
namero de espécies vegetais. Essa familia também tem grande importancia
econdmica pelo fato de produzirem madeiras uteis, produtos alimentares,
medicinais e ornamentais.

Para a familia Fabaceae é descrito aproximadamente 642 géneros e
18.000 espécies, sendo considerada a terceira maior familia de angiospermas.
Apresenta habitos variados que vao desde arvores gigantes até diminutas
ervas e habitam os mais variados ambientes, em diferentes latitudes e altitudes
(Joly, 2002). Possui ampla distribuicdo nas regifes temperadas e tropicais do
globo (Barroso, 1978).

Outra caracteristica encontrada nesta familia é a capacidade que muitas
espécies possuem de converter o nitrogénio da atmosfera em substancias
nitrogenadas utilizados pelas plantas, por meio de uma relagdo simbi6tica com

bactérias do género Rhizobium (Souza & Castro, 2008).

No Brasil, a familia esta representada por aproximadamente 188
géneros e 2.100 espécies, distribuidas em quase todas as formacles
vegetacionais (Barroso et al., 1991). Encontra-se dividida em trés subfamilias:

Mimosoideae, Caesalpinoideae e Papilionoideae (Evans, 2002).
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1.2.1 A subfamilia Mimosoideae

A subfamilia Mimosoideae compreende quatro tribos, 78 géneros e
aproximadamente 3.270 espécies (Lewis & Schire, 2005) distribuidas nas
regibes tropicais, subtropicais e calido-temperadas (Polhill & Raven, 1981).
Sao plantas subarbustivas, arbustivas, ou arboreas (Joly, 2002). Quase dois
tercos das espécies conhecidas estdo subordinados a trés géneros: Acacia,

Mimosa e Inga (Elias, 1974).
1.2.2 O género Parapiptadenia

Segundo o levantamento bibliogréfico realizado até o presente momento,

0 género Parapiptadenia esta representado por seis espécies:

» Parapiptadenia blanchetii,

Parapiptadenia excelsa,

» Parapiptadenia ilheusana,

» Parapiptadenia pterosperma,

» Parapiptadenia rigida

= Parapiptadenia zehntner. (www.plantsystematic.org).

A quimica do género Parapiptadenia € composta por diferentes classes
de substancias e, devido a aplicacdo industrial, os primeiros relatos que
envolvem o género foram dirigidos na determinacdo de contetdos de taninos
(Zelada & Coni, 1995). O primeiro relato da presenca de taninos dentro do
género Parapiptadenia foi verificado na espécie Parapiptadenia rigida. (Primo,
1945).

Espécies do género também sdo utilizadas na a recuperacdo de areas
degradadas (Souto, 1984) e para a restauracdo florestal em areas de
preservacao permanente (Durigan & Nogueira, 1990). Sao arvores de madeira
muito pesada, elastica e bastante duravel, o que as torna proprias para

construcdes rurais e para a carpintaria (Reitz et al., 1988).
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Em 2008 foi realizada uma pesquisa no Chemical Abstracts, Web of
Science, Scirus e etc, onde foi registrada apenas uma espécie do género
Parapiptadenia estudada fitoquimicamente, a espécie Parapiptadenia rigida.

P. rigida apresenta uma vasta aplicacdo na medicina popular e na
industria farmacoldgica, atuando no combate a disenterias, raquitismo,
reumatismo, hemorragias, afeccdes bronco-pulmonares, sinusite e asma,
assim como na cura de inchaco das pernas. A goma resinosa que exsuda da
sua casca, pode ser utilizada como expectorante (Carvalho, 2003). A espécie
P. rigida também apresenta atividade contra cepas de Staphylococcus aureus,
S. epidermidis, Bacillus subtilis e Micrococcus luteus (Magalhdes, 1997; Coelho
et al. 2004).

Os principais metabdlitos especiais encontrados nesta espécie
pertencem as seguintes classes: terpendides, ésteres, chalconas, flavonodides e
ciclitdis (Tabela 1, p. 6; Quadro 1, p. 7).

Tabela 01. Constituintes quimicos isolados de espécie Parapiptadenia rigida,
com registro na literatura.

Substéancia Estrutura Referéncia
Sitosterol 01 Gomes et al.,2002
Betulina 02 Gomes et al.,2002
Lupeol 03 Gomes et al.,2002
3,4-diidroxibenzoato de metila 04 Gomes et al.,2002
4-hidroxi-3,5-dimetilbenzaldeido 05 Gomes et al.,2002;
Gomes et al.,2003
p-hidroxibenzaldeido 06 Gomes et al.,2002
Isoliquiritigenina 07 Gomes et al.,2002

Gomes et al., 2003

Liquiritigenina 08 Gomes et al. 2003
Triidroxiflavona 09 Gomes et al. 2002
Gomes et al. 2003

Diidroxiflavanona 10 Gomes et al. 2002
Gomes et al. 2003

Tetraidroxiflavanona 11 Gomes et al.,2002




Roberta Ferreira Nagipe da Silva Parapiptadenia pterosperma Introdugdo

Gomes et al.,2003
L-2-O-metilchiroinositol 12 Gomes et al. 2002
7,8,3,4’-tetraidroxiflavanona 13 Alves et al. 2003.

Quadro 1. Estrutura quimica dos constituintes quimicos isolados da espécie
Parapiptadenia rigida, com registro na literatura.




Roberta Ferreira Nagipe da Silva Parapiptadenia pterosperma Introdugdo

1.2.3 A espécie Parapiptadenia pterosperma (Benth.) Brenan

A espécie Parapiptadenia pterosperma Benth., sinonimia Piptadenia
pterosperma, pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae, tribo Mimosoideae

e subfamilia Mimosoideae (Lorenzi, 1998; www.specieswikimedia.org).

Popularmente é conhecida como monjolo branco, angico vermelho, angico
pedra e angico de flor roxa (Lorenzi, 1998; www.gbif.org,

www.dannemann.com, www.tropmad.com.br).

P. pterosperma distribui-se principalmente pelo sudeste brasileiro, nos
estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais e também no nordeste

do pais, no estado da Bahia (Lorenzi, 1998; www.ildis.org/LequmeWeb). E uma

arvore de grande porte variando de 12 a 15 metros de altura. Possuem folhas
pinadas, foliolos muito pequenos, floragdo em pequenos cachos pendentes de
coloracdo marrom escuro (Figura 3, p.9). Seu fruto apresenta-se como vagem
€ suas sementes possuem pequena asa, o que diferencia esta espécie de

outras similares (Lorenzi, 1998; www.arvoresdobrasil.com.br).

A Tabela 2 apresenta a classificacdo botanica e demais caracteristicas
atribuidas a essa espécie.

Tabela 2. Classificacdo botanica proposta para Parapiptadenia pterosperma
(Zipcodezoo.com).

Parapiptadenia pterosperma

Classe: Angiosperma
Subclasse: Dicotiledbnea
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Mimosoideae
Tribo: Mimoseae
Género: Parapiptadenia

Espécie: Parapiptadenia pterosperma (Benth.) Brenan



http://www.specieswikimedia.org/
http://www.gbif.org/
http://www.dannemann.com/
http://www.ildis.org/LegumeWeb
http://www.arvoresdobrasil.com.br/
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Sinonimia cientifica: Piptadenia pterosperma
Nomes populares: monjolo branco, angico vermelho, angico pedra e

canafistula preta.

Caracteristicas: Arvores de grande porte com cerca de 12 a 15 m
de altura. Possuem folhas pinadas, foliolos muito
pequenos, floragho em pequenos cachos
pendentes de coloracdo marrom escuro, fruto em

forma de vagens, sementes aladas

Habitat: Regides Sul a Leste do Brasil

Fontes: (Lorenzi, 1998; www.gbif.org; www.dannemann.com;

www.tropmad.com.br).

Figura 3. Fotografia ~da espécie Parapiptadenia  pterosperma
(www.dannemann.com)



http://www.gbif.org/
http://www.dannemann.com/
http://www.dannemann.com/
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2 METABOLISMO SECUNDARIO.

Plantas e microorganismos sintetizam uma imensa variedade de
metabdlitos que sédo geralmente classificados em dois grupos baseados em
suas funcbes. (Bode, 2004) Os metabdlitos primarios sédo essenciais ao
crescimento e desenvolvimento e utilizados universalmente enquanto que o0s
metabdlitos secundarios (especiais) sdo extremamente diversos e varaveis.
(Gershenzon et al., 2000). Uma das principais funcdes atribuidas a essas
substancias sdo os mecanismos de defesa das plantas. Assim, os metabdlitos
especiais agem como defesa contra herbivoros, ataque de patdégenos,
competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como
polinizadores, dispersores de sementes e microorganismos simbiontes. Possui
também acdo protetora em relagcdo a mudancas de temperatura, conteddo de
agua, niveis de luz, exposicdo aos raios ultravioleta (UV) e deficiéncia de
nutrientes minerais. Sendo assim estes metabdlitos atuam desempenhando o
papel de garantir a sobrevivéncia do organismo no habitat natural. Os
metabdlitos secundarios dividem-se em trés grandes grupos: terpendides,

substéancias fendlicas e alcal6ides (Figura 4.) (Peres, 2004).

Piruvato + 3 PGA TERPENOIDES

—-
Via do meval6nato l FENOL'CO
Via do acido chiquimico Z AMINOACIAOS g | ALCALOIDES

aromaticos

Figura 4. Principais grupos de metabdlitos especiais (Peres, 2004).
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2.1 Terpendides

Os terpendides constituem a maior classe de metabdlitos especiais,
caracterizados principalmente como substéncias de defesa contra herbivoria e
patébgenos (Rodriguez et al.,, 2002). Além disto, atuam na atracdo de
polinizadores, na dispersdo de sementes por animais e também como
aleloquimicos, que influenciam na competicdo entre espécies de plantas
(Kleinig, 1989).

Os terpendides s@o encontrados principalmente em plantas superiores,
porém é possivel encontra-los em plantas inferiores, fungos, animais e
procariontes (Kleinig, 1989). Podem se apresentar de forma livre, no entanto
muitos sdo encontrados como glicosideos, ésteres de acidos organicos, até

mesmo combinados com proteinas (Geissman & Crout., 1961).

A classificacdo destas substancias estd de acordo com o numero de
unidades de isopreno (monémero com cinco atomos de carbonos) que o0s
constitui, sendo assim: monoterpenos (Cip); sesquiterpenos (Cis); diterpenos
(Co0); sesterpenos (Cys); triterpenos (Czp) e tetraterpenos (Cso) (Deans &
Waterman, 1993).

A volatilidade de algumas substancias deste grupo faz com que sejam
facilmente perceptiveis nos aromas de plantas. A mistura de monoterpenos e
sesquiterpenos volateis € chamada de 6leo essencial e geralmente possuem
acao repelente sobre herbivoros e podem servir como atraentes de inimigos
naturais de fitéfagos (Deans & Waterman, 1993; Waterman, 1993).
Industrialmente podem ser utilizados como antioxidantes, fragrancias ou

aromatizante de alimentos (Deans & Waterman, 1993).

Estudos tém demonstrado a importancia farmacoldgica dessa classe de
substancias. Os triterpenos de esqueleto lanostano, por exemplo, (Figura 5,
p.12) isolados de Fomitopsis pinicola possuem acdo antiinflamatodria e sédo de
grande interesse farmacoldgico, uma vez que apresentam atividade inibitoria
seletiva para a enzima COX-2 (Yoshikawa et al., 2005). J& os triterpenos de
ndcleo oleaneno, acidos uncarico A e B (Figura 6, p.12), isolados a partir das
folhas de Uncaria rhynchophylla apresentam atividade citotoxica para diversas
cepas de células tumorais (A-549, HCT-15, MCF-7) (Lee et al., 2000).
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Y:R;=Ac
Ry=a

X: Ri=R,=OH
Z: Ry=Ac
R,=b
Xy= xilose

Figura 5. Triterpenos de esqueleto lanostano isolados do fungo Fomitopsis
pinicola com atividade inibitéria para COX-2.

Acido uncarico A R= E-feruloila Acido oleandlico
Acido uncarico B R= Z-feruloila

Figura 6. Acido oleandlico e seus derivados

Muitos derivados do &cido oleandlico (Figura 6) tém sido relatados na
literatura (Heitzman et al., 2005; Mahato e Kundu, 1994), porém somente
alguns destes derivados revelam uma potencial atividade biologica (Lee et al,
2000). Estudos recentes revelam algumas destas atividades, tais como
atividades antitlcera, antiinflamatoria, anti hipertriglicémica, antihiperglicémica,
anti-HIV e um grande potencial de atividade nos tratamentos da artrite e
reumatismo apresentados para essa substancia na sua forma livre (Heitzman
et al., 2005; Safayhi e Sailer, 1997).

A literatura mostra que existe uma relagéo entre estrutura dos triterpenos
e a atividade antiinflamatoria apresentada por estes. Tais como a presenca dos

grupos carboxilas em C-28 e C-30 (Recio, 1995; Recio, 1995a) e nos
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esqueletos lupanos a carboxila em C-27 (Mendes, 2004), além disto, nos
lupanos a presencga de um anel de cinco membros pode fazer com que estes
se liguem a receptores glicocorticéides devido a semelhanca estrutural com os
esterodides (Figura 7) (Mendes, 2004).

Esqueleto Lupano Glicocorticoide

Figura 7. Estrutura do esqueleto lupano e do glicocorticéide

2.2. Biossintese de terpendides

Os terpendides sao biosintetizados a partir de metabdlitos primarios por

no minimo duas rotas diferentes, como mostra a Figura abaixo:
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Figura 8: Biossintese de terpendides
Fonte: Taiz & Zeiger, 2004.
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Na rota do acido mevalodnico, trés moléculas de acetil CoA sao ligadas, a
partir de uma série de etapas da rota, para formar o 4cido mevaldnico. Esse
importante intermediario de seis carbonos € entdo pirofosforilado,
descarboxilado e desidratado para produzir o isopentenil difosfato (IPP), que &
a unidade basica na formacdo de terpenos (Taiz & Zeiger, 2004) (Figura 8,
p.14).

O IPP também pode ser formado a partir de intermediario da glicose ou
do ciclo de reducéo fotossintética do carbono, através de um conjunto de
reacoes denominado de rota do metileritrol-3-fosfato (MEP), que ocorre nos
cloroplastos e outros plastideos. O gliceraldeido-3-fosfato e dois atomos de
carbono derivados do piruvato se combinam para formar um intermediario que
€ convertido em IPP (Taiz & Zeiger, 2004) (Figura 8, p.14).

O isopentenil difosfato e seu isébmero, o dimetilalil difosfato (DMAPP) se
unem para formar moléculas maiores. Inicialmente o IPP e o DMAPP reagem e
formam o geranil difosfato (GPP), uma molécula de 10 carbonos, a partir da
qual sdo formados os monoterpenos. O GPP pode entdo ligar-se a outra
molécula de IPP, formando a substancia de 15 carbonos, farnesil difosfato
(FPP), precursor da maioria dos sesquiterpenos. A adi¢cao de outra molécula de
IPP forma o geranigeranil difosfato (GGPP), substancia de 20 carbonos
precursor dos diterpenos. Finalmente, FPP e GGPP podem dimerizar para
formar triterpenos (C-30) e tetraterpenos (C-40), respectivamente (Taiz &
Zeiger, 2004) (Figura 8, p.14).

3. ATIVIDADE BIOLOGICA

Dentre as atividades biolégicas elou farmacolégicas, tais como:
alelopética, antiparasitaria e apresentadas pelos metabdlitos especiais, hd um
grande estimulo para a descoberta de novas substancias que apresentem
atividades antioxidante, antifingica e antibacteriana. @ A descoberta de
substancias com tais atividades, constitui uma necessidade urgente devido ao
aumento da incidéncia de doencas infecciosas e degenerativas e a alta
capacidade dos microrganismos de desenvolverem resisténcia aos
medicamentos usados clinicamente. Além disto, a identificacdo de metabdlitos

especiais em diferentes espécies de plantas tem contribuido de forma
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significativa para o desenvolvimento de diversas areas de estudo tais como,
classificacdo sistemética de plantas, quimiossistemética, ecologia, farmacologia
e etc. (Da Costa et al., 1995).

3.1 Atividade Citotoxica

A familia Fabaceae € conhecida por apresentar varias substancias
bioativas. Entdo, objetivando a identificacdo das substancias bioativas
possivelmente presentes na espécie P. pterosperma foi introduzido neste
trabalho a investigacdo da atividade citotoxica dos extratos brutos do caule de
um espécime de P. pterosperma através de um ensaio simples e de baixo
custo para determinar a DLso das amostras analisadas.

O bioensaio que utiliza camardo de agua salgada (A. salina) foi proposto
por McLaughlin e é caracterizado como um ensaio simples para determinar a
DLso (ug/mL) para substancias puras e extratos (McLaughlin et al., 1995).

A. salina € um crustaceo da classe Anostracea, de agua salgada que é
utiizado como alimento vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente
encontrados em lojas de aquaristas. Possui quatro estagios de
desenvolvimento (ovo, nauplio, metanuplio e adulto) e alguns mecanismos de
adaptacdo que as tornam cosmopolitas, como a osmorregulacdo, a presenca
de pigmentos respiratorios como a hemoglobina e a disponibilidade de
alternativas reprodutivas que facilitam a dispersdo e a perpetuacdo dessa
espécie (Siqueira et al.,, 1998). A praticidade e simplicidade que envolve o
bioensaio favorecem sua utilizagdo sistematica dentro de um laboratério de
fitoquimica. A técnica tem a vantagem de apresentar baixo custo, rapidez e nédo
exigir técnicas assépticas. (Meyer et al., 1982).

O teste 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 zooldgica pode indicar a
bioatividade de novas substancias. Na literatura h& varios trabalhos que tentam
relacionar a toxicidade sobre as larvas de A. salina com atividades, tais como:
antifingica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida e tripanossomocida (Siqueira
et al.,, 1998; Dolabela, 1997; Brasileiro et al., 2006; Nifio et al., 2006;
Magalhées et al., 2007).
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A literatura também mostra a correlagcdo existente entre a toxicidade
sobre o crustaceo e a citotoxicidade para células cancerosas do tipo P-388.
(Yunes et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O principal objetivo desta dissertagédo visou o conhecimento da quimica
de espécime (P. pterosperma) do estrato arbéreo da regido norte - noroeste
Fluminense, através do estudo fitoquimico e avaliacdo da atividade citotoxica,

frente as larvas de Artemia salina.

2.2. Objetivos Especificos

* Isolar os constituintes quimicos dos extratos brutos do caule de P.
pterosperma através de técnicas cromatograficas classicas;

» Purificar os constituintes isolados através de cromatografia e/ou
recristalizacao;

* Identificar o0s constituintes isolados através de técnicas
espectrométricas (espectrometria na regido do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear e cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa);

+ Avaliar a atividade citotoxica dos extratos brutos de P. pterosperma

frente as larvas de Artemia salina.




27

Roberta Ferreira Nagipe da Silva Parapiptadenia pterosperma Parte Experimental

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos Utilizados

» Aparelho de ponto de fusdo MQAPF - 301, Microquimica.

» Balanca analitica GEHAKA.

= Balanca, Triple beam balance — OHAUS.

= Céamara escura UV, Cienlab.

» Cromatografo acoplado ao espectrometro de massas CG/EM- QP5050,
Shimadzu.

= Espectrofotbmetro, IV affinity-1, Simadzu.

» Espectrofotémetro, Perkin Elmer, modelo FT-IR 1600.

= Espectrometro de RMN, Jeol Eclipse.

= Estufa, Med clave.

= Evaporador rotativo, FISATOM.

» Luz ultravioleta portétil, Mineral lamp, modelo UVGL-25

* Micropipetas multicanal (8 canais), volume ajustavel 0,25-10 mL, 5-100
mL e 20-250 mL, Gilson.

= Micropipetas, volume ajustavel de 0,5-2 mL, 5-50 mL e 20-200 mL,
Transferpette-Brand.

* Micropipetas, volume ajustavel de 25-100 mL e 200 mL -1 mL, Oxford.

= Minivortex, biomix, modelo QL 901

»= Moinho de facas tipo Willey

» Placa de aguecimento, Corning.

» Soprador serigréafico, Sternel, modelo HL 500.

= Ultra-som, Unique, modelo USC 1450.
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3.2 Reagentes utilizados

Acetato de etila P.A.,Vetex, Synth.
Acetona P.A., Synth.

Acido acético glacial P.A.,Vetec.

Acido sulftrico P.A.,Isofar.

Anisaldeido, Vetec.

Carbonato de calcio,Vetec.

Cloreto de aluminio, Vetec.

Cloreto de célcio, Vetec.

Cloreto de magnésio, Vetec.

Cloreto de sédio, Vetec, Reagen.
Cloroférmio deuterado, Cambridge Isotope.
Cloroférmio P.A.,Synth.

Diclorometano P.A.,Synth.
Dimetilsulfoxido (DMSO), Vetec.

Etanol P.A., Synth.

Hexano P.A.,Synth.

Metanol deuterado, Cambridge Isotope.
n-Butanol P.A., Synth.

Sulfato de sédio anidro P.A.,Vetec.

3.3. Material de Consumo utilizado

Cromatofolhas de silica gel 60, Merck.

Papel de filtro qualitativo, porosidade 3 micras, Nalgon.
Papel de pH Universalindikator pH 0-14, Merck.
Pipetas de Pasteur, vidro.

Ponteiras, 0,2-10 mL, VWR.

Silica gel 60G F,s4para CCDP, Merck.

Silica gel 60G F,s4 para CCDA, Merck.

Silica gel para coluna, 70-230 mm, Merck.

Silica gel para coluna, 0,063- 0,200 mm, Merck.

Tubos de ressonéancia, 5 mm, Wilmad-Lab-Glass.

28
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3.4 Solucao reveladora Empregada nos Processos Cromatograficos em

Camada Delgada.

3.4.4 Solucao de Vanilina Sulfurica

Foi preparada uma solugéo de vanilina sulfurica a partir da adicdo de 3,0
gramas de vanilina em 135 mL de agua destilada juntamente com 135 mL de

alcool etilico e 30 mL de acido sulfurico.

3.5 Levantamento Bibliografico

Realizado através de pesquisa bibliografica de periédicos em bibliotecas e
em sitios disponiveis na INTERNET, tais como Chemical abstracts, Web of

Sciense, Scirus e etc.

3.6 Material Vegetal

O caule de Parapiptadenia pterosperma foi coletado no Parque
Taquarucu (Mata do Bom Jesus), localizado no municipio de Campos dos
Goytacazes, RJ, em maio de 2008.

Inicialmente foi realizada a triagem do material coletado, quando foi
separado folhas e caule. O material vegetal (caule) foi diretamente submetido a
secagem a temperatura ambiente durante 7 dias.

3.7 Preparacdo dos Extratos Brutos do Caule de Parapiptadenia

pterosperma

O material vegetal seco (1498,4 g) foi pulverizado em moinho de facas
tipo Willey e submetido & maceracdo exaustiva com hexano, cloroférmio,
metanol e metanol/agua (8:2).

Os extratos foram concentrados em evaporador rotatério, a
aproximadamente 50 °C, sob presséo reduzida, até obtencédo de um residuo. Os
extratos brutos obtidos foram transferidos para frasco previamente pesado e

mantido em capela de exaustdo, por no minimo, 48 h, com exce¢ado do extrato
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metanol/dgua que foi reduzido com auxilio da adicdo de butanol. Esse
procedimento forneceu 117,3 g de extrato hexéanico, 100,0g de extrato em
cloroférmio, 100 g de extrato em metanol e 32,0 g de extrato em metanol/agua
(8:2).

Todos os fracionamentos cromatograficos foram monitorados por
cromatografia em camada delgada analitica de silica gel (CCDA), utilizando-se
diversos eluentes. Apresenta-se na Figura 9 o fluxograma resumido da
obtencédo dos extratos. Os cromatogramas foram observados sob luz visivel e
ultravioleta (254 e 365 nm) apos revelacdo com a solucéo reveladora descrita
no item 3.4.4. As fragbes foram reunidas de acordo com seus perfis, sendo
concentradas em evaporador rotatério a 40-60°C e transferidas para frascos
previamente tarados e mantidas em capela de exaustdo, para eliminacdo do

solvente remanescente.

P. pterosperma

caule (1498,4 g)
Maceracéo (periodo de 7 dias e trés repeticdes para cada solvente)
1. hexano
2. CHCl,4

3. MeOH
1.MeOH/H,0) (8:2)

[ J 4 4

HPP 117,39 CPP 100 ¢ MPP 100 g MHPP 32 g

Figura 9: Fluxograma resumido dos extratos oriundos do caule de P.

pterosperma.

Legenda:

HPP = Extrato hexanico de P. pterosperma;

CPP = Extrato em cloroférmio de P. pterosperma;
MPP = Extrato metandlico de P. pterosperma;

MHPP = Extrato hidrometandlico de P. pterosperma
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3.8 TESTES GENERICOS PARA IDENTIFICACAO DE TRITERPENOS E
ESTEROIDES.
3.8.1 Avaliacdo dos testes genéricos para identificacdo de triterpenos e

esteroides.

Para determinar a presenca dos metabdlitos especiais foram utilizados

diferentes técnicas, tais como:
v' Reacdao de Liebermann Burchard (triterpenos e esterdides)

Uma aliquota de 5,0 mg dos extratos brutos secos foram resuspendidos
em 5,0 mL de cloroférmio, em seguida adicionou-se carvao ativo e
prosseguiu-se com uma filtracdo, logo apo6s foram adicionadas gotas do
reagente de Liebermann Burchard (2 mL de anidrido acético mais duas
gotas de acido sulfarico). A coloracao verde persistente indica a presenca

de triterpenos e esterdides (Costa, 1982).

v" Reacao de Salkowski

Uma aliquota de 5,0 mg dos extratos brutos secos foram resuspendidos em
5,0 mL de cloroférmio, em seguida adicionou-se carvao ativo e prosseguiu-
se com uma filtracdo, logo apo6s foram adicionadas gotas de acido sulfurico
concentrado. A coloracao verde persistente indica a presenca de triterpenos
e a coloracdo mutavel indica a presenca de esteréides (Costa, 1982).

3.9. Fracionamento do Extrato Hexanico (HPP)

O extrato hexanico (117,3g) foi submetido ao fracionamento preliminar
utilizando cromatografia em coluna de gel de silica (malha 0,063 a 0,200 mm),
empregando-se como série eluotrépica n-hexano (Hx), éter de petréleo (Ep),
diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc) (1:1) e metanol (MeOH), ou seja,
em gradiente crescente de polaridade. ApOs este procedimento obtiveram-se
cinco fracdes que foram concentradas sob pressédo reduzida em evaporador

rotativo.
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A fracdo de diclorometano (2,0 g) foi fracionada através de cromatografia
tipo flash em coluna de gel de silica (malha 0,05 a 0,063 mm), utilizando como
sistema de solvente éter de petrbleo e acetato de etila (95:5). ApOs este
procedimento foram obtidas 263 fracbes. ApOs analise por CCDA, as fracdes

gue apresentaram o mesmo Rf foram reunidas.

As fracdes de 1- 40 ndo foram trabalhadas por apresentarem grande

guantidade de material graxo.

A subfracdo obtida da unido das fracbes 41- 50 (65,02 mg) foi
acrescentado hexano. Este procedimento gerou duas fracdes, uma soluvel em
hexano (sobrenadante) e outra insollivel (precipitado). Através de CCDA
verificou-se que esta quando revelada com vanilina sulfdrica, apresentava-se

como uma Unica mancha. Tratando-se da substancia (PP - 01).

A parte sollivel em hexano apresentou material graxo e, portanto nao foi

trabalhada.

A subfracdo obtida da reunido das fragcdes 51- 65 (93,50 mg) foi
fracionada através de cromatografia CC/flash, utilizando como eluente
diclorometano e hexano (1:1). Apds este procedimento foram obtidas 114
fracbes. Apds andlise por CCDA, as fracdes que apresentaram o mesmo Rf

foram reunidas.

Foram reunidas as fracdes 84 - 162 (326,01 mg) dentre estas, algumas
apresentaram material cristalino (fracdes 104 -117), que foi separado da agua
mae através de filtragdo em papel de filtro.

A 4gua mae foi submetida a CC/flash utilizando como eluente éter de
petréleo e acetato de etila (95:5). ApGs este procedimento foram obtidas 26
fracbes. A subfracdo obtida da reunido das fracBes 15-26 (80,20 mg) foi
submetida ao mesmo procedimento anterior fornecendo 89 fragbes. A subfracéo
obtida da unido entre as fragcdes 27-35 (59,11 mg) foi fracionada utilizando-se
CClflash, obtendo-se 45 fracGes. A subfracdo obtida da unido entre as fracbes
17-34 (40,21 mg) foi fracionada utilizando-se CC/flash obtendo-se 24 fragbes. A
subfracdo obtida da reunido entre as fracées 16-24 (20,05 mg) foi fracionada

utilizando-se cromatografia preparativa (CCDP), o sistema de solvente utilizado
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foi éter de petroleo e acetato de etila (9:1). Este processo resultou na mistura de
substéancias PP-02a, PP-02b, PP-02c e PP-02d (27,34 mg).

Os cristais da fracdo anterior foram solubilizados em diclorometano e
fracionados utilizando-se CC/flash, o sistema de solvente empregado foi éter de
petréleo e acetato de etila (9:1), resultando na mistura de substancias PP-03a,
PP-03b e PP-03c.

Na Figura 10, p.34 apresenta-se o fluxograma resumido das amostras
oriundas do fracionamento do extrato hexanico do caule de P. pterosperma e na
Tabela 3 listados os grupos de fragdes cromatogréficas, massas obtidas e seus
respectivos codigos.

Tabela 3. Fracionamento do extrato hexénico do caule de P. pterosperma
(HPP) através de cromatografia em coluna aberta de silica gel.

Fracao Massa Caodigo

41 - 50 65,02 mg PP-01

16 - 24 27,34 mg PP - 02a, PP - 02b, PP - 02c e PP -
02d

104 -117 33,11 mg PP - 03a, PP - 03b e PP - 03c
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HPP
(117,3 g)

Filtragdo em CC-silica gel
Eluentes: n-hexano, éter de petréleo, diclorometano,
acetato de etila e metanol

U l ¢ ¢ 4

HX 100,0 mg EP 191,0 mg DCM 98 g AC29g MeOH 35 mg

d 4

J_[ CCl/flash [éter de petrbleo/acetato de etila (95:5)]

CCl/flash U

<

41- 50 100 mg 51- 85 93,50 mg 84-162 326,0 mg 104-117 126 mg
ﬂPrecipitado ﬂ CC/flash j PP- 03a
PP- 01 65,02 mg 15- 26 80,20 mg
CCl/flash

{—

27- 35 59,11 mg : o0l
ﬂ CC/flash

17- 34 40,21 mg
ﬂ cCiflash —>  pp.03c

16- 24 20,05 mg

CCDP
Eluente:éter de petréleo e acetato de etila (9:1)

J J ¢ 4

PP- 02a PP- 02b PP- 02c PP- 02d

<—

Figura 10. Fluxograma resumido das amostras oriundas do fracionamento do
extrato hexanico do caule de P. pterosperma.

Legenda:

HPP = Extrato hexanico de P. pterosperma;

HX = Fracdo em hexano de P. pterosperma,;

EP = Fracdo em éter de petréleo de P. pterosperma,;
DCM = Fracédo em diclorometano de P. pterosperma;
AC = Fracédo em acetato de etila de P. pterosperma;

MeOH = Fracdo em metanol de P. pterosperma
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3.10. Fracionamento do extrato em cloroférmio (CPP)

Uma aliquota do extrato em cloroformio (10,0 g) foi submetido a
fracionamento preliminar em coluna CC utilizando como eluente éter de petroleo
(Ep), diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc) e metanol (MeOH) em
gradiente crescente de polaridade. Apos este procedimento obtiveram-se quatro

fracOes que foram concentradas sob pressao reduzida em evaporador rotativo.

A fracdo em acetato de etila (1,5 g) foi fracionada em CC/flash, utilizando
como eluente cloroférmio e acetato de etila (90:10). Apés este procedimento
foram obtidas 75 frac6es. Apds andlise por CCDA, as fracbes que
apresentaram o mesmo Rf foram reunidas. A subfracdo 1 — 3 (5,5 mg) resultou

na mistura de substancias PP-04a e PP-04b.

Na Figura 11 apresenta-se o fluxograma resumido das amostras oriundas

do fracionamento do extrato em cloroférmio do caule de P. pterosperma.

Tabela 04. Fracionamento do extrato em cloroférmio do caule de P.
pterosperma (CPP) através de cromatografia em coluna.

Fracao Massa Caddigo
1-3 5,50 mg PP-04a, PP-04b.
CPP 100,09

Filtragdo em CC - silica gel
Eluentes: éter de petréleo,
diclorometano,

acetato de etila e metanol

l l J ﬂ

CEP -8,3mg CDCM - 2,76 mg CACOEt - 23 g CMeOH 13,48 g

CCl/flash
Eluente: cloroférmio e acetato de etila (9:1)

l l

PP- 04a PP- 04b

Figura 11: Fluxograma resumido das amostras oriundas do fracionamento do
extrato em cloroférmio do caule de P. pterosperma.
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Legenda:

*Fracdes nao estudadas

CPP = Extrato em cloroférmio de P. pterosperma

CEP = Fracao em éter de petroleo de P. pterosperma
CDCM = Fracao em diclorometano de P. pterosperma
CAcOEt = Fragcédo em acetato de etila de P. pterosperma

CMEOH = Fragdo em metanol de P. pterosperma

3.11. Fracionamento do extrato em metanol (MPP)

O extrato em metanol (100,0 g) foi submetido ao fracionamento
preliminar em CC, utilizando como eluente cloroférmio, acetato de etila e n-
butanol, em gradiente crescente de polaridade. Apds este procedimento
obtiveram-se trés fracdes (fracdo eluida com CHCI3;, AcOEt e BUOH) que foram

concentradas sob presséo reduzida em evaporador rotativo.

Da fracéo eluida com AcOEt foi retirada uma aliquota de 100,00 mg que
foi entdo submetida a fracionamento em coluna de silica, utilizando-se como
eluente hexano e cloroférmio (3:7). Este procedimento resultou em 56 fracdes.
Apoés andlise por CCDA, as fracdes que apresentaram o mesmo Rf foram

reunidas.

A subfracdo obtida da reunido entre as fracfes 10 -14, quando revelada
com vanilina sulfurica, apresentava-se como uma Unica mancha que recebeu o
cédigo (PP - 05).

Outra aliquota (5,00 g) foi dissolvida em pequena quantidade de metanol.
Em seguida adicionou—se acetato de etila (Qquantidade suficiente para formacgao
de precipitado). O precipitado (Al) foi separado do sobrenadante através de
filtracAo em papel de filtro. Ao sobrenadante adicionou-se éter de petréleo até
formacdo de novo precipitado que foi separado do sobrenadante através de
filtracdo em papel de filtro e codificado de A2. O sobrenadante resultante deste

procedimento recebeu o cddigo A3.
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O solvente do sobrenadante A3 foi eliminado sob vacuo em evaporador
rotatorio e o residuo resultante (70,00 mg) foi acetilado, utilizando piridina e
anidrido acético [9:1 (5 mL)]. A solucéo foi aquecida a aproximadamente 50°C e
em seguida mantida em repouso a temperatura ambiente durante 24 horas.
ApoOs este periodo adicionou-se agua gelada (5 mL) e procedeu-se a extracao
utilizando-se 3 por¢des de 10 mL de acetato de etila. A fase organica foi seca
com sulfato de sodio anidro e o solvente eliminado sob vacuo em evaporador
rotatério. O residuo (produto) foi deixado em dessecador até peso constante
(356,0 mg).

O produto foi submetido cromatografia em coluna, utilizando-se como
eluente diclorometano e hexano (8:2). Apds este procedimento foram obtidas
116 fragOes. A subfracao obtida da reuniéo entre as fragdes 1 - 8 (58,47 mgq) foi
fracionada utilizando CC/flash e como eluente utilizou-se diclorometano e
hexano (8:2). Apos este procedimento foram obtidas 42 fracbes. A subfracéo
obtida da reunido entre as fracbes 8 -13 quando reveladas com vanilina
sulfdrica se apresentou com coloragdo arroxeada, tratando-se da mistura de
substéancias (PP-06a, PP-06b, PP-06¢c, PP-06d e PP-06e). Ofluxograma

resumido desse procedimento encontra-se na Figura 12, p. 38 e 13, p. 38.

Tabela 5. Fracionamento do extrato em cloroférmio do caule de Parapiptadenia
pterosperma (MPP) através de cromatografia em coluna.

Fracao Massa Cddigo
10-14 15,80 mg PP-05
8-13 12,23 mg PP - 06a, PP - 06b, PP - 06c¢c, PP - 06d e PP-

06e
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MPP
(100,0 g)

Filtracdo em CC-silica gel
Eluentes: cloroférmio
acetato de etila e n-butanol

{ | |

MC (2,1 g) MACOEt (13,8 g) MBUOH (18,9 g)

ﬂ %digao de acetato de etila
U ﬂ ﬂ U ALl (precipitado)

sobrenadante
1- 9 (8,4 mg) 10 - 14 (PP-05) 15-33(18,1mg) 34 - 56 (23,7 mg)

Adicdo de éter de petréleoﬂ

J U

A2 (precipitacl (sobreﬁ\:dante)

Figura 12: Fluxograma resumido das amostras oriundas do fracionamento do
extrato metandlico do caule de P. pterosperma.

Legenda:

MPP = Extrato metandlico de P. pterosperma;

MC = Fracdo em cloroférmio de P. pterosperma;

MOACEt = Fracdo em acetato de etila de P. pterosperma;

MBUOH = Fracao em butanol de P. pterosperma.

A3 solavel

Acetilagdo
CC- diclorometano/hexano (8:2)

| ! U J ! J

1-8 58,47 mg 9-19 20-32 34-66 67-68 69-116
CClflash
diclorometano/hexano (8:2)

d I 4

8-13 12,23 mg 14-41 20,0 mg 42 5,0 mg
PP-06a PP-06b PP-06¢c PP-06d PP-06e

Figura 13: Fluxograma resumido de uma aliquota (produto acetilado) do extrato
metandlico do caule de P. pterosperma.




39

Roberta Ferreira Nagipe da Silva Parapiptadenia pterosperma Parte Experimental

3.12. METODOS ESPECTROMETRICOS

3.12.1. infravermelho
Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectofotdmetro
Shimadzu, a temperatura de 25 °C. Os espectros foram adquiridos diretamente,

sem emprego de diluicio em brometo de potéssio (KBr).
3.12.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de *H de *3C foram obtidos no equipamento Jeol
Eclipse, a 25 °C, empregando as sondas TXI 5mm, para deteccdo de 'H e *C
(400 e 100 MHz), respectivamente. Utilizou-se tetrametilsilano (TMS) como

referéncia interna, para ambos os ndcleos.

3.13. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
3.13.1. Ponto de fusao

As faixas de fusédo foram determinadas em aparelho de ponto de fusdo

MQAPF-301 Microquimica, e ndo foram corrigidas.

3.14. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

O teste de citotoxicidade frente as larvas de Artemia salina foi realizado

segundo a metodologia proposta por McLaughlin (1982).

Utilizou-se para o bioensaio 50,0 mg de amostra dos extratos brutos,
bem como das fragbes. As amostras foram solubilizadas na mistura de solvente
composta por agua e DMSO [3:2 (5mL)] e diluidas nas seguintes
concentracdes: 50, 100, 200, 300 e 500 ppm. Os testes foram realizados em

guadruplicata.
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Os ovos do microcrustaceo foram colocados em agua do mar artificial
pelo periodo de 48 horas na presenca de luz artificial para que fossem
eclodidos. Apoés a eclosdo dos ovos foram retiradas 15 larvas, que entdo foram
adicionadas aos tubos de ensaio. Com a adicdo da amostra e das larvas
completou-se o volume dos tubos para 5 mL com agua do mar artificial. Apos
um periodo de 24 horas em presenca de luz realizou-se a contagem dos

individuos mortos e vivos.

Os dados obtidos (porcentagem de mortos e vivos) foram analisados pelo
programa Finney Probit, desenvolvido por McLaughlin para analise estatistica e
determinacao dos valores de DLsp, a qual € a dose necessaria para matar 50%

dos individuos testados.
Valores de DLsp <1000 sao considerados ativos para extratos.
No teste em branco foram utilizados 50 pg/mL de agua: DMSO (3:2).

No controle positivo utilizou-se o oxidante dicromato de potassio
(K2Cr207), comparado com a massa e as concentragcdes da amostra analisada,
na qual se tem a morte de todos os individuos.

Para o preparo da 4gua do mar artificial foram utilizados os seguintes
sais, nas seguintes proporcoes para que se tenha 1L da solucdo; NaCl (24 g),
CaCl,.2H,0 (1,59), KBr (0,1g), KCI (0,7g ), Na,SO4 (4,0g ), NaHCO; (0,29 )e
MgCl.6H,0 ( 11g).

Para a eclosdo dos microcrustaceos utilizou-se um microaquario (14X75

cm) dividido ao meio por uma peneira.

Os testes foram realizados em quadruplicata.
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RN

215 larvas
de A salfra
1_7 .
Ovos de A. safing

Solucio de dgua 1 0 2l]l] 400 ljlll] 1000 |.|l_:|me
do mar artificial

Conc. dos Extratm brutos

Figura 14: Avaliacdo da atividade citotoxica frente as larvas de A.salina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anélises Cromatograficas

O extrato hexanico, cloroformico e metandlico do caule de P.
pterosperma e as fragbes provenientes do fracionamento preliminar destes
extratos foram submetidas a testes quimicos para avaliacdo do perfil quimico de
metabdlitos especiais e letalidade frente as larvas de A. salina. Estas fracGes
(tem 3.9; 3.10 e 3.11) apresentaram-se ativas, em diferentes ensaios, sendo re-

fracionadas.
4.2. Resultados e discussdes dos testes quimicos para identificacdo de
triterpenos e esteroides.

Os extratos brutos foram submetidos aos testes quimicos para a

identificacé@o de triterpenos e esterdides.
Os resultados estao expressos na tabela abaixo:

Tabela 6: Testes quimicos

Reativos Hexano Cloroférmio Metanol
Liebermann-Buchard + + +/-
Salkowski + + -

Legenda:
(+) — Considerados positivos;
(+/-) — Considerado fracamente positivo;

(-) — Considerado negativo.
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Figura 15: Teste de Liebermann-Buchard

A reacdo de Liebermann-Burchard permite a identificacdo do nucleo
esteroidal da amostra, através do mecanismo demonstrado abaixo. Quando o
reagente € adicionado a amostra ocorre uma mudanca de coloracdo da mesma,
tornando-a esverdeada, isto acontece devido a formacdo de um derivado

sulfénico.
N
1
2
3
HO v S
Colesterol
ACZO
™
5
SO,HO Y
Amax 410 nm (calc. 618 n m) Amax 620 nm (calc. 626 nm)

Figura 16: Mecanismo proposto para a reagéo de Liebermann-Burchard
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Figura 17: Teste de Salkowski.

4.3 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO CAULE DE P.

pterosperma

4.3.1. Identificagcéo da fragdo 41-50 do extrato hexanico (PP-01).

A substancia PP-01 foi obtida da fracdo 41-50 do extrato hexanico, por
eluicdo (Eter de petréleo/ AcOEt na proporcédo 9:1, respectivamente) utilizando
como método de separacdo cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) (item 3.9). PP-01 apresentou-se como um sélido branco cristalino, com
faixa de fusdo 255,2 - 255,7°C.

A analise do solido através de CCDA (item 3.9), eluente Eter de petréleo/
AcOEt (9:1), sugeriu, tratar-se de uma substancia triterpenoidica, em funcao da
mancha de coloragdo arroxeada, obtida apos revelacdo com solucdo de vanilina
sulfurica, seguido de aquecimento. (Wagner et al., 1983; Mills et al., 2003).
Quantidades adicionais da substancia PP-01 também foram encontradas nas
fracbes 41-50 do extrato hexanico e nas fracfes 1-3 do extrato cloroférmico.
Assim, a solubilidade de PP-01 foi determinada em CHxCl,.

A analise do espectro de PP-01 na regido do infravermelho evidenciou
sua natureza alifatica, pela presenca de bandas de intensidade em 2966,52 -
2866,22 e bandas de intensidade 1458,18-1384,89 cm™ atribuidas ao
estiramento e a deformacdo C-H de carbono alifatico (metilicos, metilénicos e

metinicos) respectivamente, além disso, observou-se uma banda intensa de
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absorcdo condizente com a presenca de grupo carbonilico de cetona em anéis
de seis membros em 1712,79 cm™ (Silverstein et al., 2005; Pavia et al., 2001).

Na Figura 18 apresenta-se o espectro na regiao do infravermelho de PP-01.

[}
o
8
k=]
=
@
e
iy
>

T
2000
Wavenumber (cm-1)

Figura 18. Espectro de absorcdo molecular obtido na regido do infravermelho
para PP - 01.

O espectro de massas de baixa resolucdo, obtido por insercéo via CG,
apresentou tg em 26,28 min e pico do ion molecular em m/z 426 [M'+], alem dos
picos a m/z 411 [M* - (CH3)] , m/z 302 [M" - (CgH16)] € m/z 273. A Figura 20, p.

48 apresenta a provavel fragmentacéao de PP-01.




Roberta Ferreira Nagipe da Silva Parapiptadenia pterosperma Resultados e Discussio 27

Figura 19. Fragmentograma de massas da substancia PP-01 (70 eV)

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da substancia PP-01
(Figuras 21-24, p.48-50) apresentou 8 sinais entre 0,70 e 1,2 ppm indicando a
presenca de oito grupos metilicos na molécula a 0,72; 0,86; 0,88; 0,95; 0,99;
1,0; 1,04; 1,17 ppm (Figura 22, p.49), referentes aos hidrogénios dos carbonos
C-24, C-25 e C-29, C-30, C-26, C-27, e C-28 respectivamente. O espectro ainda
apresentou sinais multiplos entre 2,20 - 2,45 ppm (Figura 23, p.49), indicando a
presenca de trés hidrogénios ligados o a carbonila, juntamente com sinais entre
1,25 - 1,76 ppm (Figura 24, p.50), que confirmam a presenca de hidrogénios

ligados a carbonos sp* (metilénicos e metinicos) na molécula.
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Figura 20: Provavel mecanismo de fragmentacdo de massas de PP-01.

BAO01-1H.6

o
o
|

o
3]
|

2
@
c
[
15
°
@
N
©
£
S
z

o
~
|

o
w
pnl

4
Chemical Shift (ppm)

Figura 21. Espectro de RMN de *H obtido para PP-01 (400 MHz, CDCl5).




Roberta Ferreira Nagipe da Silva Parapiptadenia pterosperma Resultados e Discussio  Aq

BAO01-1H.6

o ¢ ¢ ¢ b
o
NN EETE FREI RTRN SRR RNT FRRER AT AR

o
wl
[

2
@
c
5}
2
1S
> E
@
N
©
£
£
S
z

o
i
i

o
w
I

o
N
Ll

0.95 0.90
Chemical Shift (ppm)

Figura 22: Ampliacdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de PP-01 na
regido de 6y 0,72 a 1,17 ppm.
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Figura 23. Ampliacdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) de PP-01 na
regido de 6y 2,20 a 2,45 ppm.
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Figura 24. Ampliagdo do espectro de RMN “H (400 MHz, CDCl3) de PP-01 na
regido de 6y 1,25 a 1,76 ppm.

O espectro de RMN de **C desacoplado de *H (75 MHz, CDCls) obtido
para PP-01 (Tabela 07, p.55; Figuras 25-26, p.51-52) apresentou sinais que
permitiram identificar um total de trinta atomos de carbonos, confirmando seu
carater triterpénico. A concentracdo de sinais na regido abaixo de 70 ppm
caracteriza a presenca de carbonos sp®. Sendo quatro terciarios (CH), onze
secundarios (CHy), oito primarios (CH3) e sete ndo hidrogenados. Ao grupo
carbonilico de cetona em anel de seis membros foi atribuido o sinal a 213,3 ppm
(C-3). A metila em C-23 aparece a 6,9 ppm evidenciando protecdo devido a
efeito y—gauche da carbonila. Os sinais dos carbonos C-2, C-4, C-5 e C-24
aparecem a 41,6; 58,3; 42,8 e 14,6 ppm respectivamente. Os valores
assinalados estdo de acordo com a presenca de um triterpeno pentaciclico de
esqueleto friedelano. A atribuicdo dos sinais baseou-se na comparagao com
dados relatados para triterpenos (Akihisa et al.,, 1992; Olea e Roque, 1990;
Mahato e Kundu, 1994).

A localizagao das metilas pode ser comprovada pela correlagdo Jcy entre
dy 0,87 e ¢ 6,9 (C-23),84 0,72 e &c 14,7 (C-24), 84 0,86 e ¢ 18,0 (C-25), 64
1,05 e 5¢ 18,6 (C-26), 64 1,0 e 8¢ 20,2 (C-27), 641,17 e 8¢ 32,1 (C-28), 640,99 e
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dc 31,8 (C-29), 640,95 e o¢ 35,1 (C-30), apresentadas no espectro de correlagéo
heteronuclear HMQC (Figuras 27 - 28, p.52-53).

As mesmas podem ainda ser confirmadas através das correlagbes a
longa distancia entre o atomo de carbono C-4 em ¢ 58,3 com hidrogénios em
oy 0,72 (3H-24), o 4tomo de carbono C-6 em &y 41,3 com hidrogénios em &y
0,72 (3H-24), o atomo de carbono C-8 em ¢ 53,1 com hidrogénios em &y 0,86
(3H-25) e &4 1,05 (3H-26), o atomo de carbono C-29 em &c 31,8 com
hidrogénios em &y 0,95 (3H-30) e o atomo de carbono C-30 em 8¢ 35,1 com
hidrogénios em 5y 0,99 (3H-29) apresentadas no espectro de HMBC (Figuras
29-30, p.53-54).
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Figura 25. Espectro de RMN de ~°C obtido para PP-01 (100 MHz, CDCl3).
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Figura 26. Ampliacdo do espectro de RMN *°C (100 MHz, CDCls) de PP-01 na

regiao de 6c 14,7 a 42,8 ppm.
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Figura 27. Espectro de correlacdo heteronuclear '"H x ~°C (HMQC) da
substancia PP-01.
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Figura 28. Ampliacdo do espectro de correlacdo heteronuclear "H x ~°C
(HMQC) da substancia PP-01 na regido de 0 a 3,0 ppm.
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Figura 29. Espectro de correlagdo heteronuclear

substancia PP-01.
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Figura 30. Ampliacdo do espectro de correlagao heteronuclear "H x ~°C (HMBC)
da substancia PP-01 na regido de 0 a 3,0 ppm.
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Tabela 07. Dados dos espectros de RMN de *H, HMQC (*Jcy, *H-** C) e HMBC

(>3Jc) obtido para a substancia PP-01.

Atribuicéao
C

© 00 N O O A W DN B

NN RN RNNNNNNNRRERRRRB B B B
© 0 N O U A WNPO®©OWW-NO®OU MAWN R O

30

HMQC
o 8¢
1,95 22,3
236 41,6
2,23 583
237 413
1,38 531
155 59,5
087 69
072 147
086 180
1,05 18,66
10 202
117 321
099 318
095 351

?Jen
H-10

HMBC
3]
CH

3H-24

3H-24

3H-25, 3H-26
H-2, H-6, 3H-24

H-4
H-8
H-8

3H-30
3H-29

Literatura*

OH
1,94

2,36
2,24

1,38

1,53

0,87
0,71
0,85
0,99
1,03
1,16
0,94
0,99

dc
22,3

41,6
213,2
58,3
42,8
41,3
18,3
53,1
37,5
59,5
35,4
32,5
38,3
39,7
30,5
36,1
30,0
42,8
35,4
28,5
32,8
39,3
6,9
14,6
18,0
18,7
20,3
32,1
31,8
35,1

*Fonte: Mahato e Kundu, 1994.
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O conjunto dos dados acima sugere para a substancia PP - 01 a
estrutura do triterpeno friedelan-3-ona (PP - 01) também conhecido como
friedelina.

Figura 31: Estrutura da friedelina (PP-01)

Friedelina (Figura 31) ja foi isolada anteriormente de algumas espécies
da familia Fabaceae, do género Caesalpinia, como por exemplo, da espécie:
Caesalpinia bonduc (Ageta et al., 1995). Segundo estudos feitos por Alonso
(1998) e Cordeiro (1999) a friedelina possui atividade antitlcerogénica, sendo

eficiente no tratamento de gastrites e Ulceras.

4.3.2 Identificacado da fracdo 16-24 do extrato hexanico (PP-02).

A fragdo 16-24 (PP-02) foi obtida do extrato hexanico, por eluicdo (Eter
de petréleo/ AcOEt na propor¢éo 9:1, respectivamente) utilizando como método
de separacao cromatografia preparativa (item 3.9).

A analise do solido através der CCDA de silica gel (item 3.9), eluentes,
Eter de petrdleo/ AcOEt 9:1, quando revelada com vanilina sulfdrica seguida de
aguecimento, apresentou-se como uma mancha de coloragéo arroxeada, que a
através da analise dos espectros obtidos no cromatdgrafo a gas acoplado ao
espectrometro de massa (CG/EM) (Figura 33, p.58) mostrou tratar-se de uma
mistura de cinco substancias que foram codificadas de PP - 02a a PP - 02e. A
solubilidade da mistura foi determinada em CHxCl,.

A analise do espectro da mistura na regido do infravermelho evidenciou a

presenca de uma banda em 3385,22 cm™relativa ao grupo OH, sua natureza
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alifatica foi demonstrada pela presenca de bandas de intensidade em 2922,28 -
2848,98 e 1462,11 - 1379,16 cm™, atribuidas ao estiramento e & deformac&o C-
H de carbono alifatico (metilicos, metilénicos e metinicos) respectivamente,
além disso observou-se uma banda intensa a 1710,93 cm™ referente ao grupo
carbonilico de cetona (em anéis de seis membros) (Silverstein et al., 2005;
Pavia et al.,, 2001). Na Figura 32 apresenta-se 0 espectro na regidao do

infravermelho de PP-02a-e.
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Figura 32: Espectro de absor¢cdo molecular obtido na regido do infravermelho
para PP02a-e.

O cromatograma de gas (Figura 33, p.58), apresentou 5 picos,
evidenciando a presenca de uma mistura de 5 substancias majoritarias.
Segundo comparacdo com a biblioteca (NIST) de dados do espectrometro de
massa, os indices de similaridade sugerem que a substancia PP - 02a (tr = 8,06
min) trata-se da 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona; PP-02b (tg =14,67 min) do
eicosan-1-ol; PP-02c (tg =17,30 min) do uncosanoato de metila ( Figuras, 34-35,
p.58-59; Tabela 09, p.68).
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Figura 33: Cromatograma de gas da fracdo PP-02 do extrato hexanico de
P. pterosperma
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Figura 34: Fragmentograma de massas de PP-02a.
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Figura 36: Fragmentograma de massas de PP02-c.

A substancia PP - 02d (tg = 22,92 min) apresentou pico do ion molecular
em m/z 426 [M+], alem dos picos a m/z 411 [M* - (CH3)] , m/z 218 [M" -
(C14H230H)], m/z 207 [M* - (Ci6Hz)] € miz 189 u.m.a caracteristicos de
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esqueleto lupano (Figura 37) e segundo andlise dos dados obtidos do espectro
na regido do IV (Figura 32, p.57), espectro de massa (Figura 37), RMN 'H
(Figuras 40-42, p. 63) e '3C (Figura 43-45, p. 65-66) mostrou tratar-se do

triterpeno lupeol.

]

Figura 37: Fragmentograma de massas da substancia PP-02d
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Figura 38. Provavel fragmentacéo de PP02-d.

A substancia PP — 02e (Tgr = 26,35 min), apresentou pico do ion
molecular a m/z 426 u.m.a e segundo andlise dos dados obtidos do espectro na
regido do IV (Figura 32, p. 57), espectro de massa (Figura 39, p. 62.), RMN *H
(Figura 40-42, p. 63-64) e °C (Figura 43-45, p. 65-66) mostrou tratar-se de
guantidades adicionais de PP-01.
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Figura 39. Fragmentograma de massas de PP-02e.

O espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da fragéo (Figuras 40-42,
p.63-64), confirmou tratar-se de uma mistura de substancias, uma vez que se
pbde observar a presenca de diversos sinais entre 0,75 e 1,25 ppm que indicam
a presenca de varios grupos metilicos na molécula, além de um intenso em 1,25
ppm indicativo da presenca de varios grupos CH,. O espectro ainda apresentou
um sinal em 3,64 ppm caracteristico de hidrogénio em carbono ligado a a4tomo
de oxigénio, indicando a presenca de um grupo hidroxila. Também foi
observado um sinal duplo em &y 4,64 ppm atribuido a presenca de hidrogénio

olefinico.
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Figura 41. Ampliacdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de PP-02a-e
na regiao de 6y 0,76 a 1,68 ppm.
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Figura 42. Ampliacdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de PP-02a-e
na regiao de 6y 3,64 a 7,27 ppm.

O espectro de RMN de **C desacoplado de 'H (75 MHz, CDClIs) obtido
para PP-02 (Figuras 43-45, p. 65-66 e Tabela 08, p.67 ) evidenciou a presenca
de uma dupla ligagdo nos atomos de carbono C-20 e C-29 através dos
deslocamentos quimicos relativos aos carbonos em 151,07 ppm (C-20) e 109,4
ppm (C-29), compativeis com os triterpenos da série lupano (Ahmad e Rahman,
1994). Além disto, foi observado um sinal em 79,1ppm (C-3) que indica a
presenca de um carbono oxigenado. O conjunto destes dados juntamente com
agueles dos demais espectros permitiu propor a estrutura do lupeol para a

substancia PP02-d. Estes dados corroboram com 0s encontrados na literatura.
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Figura 43. Espectro de RMN de *3C obtido para PP-02a-e (100 MHz, CDCly).
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Figura 44. Ampliacdo do espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCl;) de PP-02a-e
na regiao de 6c 14,19 a 29,94 ppm.
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Figura 45. Ampliacdo do espectro de RMN ~°C (100 MHz, CDCI3) de PP-02a-e
na regiao de 6¢c 32,01 a 63,2 ppm.
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Tabela 08. Atribuico do espectro de RMN *3C obtido para PP-02a-e

Atribuicdo PP-02d* Lupeol** PP-02e* Friedelina***
dc (ppm) Sc (ppm) Sc (ppm) dc (ppm)

1 38,9 38,6 22,3 22,7
2 27,5 27,3 41,6 41,8
3 79,1 78,9 213,2 213,0
4 38,8 38,8 58,3 58,2
5 55,3 55,2 42,8 42,8
6 18,4 18,2 41,3 41,2
7 34,37 34,2 18,3 18,3
8 40,9 40,7 53,1 53,2
9 50,5 50,3 37,5 37,8
10 37,2 37,1 59,5 59,5
11 21 20,9 354 35,2
12 25,3 25,0 32,5 32,4
13 38,1 38,0 38,3 38,2
14 43 42,7 39,7 39,7
15 27,6 27,4 30,5 30,6
16 35,6 35,5 36,1 36,1
17 43,1 42,9 30,0 30,0
18 48,4 48,2 42,8 42,9
19 48 47,9 354 35,3
20 151 150,8 28,5 28,2
21 29,9 29,8 32,8 32,9
22 40 39,9 39,3 39,3
23 28 27,9 6,9 6,8

24 15,5 15,3 14,6 14,6
25 16,1 16,1 18,0 18,2
26 16 15,9 18,7 18,6
27 14,6 14,5 20,3 20,1
28 18 17,9 32,1 32,1
29 109,4 109,3 31,8 31,8
30 194 19,2 35,1 35,0

*PP-02c-d- Mistura de lupeol e fridelina = dados obtidos no presente trabalho (100 MHz, CDCly).
**Lupeol = dados relatados em Mahato & Kundu (1994)
***Eriedelina = dados relatados em Aragao et al.(1990)
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O conjunto dos dados acima sugere para a substancia PP-02d a

estrutura do triterpeno lupeol.
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Figura 46. Estrutura do Lupeol (PP02 - d).
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O triterpeno lupeol ja foi isolado anteriormente de varias espécies da
familia Fabaceae.

Estudos realizados por Vasconcelos e colaboradores em 2008,
verificaram que o lupeol isolado de um espécime de Diplotropis ferruginea,
atenua as alteracOes caracteristicas das inflamacdes alérgicas das vias aéreas,
uma vez que reduz os niveis das citocinas IL-4, IL-5 e IL-3 do tipo II.

Sendo assim, a mistura de substancias PP-2a-e € composta pelas
seguintes substancias PP-02 (6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona), PP-02b
(eicosanol), PP-02c (uncosanoato de metila), PP-02d (lupeol) e PP-02e
(friedelina) como mostra a tabela 09.

Tabela 09: Principais picos observados no espectro de massas da fracdo PP-02
do extrato hexanico de P. pterosperma

Pico* tg** Substancia PM % em area
do pico

1 8,06 6,10,14-trimetilpentadecan- 268 1,2
2-ona (PP - 02a)

2 14,68 Eicosan-1-ol (PP- 02b) 298 13,76

3 17,3 Uncosanoato de metila (PP 340 12,67
- 02¢)

4 22,92 Lupeol (PP - 02d) 426 59,14

5 26,35 Friedelina(PP - 02¢e) 426 14,43

*Pico: ver Figura 33, p.58; **tempo de retencdo em minutos.
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Quadro 02: Estrutura quimica dos constituintes da fracédo PP-02

Eicosan-1-ol (PP-01a)

6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona (PP-02a)

CH3/\$9{\O CHs

Uncosanoato de metila (PP-03a)

27

Lupeol (PP-04a)

Friedelina (PP-05a)

4.3.2 Identificacdo da fracdo 104 - 117 do extrato hexanico (PP-03).

A mistura foi obtida das frac6es 104 -117 do extrato hexanico por eluicdo
(éter de petréleo/ AcOEt 9:1) em coluna fechada de gel de silica (item 3.9).
Apresentou-se como um sdlido branco cristalino, com faixa de fusdo de 158-
168°C,demonstrando ent&o n&o trata-se de uma substancia pura.

A andlise do sélido através de CCDA de silica gel (item 3.9), eluentes,
Eter de petrdleo/ AcOEt 9:1, quando revelada com vanilina sulfurica seguida de
aguecimento, apresentou-se como uma mancha de coloracdo arroxeada, que
através da analise dos espectros obtidos no cromatografo a gas acoplado ao

espectrometro de massa (CG/EM) (Figura 48, p.71) mostrou tratar-se de uma
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mistura de substancias que foram codificadas de PP-03 a PP-03c. A
solubilidade da mistura foi determinada em CHxCl,.

A analise do espectro da mistura na regido do infravermelho evidenciou
sua natureza alifatica, pela presenca de bandas de intensidade em 2954,95 -
2858,51 atribuidas ao estiramento C-H de carbono alifatico (metilicos,
metilénicos e metinicos), uma banda em 1095,57 cm™ atribuida & deformacéo
da ligagcdo C-O e uma banda intensa de absor¢ao condizente com a presenca
de grupo OH em 3348,42 cm™ (Silverstein et al., 2005; Pavia et al., 2001). Na
Figura 47 apresenta-se 0 espectro na regido do infravermelho da mistura
PP0O3a-c.
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Figura 47. Espectro de absor¢gdo molecular obtido na regido do infravermelho
para PP03a-c.

O cromatograma de gas (Figura 48, p.71) apresentou 3 picos
evidenciando a presenca de uma mistura de 3 substancias. Segundo
comparacao com a biblioteca (NIST) do espectrometro de massa, os indices de
similaridade sugerem que a substancia PP - 03a (tgr1=17,50 min), m/z=410,
trata-se do esteroide campesterol; PP-03b (tr2=18,20 min), m/z 412; trata-se do
esterdide estigmasterol e PP-03c (trs =22,93 min), m/z 414; trata-se do
esterdide sitosterol. A Figura 51(p. 73) apresenta a provavel fragmentacéo de
PP03a-c.
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Figura 48: Cromatograma de gas da fragdo PP-03a-c do extrato

hexéanico de P. pterosperma.
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Figura 49: Fragmentograma de massas de PP03-b
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Figura 50: Fragmentograma de massas de PP03-c
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Figura 51. Provavel fragmentacdo de PP03a - PP03c

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) da mistura PP03a-c
(Figuras 52-55, p. 75-76), apresentou um grande acumulo de sinais entre &y
0,68 e 2,28 ppm referentes a hidrogénios de grupos metilicos, metilénicos e
metinicos do esqueleto esteroidal do campesterol, sitosterol e estigmasterol. O
espectro ainda apresentou um sinal multiplo entre &4 3,49 — 3,54 ppm, referente
ao hidrogénio H-3 e ainda um sinal duplo em &y 5,34 ppm referente ao
hidrogénio H-6.

Campesterol e sitosterol apresentam grande semelhanca estrutural (com
excecdo de um grupo metilénico a menos no atomo de carbono C-28 da cadeia
lateral), que implica em uma grande semelhanca nos seus espectros de RMN
'H, porém a identificacdo da presenca do estigmasterol é possivel observando-
se as absor¢des dos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral em 5y 5,02 e 5,14.

O espectro de RMN de **C desacoplado de *H (75 MHz, CDCls) obtido
para PP03a-c (Figura 56-57, p.77; Tabela 10, p.78) possibilitou distinguir o

sitosterol e o estigmasterol pela presenca de sinais em 121,8 e 140,8 ppm (C-6
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e C-5) de ambas as estruturas e 129,37 e 138,4 ppm referentes aos carbonos,
C-23 e C-22 presentes apenas na estrutura do estigmasterol. Os valores
assinalados pelos espectros de RMN *H e RMN *3C juntamente & comparacao
com dados constantes da literatura possibilitaram a atribuicdo dos sinais de

cada esterdide de forma coerente.

(C e
.

31,7

HO Q Ky HO Q
121,7 (5,34) kv 121,7 (5,34)
140,7 140,7
Campesterol (PP - 03a) Sitosterol (PP - 03b)
( 138,4 (5,02)
AN
k 129,37 (5,14)

HO Q
K, 121,7 (5,34)

140,7

Estigmasterol (PP - 03c)
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Figura 53: Ampliacéo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de PP03a-c na
regiao de 6y 4,98 a 5,36 ppm.
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Figura 57. Ampliacdo do espectro de RMN *°C (100 MHz, CDCls;) de PP03a-c
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Tabela 10. Atribuicdo do espectro de RMN **C obtido para PP03a-c

Atribuicdo  PP-03a* Campesterol* PP-03b* Estigmasterol**  PP-03c*  Sitosterol**

S¢ (ppm) 3¢ (ppm) dc (ppm) 3¢ (ppm) Sc (ppm) Sc (ppm)
1 37,34 37,3 37,34 37,3 37,34 37,29
2 32,0 31,9 32,0 31,9 32,0 31,94
3 71,9 71,8 71,9 71,8 71,9 71,83
4 42,4 42,2 424 42,2 42,4 424
5 140,8 140,7 140,8 140,7 140,8 140,7
6 121,8 121,7 121,8 121,7 121,8 121,7
7 34,04 33,9 34,04 33,9 34,04 34,0
8 31,8 31,9 31,8 31,9 31,8 31,9
9 50,2 50,1 50,2 50,1 50,2 50,1
10 36,2 36,1 36,2 36,1 36,2 36,1
11 21,2 211 21,2 211 21,2 21,1
12 39,9 39,8 39,9 39,8 39,9 39,8
13 42,4 42,3 42,4 423 42,4 42,3
14 56,86 56,8 56,86 56,8 56,86 56,8
15 24,4 24,3 24,4 24,3 24,4 24,3
16 28,3 28,9 28,3 28,9 28,3 28,9
17 56,0 56,0 56,0 56,0 56,0 56,0
18 12,3 12,3 12,3 12,3 12,3 12,3
19 19,5 19,4 19,5 19,4 19,5 19,4
20 37,3 37,3 40,5 39,8 40,5 39,8
21 12,2 14,1 19,9 20,5 19,1 18,8
22 32,0 32,0 138,4 138,3 31,9 32,0
23 31,7 31,6 129,37 129,3 26,17 26,0
24 45,9 45,8 51,3 51,2 45,9 45,8
25 31,8 31,9 31,7 31,9 29,0 29,0
26 21,3 21,2 21,3 21,2 19,9 19,8
27 19,9 20,2 19,5 19,8 19,5 19,8
28 18,8 18,2 25,49 25,4 23,2 23,0

*PP-03a-c- Mistura de campesterol, estigmasterol e sitosterol = dados obtidos no presente trabalho (100 MHz, CDCly).
**Campesterol, estigmasterol e sitosterol = dados relatados em Seo et al.,(1994)

O conjunto dos dados acima sugere para a mistura PP03a-c as
estruturas dos esterdides, campesterol, estigmasterol e sitosterol.

Os fitoesterdides (esteroides de plantas) séo frequentemente
encontrados dentro do reino vegetal, sendo que os mais comuns dentro desta

classe de substancias sdo o estigmasterol e o sitosterol.
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Tabela 11: Principais picos observados no espectro de massas da fracao PP-03
do extrato hexanico de P. pterosperma

Pico* tr** Substancia PM % em
area do
pico

1 19,4 Campesterol (PP-03a) 400 20

2 20,0 Estigmasterol (PP-03b) 412 28

3 21,1 Sitosterol (PP-03c) 414 62

*Pico: ver Figura 48, p. 68; **tempo de retencdo em minutos.

Quadro 03: Estrutura quimica dos constituintes da fracdo PP-03

Campesterol (PP-03a) Sitosterol (PP-03b) Estigmasterol (PP-03c)

4.3.4 Identificacdo da fracdo 1-3 do extrato em cloroférmio (PP-04)

A mistura foi obtida da fracdo 1-3 do extrato de cloroférmio particdo com
acetato de etila por eluicdo (cloroférmio e acetato de etila 9:1) em coluna tipo
flash (item 3.10). Apresentou-se como um soélido branco cristalino, com faixa de
fusdo 269,1 - 271,1°C.

A analise do solido através der CCDA de silica gel (item 3.10), eluente
cloroférmio, quando revelada com vanilina sulfarica seguida de aquecimento,
apresentou-se como uma mancha de coloracdo arroxeada, que através da
analise dos espectros obtidos no CG/EM (Figura 59, p. 81) mostrou tratar-se de
uma mistura de substancias. A solubilidade da mistura foi determinada em
CHCl,.
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A analise do espectro da mistura na regido do infravermelho evidenciou
sua natureza alifatica, pela presenca de bandas de intensidade em 2939,52 -
2866,22 atribuidas ao estiramento C-H de carbono alifatico (metilicos,
metilénicos e metinicos), observou-se também, bandas de intensidade em
3622,32 — 3479,58 cm™ condizente com a presenca de grupo OH e bandas de
intensidade em 1708,93 relativa ao estiramento da ligacdo C=0 (Silverstein et
al., 2005; Pavia et al., 2001). Na Figura 58 apresenta-se o0 espectro na regiao do

infravermelho da mistura PP04-a e PP04-b.
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Figura 58. Espectro de absor¢gdo molecular obtido na regido do infravermelho
para PP-04a e PP-04b.

O Cromatograma de gas apresentou dois picos evidenciando a presenca
de uma mistura de substancias. Segundo comparacédo com a biblioteca (NIST)
do espectrbmetro de massa, os indices de similaridade sugerem que a
substancia PP - 04a (tr1=25,74 min), m/z=428 [M+], trata-se do triterpeno
epifriedelanol (Figura 60, p.81). A substancia PP - 04b (tr,=26,35 min),
apresentou pico do ion molecular a m/z 426 u.m.a e segundo analise dos dados
obtidos do espectro na regido do IV (Figura 58) espectro de massa (Figura 61,
p.82), RMN 'H (Figura 62-63, p. 82-83) e **C (Figura 64-67, p. 83-85) mostrou

tratar-se de quantidades adicionais de PP-01. A analise dos dados obtidos por
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meio do espectro de 'H e '3C para a substancia PP-04a, serdo discutidos

posteriormente, nos itens 4.3.5, p.85-88.

Figura 59: Cromatograma de gas da fracdo PP-0O4a-b do extrato em
cloroférmio de P. pterosperma.

Figura 60. Fragmentograma de massas de PP04-a
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Figura 62. Espectro de RMN de 'H obtido para PP-04a e PP-04b (400 MHz,
CDCly).
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Figura 63. Ampliacdo do espectro de RMN “H (400 MHz, CDCI;3) de PP-04a e
PP-04b na regiédo de 64 0,72 a 1,56 ppm.
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Figura 64. Espectro de RMN de *3C obtido para PP-04a e PP-04b (100 MHz,
CDCly).
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Figura 65. Ampliacdo do espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;) de PP-04a e
PP- 04b na regido de 6¢ 37,19 a 61,44 ppm.
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Figura 66. Ampliagéo do espectro de RMN ~°C (100 MHz, CDCl3) de PP-04a e
PP-04b na regido de 6¢ 11,71 a 41,81 ppm.
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Figura 67. Ampliacdo do espectro de RMN ~°C (100 MHz, CDCI3) de PP-04a e
PP-04b na regido de ¢ 29,45 a 36,17 ppm.
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Tabela 12. Atribuico do espectro de RMN *C obtido para PP-04a-b

Atribuicéao PP04-a epifriedelanol** PP04-b Friedelina***

epifriedelanol*

3¢ (ppm) Sc (ppm) S¢ (ppm) Sc (ppm)

1 15,88 15,8 - 22,7
2 35,2 35,2 41,8 41,8
3 72,8 72,8 - 213,0
4 49,2 49,2 58,3 58,2
5 37,2 37,1 42,9 42,8
6 41,8 41,7 41,6 41,2
7 17,6 17,6 18,3 18,3
8 53,3 53,2 53,2 53,2
9 38,4 38,4 37,9 37,8
10 61,4 61,4 61,4 59,5
11 35,2 35,3 35,2 35,2
12 30,6 30,6 32,9 32,4
13 37,9 37,8 38,4 38,2
14 39,7 39,7 39,7 39,7
15 32,4 32,3 30,6 30,6
16 36,1 36,1 36,1 36,1
17 30,1 30,0 30,1 30,0
18 42,9 42,8 42,9 42,9
19 35,6 35,6 35,4 35,3
20 29,4 28,2 29,4 28,2
21 32,1 32,8 32,9 32,9
22 39,3 39,3 39,3 39,3
23 11,7 11,6 - 6,8

24 16,4 16,4 15,8 14,6
25 18,3 18,2 18,3 18,2
26 18,7 18,6 18,7 18,6
27 20,2 20,1 20,2 20,1
28 31,8 31,8 32,1 32,1
29 35,1 35 31,8 31,8
30 32,2 32,1 35,1 35,0

*PP-04-a-b = Mistura de epifriedelanol e fridelina = dados obtidos no presente trabalho (100 MHz, CDCls).
**Epifriedelanol = dados relatados em Kiem et al., (2004)
***Eriedelina = dados relatados em Aragao et al.(1990)
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O conjunto dos dados acima sugere para a substancia PP-0O4a a
estrutura do triterpeno epifriedelanol e para PP-04b a estrutura do triterpeno

friedelina, ja isolada em fracdes anteriores.

Tabela 13: Principais picos observados no espectro de massas da fracdo PP-04
do extrato hexanico de P. pterosperma

Pico* tr** Substancia PM % em
area do
pico

1 25,74 Epifridelanol (PP - 04a) 426 77,81

2 26,32  Friedelina (PP - 04b) 426 22,19

*Pico: ver Figura 59, p. 81; **tempo de retencdo em minutos.

Quadro 04: Estruturas quimicas dos constituintes da fracdo PP-04

2

14

23
Epifriedelanol (PP - 04a) Friedelina (PP - 04b)

4.3.5. Identificacdo da fracdo 10-14 do extrato metandlico (PP-05).

A substancia PP-05 foi obtida das fracfes 10-14 do extrato metanolico
(tem 3.11). PP-05 apresentou-se como um soélido branco cristalino, com faixa
de fusao 215,3 - 219°C.
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A anadlise do solido através de CCDA de silica gel (item 3.11), eluente
cloroférmio, sugeriu tratar-se de uma substancia triterpenoidica, em funcao da
presenca de uma Unica mancha de coloragdo arroxeada que atraves da andlise
dos espectros obtidos no CG/EM (Figura 69, p. 89) mostrou tratar-se de uma
substancia pura. A sua solubilidade foi determinada em CH,Cl,

A andlise do espectro na regido do infravermelho evidenciou sua
natureza alifatica pela presenca de bandas de intensidade em 2920,23 -2850,79
e 1708,93-1465,90 cm™ relativas ao estiramento e & deformacdo C-H de
carbonos alifaticos (metilicos, metilénicos e metinicos) respectivamente.
Verificou-se também bandas de intensidade em 3622,32 — 3475,73 cm*
condizente com a presenca de grupo OH (Silverstein et al., 2005; Pavia et al.,
2001). Na Figura 68 apresenta-se o espectro na regido do infravermelho da
substancia PP-05.
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Figura 68: Espectro de absor¢cdo molecular obtido na regido do infravermelho
para PP-05.

O espectro de massas de baixa resolucdo, obtido por insergéo via CG,
apresentou um unico pico (Figura 69, p.89). Segundo comparacdo com a
biblioteca (NIST) do espectrometro de massa, os indices de similaridade
sugerem que a substancia PP-05 tg em 25,63 min, pico do ion molecular m/z
428 [M+], além dos picos em m/z 413 [M" - (CH5)], m/z 275 [M" - (C11H,1)] € m/z
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231 u.m.a trata-se do triterpeno epifriedelanol. A figura 71 (p. 90) apresenta a

provavel fragmentacdo de PP-05

Figura 69: Cromatograma de gas da fragdo PP-05 do extrato metandlico
de P. pterosperma.

Figura 70: Fragmentograma de massas de PP-05.
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HO
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Figura 71. Provavel fragmentacdo de PP-05.

O espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) da amostra PP - 05 (Figuras
72-75, p.90-92), apresentou diversos sinais entre 0,85 e 1,74 ppm que indicam
a presenca de varios grupos metilicos na molécula. O espectro ainda

apresentou um sinal multiplo em 3,74 ppm referente ao H-3.
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Figura 72. Espectro de RMN de *H obtido para PP-05 (400 MHz, CDCls).
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Figura 73. Ampliagdo do espectro de RMN “H (400 MHz, CDCls) de PP-05 na
regido de oy 3,69 a 3,74 ppm.
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Figura 74. Ampliacdo do espectro de RMN "H (400 MHz, CDCl3) de PP-05 na
regiao de 6y 1,12 a 1,60 ppm.
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Figura 75. Ampliacdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de PP-05 na
regido de 5¢ 0,85 a 1,26 ppm.

O espectro de RMN de **C desacoplado de *H (75 MHz, CDCls) obtido
para PP-05 (Tabela 14, p.95; Figuras 76-80, p.93-95) apresentou um sinal em
72,85 (C-3) indicando ser um carbono oxigenado. Os deslocamentos quimicos
dos carbonos adjacentes C-2, C-1 e C-4 e a metila C-23 foram atribuidos
levando-se em consideracao o efeito do grupo hidroxila no carbono o qual esta
ligado.

A localizacao das metilas pode ser comprovada pela correlacdo Jcy entre
81 0,95 e 8¢ 11,70 (C-23), 840,92 e 8¢ 16,47 (C-24), & 0,85 e d¢ 18,33 (C-25),
31 1,0 e 8¢ 18,73 (C-26), 84 0,95 e 8¢ 20,2 (C-27), 84 0,96 e 6¢c 31,87 (C-28), dy
0,92 e 5¢ 35,0 (C-29), o4 1,16 e 6¢c 32,17 (C-30), apresentadas no espectro de
correlacédo heteronuclear HMQC (Figuras 81-82, p.96).

As mesmas podem ainda ser confirmadas através das correlagbes a
longa distancia entre o atomo de carbono C-4 em 6¢ 49,25 com hidrogénios em
oy 0,92 (3H-24), o atomo de carbono C-6 em &y 41,8 com hidrogénios em oy
0,92 (3H-24), o &tomo de carbono C-8 em 3¢ 53,28 com hidrogénios em &y 0,85
(3H-25) e 64 1,0 (3H-26), 0 atomo de carbono C-29 em &¢ 35,1 com hidrogénios
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em dy 1,16 (3H-30) e 0 atomo de carbono C-30 em 6¢ 32,17 com hidrogénios

em oy 0,92 (3H-29) apresentadas no espectro de HMBC (Figuras 83-84, p.97).
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Figura 76. Espectro de RMN de **C obtido para PP-05 (100 MHz, CDCls).
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Figura 77.Ampliacéo do espectro de RMN **C (100 MHz, CDCl;) de PP-05 na

de 6¢ 11,70 a 72,85 ppm.
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Figura 78. Ampliagéo do espectro de RMN “°C (100 MHz, CDCl3) de PP-05 na

de 6c 11,70 a 42,91 ppm.
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Figura 79. Ampliacdo do espectro de RMN ~°C (100 MHz, CDCI3) de PP-05 na
regiao de 6c 28,25 a 42,91 ppm.
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Figura 80. Ampliagéo do espectro de RMN ~°C (100 MHz, CDCl3) de PP-05 na
regiao de 6c 28,25 a 11,70 ppm.
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Figura 81. Espectro de correlacdo heteronuclear '"H x ~°C (HMQC) da
substancia PP-05.
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Figura 82. Ampliacdo do espectro de HMQC da substancia PP-05 na regido de
0,5a4,7 ppm.
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Figura 83. Espectro de correlacdo heteronuclear "H x ~°C (HMBC) da
substancia PP-05.
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Figura 84. Ampliagdo do espectro de correlacdo heteronuclear "H x —°C
(HMBC) da substancia PP-05 na regiéo de 0,8- 1,6 ppm.
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Tabela 14: Atribuicdo dos espectros de RMN de 'H,

HMBC (**Jcn) obtido para a substancia PP-05.

98

HMQC (Men, *H-2 C) e

Atribuicéo

C Sy
1 1,4
2 1,6
3 3,7
4 1,29
5

6 1,94
7 1,35
8 1,24
9

10 0,87
11 1,34
12 1,38
13

14

15 1,26
16 15
17

18 15
19 1,26
20

21 1,43
22 1,46
23 0,95
24 0,92
25 0,85
26 1,0
27 0,95
28 0,96
29 0,92
30 1,16

HMQC
d¢

15,8

35,2

72,8

49,2

41,8
17,6
53,2

61,4
35,2
30,7

32,4
36,1

42,9
35,6

32,9
39,3
11,7
16,4
18,3
18,5
20,2
31,8
351
31,8

“Jen
H-10

H-8

HMBC

3
‘JCH

3H-23
3H-23, 3H-24

3H-24

3H-27

3H-26
3H-28

3H-29

3H-28

Referéncia**

S

3,7

0,91
0,94
0,83
0,98
0,95
0,97
0,92
1,14

dc
15,8
35,2
72,8
49,2

37,1
41,7
17,6
53,2
38,4
61,4
35,3
30,6
37,8
39,7
32,3
36,1
30,0
42,8
35,6
28,2
32,8
39,3
11,6
16,4
18,2
18,6
20,1
31,8
35,0
32,1

**Epifriedelanol = dados relatados em Kiem et al., (2004)
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O conjunto dos dados acima sugere para a substancia PP-05 a estrutura

do triterpeno epifriedelanol.

N
©

R 30
R

..|||III|||B

HO

23
Figura 85. Estrutura do epifriedelanol (PP-05)

Na literatura encontram-se diversos estudos relatando a atividade
biolégica do epifriedelanol. Kundu e colaboradores (2000) verificaram que o
triterpeno isolado da espécie Vitis trifolia (Ulmaceae) apresentou atividade
antitumoral em um bioensaio realizado com discos de batata. Yang et. al (2010)
verificaram que o mesmo isolado das raizes da espécie Ulmus davidiana
(Ulmaceae) reduz a senescéncia em células humanas primarias, podendo entédo
ser utilizado como suplemento alimentar, ou na formulacdo de cosméticos para
reduzir o envelhecimento dos tecidos ou doencas associadas ao

envelhecimento tecidual.

4.3.6 Identificacdo da fracdo 8-13 do extrato metandlico (PP-06)

A mistura foi obtida das fracBes 8-13 do extrato metandlico (item 3.11).
PP-06 apresentou-se como um sélido amarelado, com faixa de fusédo de 137,4-
139,4°C. A analise do sélido através de CCDA de silica gel (item 3.11), eluente
cloroférmio, sugeriu tratar-se de uma substancia triterpenoidica, em funcdo da
presenca de uma unica mancha de coloracdo arroxeada que através da analise
dos espectros obtidos no CG/EM (Figura 87, p. 101) mostrou tratar-se de uma
mistura de substéncias. A solubilidade da mistura foi determinada CH,Cl..

A anadlise do espectro da mistura na regido do infravermelho confirmou
gue a mistura estava acetilada devido a presenca de uma banda intensa na

by

regido de 1732,8 cm™ referente & absorcdo do grupo C=O dos ésteres.
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Verificou-se também a presenca de bandas de intensidade em 2943,37 -
2854,65 e 1678,07 - 1452,72, cm™ atribuidas ao estiramento e & deformacéo de
C-H de carbono alifatico (CHs, CH, e CH) respectivamente. (Silverstein et al.,
2005; Pavia et al., 2001). Na Figura 86 apresenta-se 0 espectro na regiao do
infravermelho da mistura de substancias PP-06a, PP-06b, PP-06¢c, PP-06d, PP-
O6e.

(]
o
3
k=
£
@
&
s
B3

20'9vCT—

Wavenumber (cm-1)

Figura 86. Espectro de absor¢cdo molecular obtido na regido do
infravermelho para PP0O6a-e.

O espectro de massas de baixa resolucdo, obtido por insercdo via CG
(Figuras 87, p.101), apresentou 5 picos principais evidenciando a presenca de
uma mistura de substancias). Segundo comparacao com a biblioteca (NIST) do
espectrometro de massa, os indices de similaridade sugerem que a substancia
PP- 06a (tr; =21,8 min), trata-se do acetato de campesterol; PP- 06b (tr, =22,58
min), trata-se do acetato de estigmasterol; PP- 06¢ (trz =24,16 min) trata-se do
acetato de sitosterol; PP - 06d (tr4=24,42 min) trata-se do acetato de amirina;

PP-06e (trs=25,73 min), trata-se do acetato de lupeol.
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Figura 87: Cromatograma de gas da fragdo PP-06a-e do extrato
metanolico de P. pterosperma.

Conforme pode ser visto nas Figuras 89 -91, p.103-104 os picos relativos
aos ions moleculares de PP—06a, PP-06b e PP-06¢c ndo foram detectados. Este
fato envolve a transferéncia de um hidreto para o oxigénio da carbonila
(rearranjo de McLafferty) (Silverstein et al., 2005) com perda de um fragmento
neutro de m/z 60 (CH3COOH) e formacdo de um fragmento estavel como

esquematizado abaixo.

n, Man,
o, CH3COOH o,
o3
PalL miz 382 (PP-06a)
o m/z 394 (PP-06b)
miz 442 (PP-06a) miz 396 (PP-06d)

m/z 454 (PP-06b)
m/z 456 (PP-06d)

Nas substancias P-06d e PP-06e observam-se os picos dos ions
moleculares a m/z 468, além dos fragmentos envolvendo a reacdo de Retro
Diels-Alder (Silverstein et al., 2005) (Figura 93).
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-

—

o C,H
«CH; miz = 218 ZB

m/z = 468
(o-amirina)

m/z = 203

e C,H
m/z = 218 2

m/z = 468
(B-amirina)

*Retro Diels-Alder m/z = 203

m/z = 189

Figura 88. Proposta de fragmentacdo de PP-06d através de mecanismo

envolvendo a reacao de retro Diels-Alder.
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Figura 90: Fragmentograma de massas de PP06-b
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Figura 92: Fragmentograma de massas de PP-06d
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l

Figura 93: Fragmentograma de massas de PP-06e.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) para a mistura de
substancias (Figuras 95 - 100, p. 108-111) apresentou varios sinais entre 0,69 e
1,68 ppm, correspondentes aos grupos metilicos das substancias. Os sinais
simples em 2,05, 2,04 e 2,03 ppm, correspondem a grupos metilas de acetato.
Verificou-se a presenca de um sinal duplo em 4,68 ppm relativo ao H do

carbono C-3.
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Figura 95. Ampliacdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) de PP06a-e na
regido de 64 0,67 a 4,68 ppm.
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Figura 96. Ampliacdo do espectro de RMN “H (400 MHz, CDCI3) de PP-06a-e
na regiao de 6y 4,45 a 4,68 ppm.
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Figura 97. Ampliacdo do espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) de PP0O6a-e na
regiao de 6y 3,47 a 3,66 ppm.
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Figura 98. Ampliacdo do espectro de RMN “H (400 MHz, CDClI3) de PP06a-e na

de 64 0,67 a 2,38 ppm.
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Figura 99. Ampliagéo do espectro de RMN “H (400 MHz, CDCl3) de PP0O6a-e na

de 64 0,67 a 1,68 ppm.
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O espectro de RMN de **C desacoplado de *H (75 MHz, CDCls) obtido
para a mistura PP-06a-e (Tabela 15, p.113; Figuras 100-103, p. 111-113)
verifica-se um sinal em 171,1 ppm, relativo & carbonila do grupo acetato; um
sinal em 151 ppm, relativo ao C-20 do acetato de lupeol. Os sinais em 21,4
(PP06-b e PP06-c); 25,2 (PP-06-d) e 21 ppm (PP06-e), foram atribuidos
respectivamente ao CH3z do grupamento acetato das substancias presentes na
mistura e os sinais em 74,0 (PP06-b e PP06-d); 75,3 (PP06-d) e 81,2 ppm
(PP06-e) foram atribuidos ao carbono metinico CH-3 em que o grupamento
acetato se encontra ligado.

Estas atribuicbes em conjunto com os dados encontrados na literatura,

permitiram confirmar as estruturas das substancias presentes na mistura.
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Figura 100. Espectro de RMN de *C obtido para PP06a-e (100 MHz, CDCly).
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Figura 101. Ampliacdo do espectro de RMN ~°C (100 MHz, CDCI;3) de PP06a-e
na regiao de 6¢ 34,30 a 56,79 ppm.
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Figura 102. Ampliagdo do espectro de RMN ~°C(100 MHz, CDCl3) de PP06a-e
na regiao de 6¢ 40,95 a 11,94 ppm.
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Figura 103. Ampliacdo do espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) de PP06a-e

de &¢ 55,49 a 11,94 ppm.

na regiao
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Tabela 15. Atribuicdo do espectro de RMN **C obtido para PP06a-e.
Atribuicdo  PPO6- Acetato de 06-b* Acetato de 06-c* Acetatode 06-d* Acetato  06-e*  Acetato
a* Campesterol** Estigmasterol Sitosterol** de de
amirina** lupeol**
8¢ 8¢ 8¢ dc 8¢ 8¢ (ppm) 8¢ 8c (ppm) 8c 8¢
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)  (ppm)
1 37,09 37,3 37,09 37,0 37,09 37,0 38,49 38,7 38,49 38,6
2 27,8 27,8 27,8 27,8 27,8 27,8 27,5 27,2 23,8 23,9
3 74,0 74,0 74,0 78,3 81,1 81,2
4 37,9 37,9 37,9 38,1 37,9 38,1 37,9 38,7 37,9 38
5 139,7 139,7 139,7 139,6 139,7 139,6 55,5 55,2 55,5 55,5
6 122,7 122,7 122,7 122,6 122,7 122,6 18,3 18,3 18,1 18,2
7 31,9 31,9 31,9 31,8 31,9 31,8 32 32,9 34,3 34,4
8 31,9 31,9 31,9 31,8 31,9 31,8 40,1 40,0 40,9 41
9 50,1 50,1 50,1 50,0 50,1 50,0 48 47,7 50,4 50,5
10 37,1 36,1 37,1 37,0 37,1 37,0 37,1 36,9 37,2 37,2
11 21,4 21,1 21,4 21,2 21,4 21,2 23,2 23,3 21 21,1
12 39,8 39,8 39,8 39,7 39,8 39,7 122,7 1243 25,2 25,2
13 42,4 42,3 42,4 42,3 42,4 42,3 139,7 139,3 38,5 38,2
14 55,5 56,8 55,5 56,7 55,5 56,7 41,8 42 43 43
15 24,4 24,3 24,4 24,4 24,4 24,4 28 28,7 27,5 27,6
16 28 28,9 28 28,4 28 28,2 27,5 26,6 35,6 35,7
17 55,5 56,0 55,5 56,0 55,5 56,0 37,9 37,7 43 43
18 11,9 12,3 11,9 12,0 11,9 12,0 - 58,9 48,1 48,4
19 19,4 19,4 19,4 19,3 19,4 19,3 39,8 39,6 48,1 48,2
20 37,2 37,3 40,1 40,5 - 36,2 40,1 39,6 1511 1511
21 14,2 14,1 21,4 21,2 18,3 18,8 31,9 31,2 29,9 29,9
22 32,0 32,0 139 138,3 34,3 33,9 40,9 41,5 40,1 40,2
23 29,9 31,6 - 129,3 25,2 26,1 28 28,1 28 28,1
24 - 45,8 50,4 51,2 - 45,8 16 15,6 16,6 16,7
25 29,2 31,9 29,2 29,1 29,2 29,1 16 15,6 16,3 16,2
26 19,9 21,2 19,9 19,8 19,9 19,8 16,6 16,8 16,6 16,8
27 19,0 20,2 19 19,0 19 19,0 23,2 23,3 14,6 14,7
28 25,2 18,2 25,2 25,4 23,2 23,1 28 28,1 18,3 18,2
29 - - 11,9 12,2 11,9 11,8 16,6 17,4 109,4 109,5
30 - - - - - - 21,4 21,3 19,4 19,4
- 1711 170,5 1711 170,5 1711 170,9 1711 171,2
2 - 215 21,4 215 21,4 21,4 21,39 21 21,1

*PP-06a-e- Mistura de acetato de campesterol, acetato de estigmasterol, acetato de sitosterol, acetato de amirina e
acetato de lupeol = dados obtidos no presente trabalho (100 MHz, CDCly).

**Acetato de campesterol, acetato de estigmasterol, acetato de sitosterol, acetato de amirina e acetato de lupeol= dados
relatados em Veloso et al.,(1998)
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Tabela 16: Principais picos observados no espectro de massas da fragdo PP-06
do extrato metandlico de P. pterosperma

Pico* tr** Substancia PM % em
areado

pico

1 21,8 Acetato de campesterol (PP-06a) 268 3,9

2 22,5 Acetato de estigmasterol (PP-06b) 298 5,57

3 24,1  Acetato de sitosterol (PP-06c) 340 15,13

4 24,4  Acetato de amirina (PP-06d) 458 5,86

5 25,7 Acetato de lupeol (PP-06€) 458 69,46

*Pico: ver Figura 87, p. 98; **tempo de retencdo em minutos.

O conjunto dos dados acima sugere para a mistura de substancias PPO6a-

PPO06e, as estruturas abaixo:
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Quadro 05: Estruturas quimicas dos constituintes da fracdo PP-06

C30H5002

C31H5002
miz = 442 ®)

m/z = 454

/

o) Acetato de campesterol o Acetato de estigmasterol
(PP - 06a) (PP - 06b)

C31H520;
m/z = 456

C32Hs520;
m/z = 468

Acetato de sitosterol Acetato de a-amirina
(PP - 06c) (PP-06d)

C32Hs520;

m/z = 468 o CazHs292

m/z = 468

Acetato de B-amirina o Acetato de lupeol
(PP-06d) (PP - 06e)
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSOES DA AVALIACAO DA ATIVIDADE
CITOTOXICA FRENTE AS LARVAS DE A. salina

O bioensaio de A. salina tem demonstrado eficiéncia na avaliagcdo do
potencial bioldgico dos extratos de plantas (Leite et al., 2009). A literatura indica
correlacdes entre a toxicidade geral para esse microcrustaceo e a citoxicidade
para linhagens de células humanas de tumores solidos (McLaughlin et al.,
1998). Outras correlagbes ja foram determinadas para atividades inseticidas
(Meyer et al., 1982) e antitripanossoma (Alves et al., 2000). Assim os dados
obtidos no bioensaio com A.salina revelam os extratos metandlicos e
hidrometandlicos do caule de P. pterosperma como fontes promissoras de
substancias anticancerigenas, inseticidas e tripanomicidas, uma vez que estes
apresentaram DLsp 191,5941 e 109,8776 pg/ mL, isto € <1000 pg/ mL.

Dentre os extratos de baixa polaridade, o extrato hexanico néao
apresentou atividade, no entanto, o extrato diclorometanico apresentou-se ativo,
0 que estd de acordo com a literatura, a qual relata atividade citotoxica para

fitoesterdides e triterpenos (Gallota e Boaventura, 2005).

Tabela 17: Valores obtidos a partir do teste de letalidade frente as larvas de
A.salina

Porcentagem de mortos apos 24 horas

95%

Concentracdo  Extrato em Extrato em Extrato em
(ug/ mL) CHCls MeOH MeOH/H,0
100 0% 6,45% 18,42%
200 6% 23% 22,2%
400 8,1% 60% 86,8%
600 2% 81% 100%
1000 11,4% 83,8% 100%
DLso 18228,11 191,5941 109,8776
Intervalo de 1,45904 138,3927- 86,74859-
confianca a 262,4281 132,9603
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Correlacionando os resultados do perfil fitoquimico e o bioensaio de A.
salina, pode-se inferir que a presenca de esterdides presentes nos extratos
podem ser 0s responsaveis pela acéo citotoxica frente as larvas de A. salina,
uma vez que em estudos realizados por Padmaja et al. (2002) demonstrou que
esta classe de metabdlitos apresenta acdo toxica frente as larvas destes

microcrustaceo.
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5. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do caule de Parapiptadenia pterosperma resultou
na identificacdo dos seguintes metabdlitos especiais. Do extrato hexanico foram
identificados dois terpendides: friedelina (PP-01) e lupeol (PP-03c) e trés
esteroides: sitosterol (PP-03c), estigmasterol (PP-03b) e campesterol (PP-03a),
um é&lcool, eicosanol (PP-02a) e um éster, uncosanoato de metila (PP-02b).

Do extrato em cloroformio foram identificados dois terpendides,
epifriedelanol (PP-04a) e friedelina (PP-04b).

O extrato metanodlico resultou na identificacdo dos triterpenos:
epifriedelanol (PP-05) e os derivados acetilados da amirina (PP-06d), lupeol
(PP-06e), campesterol (PP-06a), sitosterol (PP-06c) e estigmasterol (PP-06b).

A revisdo bibliografica da espécie mostrou que a mesma nao havia sido
estudada fitoquimicamente até o momento. Desta forma o presente trabalho
contribuiu para o conhecimento da composicdo quimica da espécie P.
pterosperma, bem como ao incentivo de estudos biolégicos mais especificos,
uma vez que 0s extratos mais polares apresentaram atividade citotoxica frente

as larvas de Artemia salina.
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