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RESUMO

O presente trabalho visa a prospeccdo quimica e bioldgica da espécie
Newtonia contorta (Fabaceae).

As partes aéreas e o caule da planta foram coletados durante o0 més de maio
de 2008, na Mata do Bom Jesus, localizada no municipio de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro

O isolamento dos metabolitos secundarios dos extratos hexanico, acetato de
etila e metandlico do caule, foi realizado através de técnicas cromatogréficas e
resultou na identificacéo de trés triterpenos: lupeol, 28-hidroxilupeol, lupenona,
uma mistura de ésteres metilicos: Metil éster do acido docosanoico, Metil éster
do acido tetracosandico, Metil Ester do acido hexacosanoico, um alcaldide:
acido-3-indol carboxilico, uma mistura de alditois: peracetato de iditol e
peracetato de glicitol, as substancias triacetato de glicerol, tetra acetato de
butanol, peracetato de a-D-manopiranosideo, etil-tetra-O-acetil-p-D-
glicopiranosideo, peracetato de [-D-sorbose, peracetato de B-D-
glicopiranosideo, peracetato de inositol e o0 dissacarideo sacarose
peracetilada.

A determinacdo estrutural das substancias isoladas foi realizada através da
obtencdo e interpretacdo de espectros na regido do ultravioleta (UV),
infravermelho (IV), espectros de massa (EM) e de ressonancia magnética
nuclear *H e ' C uni e bi-dimensionais, bem como, através de informacdes
obtidas no espectro de massas dos produtos detectados por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM).

As modificagbes estruturais em determinados sitios da molécula visando
principalmente aumentar a solubilidade e/ou elucidacdo estrutural foram
realizadas através de reacdes de acetilacéo.

O ensaio biolégico dos extratos brutos foi feitos através do ensaio da toxicidade
aguda frente as larvas de Artemia salina.

Os extratos brutos tiveram sua atividade antioxidante avaliada utilizando o

método DPPH como radical livre.



ABSTRACT

The present work aims to exploit the chemical and biological species
Newtonia contorta (Fabaceae).
The shoots and stalks of the plant were collected during the month of May
2008, Mata do Bom Jesus, located in the municipality of Goytacazes, Rio de
Janeiro
The isolation of secondary metabolites of hexane, ethyl acetate and methanol
extracts of the stem, was performed by chromatographic techniques and
resulted in the identification of three triterpenes, lupeol, 28-hydroxylupeol,
lupenone, a mixture of methyl esters: Methyl ester of acid docosanoic , Methyl
tetracosanoic acid ester, Methyl Ester hexacosanoic acid, alkali, acid indole-3-
carboxylic acid, a mixture of alditois: iditol of tert and tert glicitol of the
substances glycerol triacetate, tetra acetate, butanol, tert of a manopiranosideo-
D-, ethyl-tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranoside, tert of p-D-sorbose, tert of p-D-
glucopyranoside, and tert inositol disaccharide sucrose peracetilada.
Structure determination of isolated compounds was accomplished through the
collection and interpretation of spectra in the ultraviolet (UV), infrared (IR), mass
spectra (MS) and 1H NMR and 13 C and uni-dimensional and how, through
information obtained in the mass spectrum of the products detected by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS).
The structural changes in certain sites of the molecule primarily aimed at
increasing the solubility and / or structural elucidation were performed by
acetylation reactions.
The biological assay of the crude extracts was done by testing the acute toxicity
against the larvae of Artemia salina.
The extracts were evaluated using the antioxidant activity as the DPPH free

radical.
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1. INTRODUCAO

A flora brasileira possui imenso potencial para pesquisa, possuindo a
maior diversidade macro e microbiolégica do planeta. Acredita-se que possua
cerca de 20% de toda a biodiversidade do planeta. Estimativas indicam que
das 500 mil espécies de plantas existentes nos ecossistemas terrestres, 16%
encontram-se na Amazonia brasileira sendo que menos de 10% foi estudado
quimicamente, e apenas um pequeno numero teve suas propriedades
biolégicas caracterizadas. Temos, portanto, uma das floras mais ricas do
mundo em matérias-primas para fitofarmacos, requerendo investigactes
sistematicas e aprofundadas em diversas areas do conhecimento (Barbosa,
2001).

Através dos séculos, a medicina tradicional, baseada nas propriedades
terapéuticas das plantas, tem evoluido em sintonia com a composicao da flora
em dado local, com os aspectos culturais e religiosos em todas as partes do
mundo, direcionando em muitos casos, 0 processo de obtencdo de novas
drogas de importancia a saude humana tais como: benzilpenicilina (1), taxol
(2), vincristina (3), vimblastina (4), ajmalicina (5), atropina (6), digoxina (7),
morfina (8), quinina (9), berberina (10), acido salicilico (11) e artemisinina (12)
(Figura 1, p. 2). Atualmente o uso de plantas com base na medicina tradicional
representa cerca de 85% dos processos terapéuticos utilizados em paises em
desenvolvimento e nos paises do ocidente (Pezzuto, 1997; Contin, 1999 citado
por Yunes & Calixto, 2001).
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Figura 1. Drogas de importancia para a saude humana
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Em um levantamento realizado na década de oitenta foram identificadas
121 substancias oriundas de 95 espécies vegetais, usadas correntemente na
medicina ocidental. Além disto, do total de medicamentos aprovados no
periodo 1983 -1994, cerca de 6% sao produtos naturais, 24% sao derivados
destes e 9% foram desenvolvidos pela industria farmacéutica com base em
produtos naturais (Yunes & Calixto, 2001).

Neste contexto, a Mata Atlantica (segunda maior formagao florestal
brasileira) devido a alta biodiversidade de espécies vegetais, apresenta um
grande potencial para o estudo de produtos naturais.

A Floresta Atlantica, cobria originalmente uma area de 1,1 milhdo de
km?, o equivalente & cerca de 12% do solo brasileiro. Esta formac&o estendia-
se por mais de 3300 km na costa leste, desde o Rio Grande do Norte até o Rio
Grande do Sul (Morelatto, 2000; Oliveira-Filho & Fontes, 2000). E uma
formacdo vegetal que apresenta uma grande complexidade biolégica e foi
considerada, pela Unido Internacional para Conservacao da Natureza, como
um dos ecossistemas mais ameacados do mundo (IJUCN, 1986). Essa
formacdao recebe diferentes definicées, sendo, atualmente, a mais aceita a que
a classifica como Dominio Tropical Atlantico (Oliveira-Filho & Fontes, 2000).
Essa classificacdo inclui ndo somente as matas de encostas e de planicies
costeiras litordaneas, mas também um conjunto de formacbes vegetais
associadas, ampliando o limite de sua distribuicdo em algumas regides para
cerca de 700 km em direcdo ao interior do Brasil (Oliveira-Filho & Fontes,
2000). De acordo com Radambrasil (1983), uma das formacdes da Floresta
Atlantica € a Floresta Ombrdfila Densa, que pode ser subdividida em quatro
tipos florestais principais:

» Floresta de baixada (até 50 m);

* Floresta sub-montana (50-500 m);

» Floresta montana (500-1500 m);

» Floresta alto-montana (acima dos 1500 m).

Desde a década de 1980 verificou-se que a Floresta Atlantica esta
reduzida a cerca de 7% de sua area original, (Figura 2, p. 4), estando os seus
remanescentes, em grande parte, representados por um elevado numero de
fragmentos em diferentes graus de degradacéo, devido a diferentes atividades

e pressdes antropicas (Inpe & Ibama, 1990; Almeida et al., 1998; Ranta et al.,
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1998; Oliveira-Filho & Fontes, 2000; Fundacdo SOS Mata Atlantica/lnpe, 2001;
Rocha et al., 2003).

Figura 2: Dominio Mata Atlantica, &area original = 1.306.000 km?
Remanescentes = 7,5% (Fonte: Fundacdo SOS Mata Atlantica e Instituto

Nacional de Pesquisas Espaciais — INPE, 2001).

A Floresta Atlantica apresenta-se como uma paisagem fragmentada e
COMO um mosaico composto por poucas areas relativamente extensas e uma
porcdo bem maior composta de areas em diversos estagios de degradacédo
(Guatura et al., 1996), principalmente nas regifes sul e sudeste (zonas nucleo
de preservacao, de acordo com o Conselho Nacional da Reserva da Biosfera
da Mata Atlantica; Zau, 1998). Assim, ndo importa o tipo ou o grau de impacto
causado sobre a Floresta Atlantica, sua degradacdo causa um impacto
imediato ao ambiente (Morellato, 2000), resultando em uma elevada perda de
espécies, com uma consequente reducdo da biodiversidade (Pimm & Askins,
1995; Almeida et al., 1998).

Na regido Norte Fluminense do estado do Rio de Janeiro, a Floresta
Atlantica cobria originalmente a maior parte da regido, hoje esta reduzida a
menos de 10% da sua area original. As areas de floresta até a altitude de 100m
(florestas de baixada e submontanas) foram substituidas por pastagens e
plantacdes de cana-de-agucar, estando a vegetacdo remanescente altamente
fragmentada e distribuida, na sua maioria, em fragmentos com areas inferiores
a 1000 ha, localizados principalmente em propriedades privadas (Carvalho,
2006). Boa parte destes fragmentos, apesar do tamanho e isolamento, ainda
apresentam elevada diversidade de espécies arboreas (Pagano et al., 1987).
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1.1 REMANESCENTES FLORESTAIS DA REGIAO NORTE/NOROESTE
FLUMINENSE

1.1.1. AREA DE RESTINGA: COMPLEXO LAGUNAR GRUSSAI/IQUIPARI

O complexo lagunar Grussai/lquipari, com aproximadamente 4.800 ha,
esta localizado no municipio de Sdo Jodo da Barra, regido norte do Estado do
Rio de Janeiro. O local dista aproximadamente 15 km do delta do rio Paraiba
do Sul, situado na bacia hidrografica das lagunas Grussai e lquipari, que
possuem &rea de 1,0 km? e 1,4 km? respectivamente. O rio Paraiba do Sul tem
sido citado como importante fator na formagao dessa regido (Lamégo, 1974;
Dias & Silva 1984; Flexor et al, 1984; Suguio & Tessler 1984). A Figura 3
representa um grafico da biodiversidade de espécies do Complexo lagunar:
Grussai/lquipari, segundo levantamento realizado por Assumpcdo &
Nascimento, 2000.

Complexo Lagunar: Grussai / Iquipari
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m Myrtaceae

M Fabaceae

I3 Bromeliaceae
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Figura 3. Biodiversidade de Espécies do Complexo Lagunar Grussai/lquipari.

m Cactaceae

(Fonte: Assumpcéao & Nascimento, 2000).

1.1.2. FLORESTA SUBMONTANA DA REGIAO DO IMBE

A regido do Imbé estd localizada no municipio de Campos dos
Goytacazes, fazendo parte do Parque Estadual do Desengano e de seu
entorno, e representa um dos maiores remanescentes de floresta ombrdfila
densa atlantica, que outrora ocupou boa parte da area do Estado do Rio de
Janeiro. Esta floresta encontra-se hoje ilhada e fragmentada por uma série de
atividades agropecuérias que se desenvolvem na regido desde a colonizagao,
principalmente pelo plantio de cana-de-aglcar e pastagem. A regido possui
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uma seérie de pequenos rios que tem origem geralmente nas regides altas das
montanhas e apresentam grande importdncia econdémica e ecoldgica
(Radambrasil, 1983). Na Figura 4, p. 6 apresenta-se um gréfico da

biodiversidade de espécies na regiao do Imbé.

Floresta Submontana da Regido do Imbé
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Figura 4. Biodiversidade de espécies da Regido do Imbé (Fonte: Moreno et. al,
2003).

1.1.3. MATA DO CARVAO

A Mata do carvdo compreende um remanescente de mata sobre
tabuleiro terciario da regido norte do estado do Rio de Janeiro, localizada na
Fazenda S&o Pedro, municipio de S&o Francisco do Itabapoana, RJ, a 30 km
em linha reta de Campos dos Goytacazes e a 10 km do litoral.

A Mata do Carvéo teve sua area reduzida aos atuais 1.053 ha devido
aos desmatamentos ocorridos, principalmente durante as décadas de 60 e 70,
para as atividades de plantio de cana-de-agUcar, pecuaria, producéo de carvao
vegetal e comercializagdo de suas madeiras (por ex., Aspidosperma spp.
(Apocynaceae), Copaifera lucens [Fabaceae (pau Oleo)], Paratecoma peroba
[Bignoniaceae (ipé peroba)] e Tabebuia spp. (Bignoniaceae). Esses
desmatamentos ocasionaram uma alteracdo na forma da mata, ficando esta
distribuida em uma longa faixa de cerca de 5 km de comprimento e 2 km de
largura, cortada por trilhas usadas na retirada de madeiras. Esta forma
alongada, sem duvida, acentua o efeito de borda nesta mata. Hoje, embora a
taxa de desmatamento tenha diminuido, ainda ocorrem retiradas seletivas de

madeira para a producdo de lenha, cabos de ferramentas e/ou moirdes em
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alguns pontos desta mata (Turner & Corlett, 1996). Apresenta-se na Figura 5,

p. 7 um grafico da biodiversidade de espécies da Mata do Carvéo.

Mata do Carvao
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Figura 5. Biodiversidade de Espécies da Mata do Carvao (Fonte: Da Silva &
Nascimento, 2001).

o N B O B

1.1.4. MATA DO BOM JESUS

A mata do Bom Jesus que esta localizada no municipio de Campos dos
Goytacazes possui uma area de 35 ha (Figura 6, p. 8). 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 extracao seletiva de madeira utilizada na fabricacédo de
caixdes. Nos anos 90 esta atividade foi abandonada, porém a mata continua
sendo alvo de extragao seletiva de madeira caca e queimada. Este fragmento
esta imerso em uma matriz antropica formado por extensos canaviais,
pastagem e algumas areas de regeneracdo florestal (capoeiras) em suas
bordas (Carvalho et. al, 2006).



Agevedo; F. M.

Mata do Bom Jesus

Figura 6. Mapa com a localizacdo da Mata do Bom Jesus (Fonte: Carvalho,
2006, et. al).

Os 336 individuos amostrados em estudos realizados por Carvalho et. al
(2006) nesta regido, foram distribuidos em 105 espécies pertencentes a 35
familias e 91 género, sendo as que apresentaram maior nimero de espécies
foram: Fabaceae (18 espécies), Myrtaceae (10 espécies), Mimosaceae (7
espécies), Euphorbiaceae (7 espécies), Lauraceae (6 espécies), Rubiaceae (6

espécies) e Anacardiaceae (5 espécies), como mostra o grafico na Figura 7,

pag. 8.

Mata do Bom Jesus

20
18
16
14
12
10

m Fabaceae

B Myrtaceae

= Mimosaceae

m Euphorbiaceae

W Lauraceae
m Rubiaceae

Anacardiaceae

Q N B 00

Figura 7. Biodiversidade de Espécies da Mata do Bom Jesus (Fonte: Carvalho,
2006, et. al).

2. A FAMILIA FABACEAE
A familia Fabaceae possui ampla distribuicdo geografica e € uma das
maiores dentre as dicotiledbneas, sendo superada apenas pela Asteraceae

(antiga Compositae). Sdo aproximadamente 18.000 espécies em mais de 650
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géneros. Estando subdividida em trés subfamilias muito distintas:

Papilionoideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae (www.tropicos.orq).

A familia também apresenta grande importancia econdmica pela
producdo de alimentos. Em geral seus representantes apresentam folhas
alternas e compostas, podendo ser pinadas, bipinadas, trifoliolares e digitadas.
Ha presenca de estipulas que podem ser de tamanho variado, muitas vezes a
estipula é transformada em espinho. Na base da folha e dos foliolos existem
articulacbes chamadas, respectivamente, de pulvinos e pulvinulos. Algumas
plantas da familia Fabaceae, como por exemplo, espécies do género Mimosa
usam essas articulagbes para movimentarem-se rapidamente em resposta a
agentes externos, alguns autores denominam essas plantas de sensitivas
(Alexandre et al, 1998).

Quase todas as espécies da familia apresentam simbiose de suas raizes
com bactérias fixadoras de nitrogénio (Rhizobium). Esta caracteristica é de
extrema importdncia ecolégica e mais freqliente entre as subfamilias
Mimosoideae. Além disso, fatores quimicos, fisicos e biolégicos do solo podem
limitar a nodulacdo de espécies capazes de formar esta simbiose. S&o de
habito variado podendo ser herbaceas, trepadeiras, arbustivas e arbéreas.
Essa familia possui uma ampla distribuicdo nas regides temperadas e tropicais
(Alexandre et al, 1998).

A quimica da familia Fabaceae € composta por varias classes de
substancias, destacando-se a classe dos flavondéides e alcalbides que sao tidos
como marcadores taxon6micos. Entre os flavonoides s&o encontrados
flavondis, flavondis glicosilados, flavonas, isoflavonas, chalconas entre outros.
Enquanto que na classe dos alcal6ides encontram-se derivados de fenilalanina,

tirosina e do triptofano entre outros (Harboner, 1981).

2.1. A SUBFAMILIA MIMOSOIDEAE

Segundo Polhill & Raven, a subfamilia Mimosoideae teria sido derivada
de ancestrais de Caesalpinioideae. A subfamilia esta distribuida
principalmente, nas regides tropicais, subtropicais e subtemperadas do mundo.
Ameérica Tropical, Africa e Asia-Austrélia s&o os atuais centros de diversidade
dos tdxons de Mimosoideae. Na América Tropical, a maioria das espécies
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ocorre na América Central e América do Sul, com poucos representantes nas
regides do complexo antilhano (Polhill & Raven, 1981).

A subfamila, mimosoideae € a que apresenta menor numero de
representantes na familia e compreende, cerca de 40 géneros. Suas flores
apresentam floracdo de simetria radial, podendo ser pentdmera ou tetramera
diclamidea e hermafrodita. Sdo plantas subarbustivas, arbustivas ou arbéreas,
de folhas freqientemente duplamente pinadas (Aylthon, 1991).

Dentre os géneros encontrados no Brasil destacam-se pelo nimero de
espécies: Mimosa (conhecida popularmente como: sensitiva, bracatinga,
jurema, sabia, estes dois ultimos no Nordeste), Calliandra (esponjinha), Inga
(ingd), Pithecelobium (olho de cachorro), Parkia (visgueiro) e Piptadenia
(angico) (Aylthon, 1991).

Dentre 0s géneros brasileiros mais utilizados destacam-se Piptadenia
(angico-jacaré) com madeira destinada a varios fins, bem como Enterelobium
(tamboril) com seus tipicos frutos e Inga (inga), utilizado o sombreamento de
certas culturas como o café e com frutos comestiveis. Merece destaque a
espécies do género Entada, trepadeira vigorosa da regido da Hiléia amazonica
e que produz vagens com até 1,20 m de comprimento. Com lindas
inflorescéncias péndulas merecem destaque também a espécie de Parkia,
conhecidas na Amazdnia por visgueiro. Na regido nordestina foram
introduzidas, recentemente, espécies arboreas do género Prosopis (algaroba

nome popular da espécie), utilizadas na arborizacdo (Aylthon, 1991).

2.2. O GENERO Newtonia (BASIONIMO: Piptadenia)

As espécies do género Newtonia sao utilizadas na industria de curtume
por possuirem a casca rica em taninos e madeira dura e pesada que é usada
na construcdo naval e civii e como lenha e carvao. Atualmente, com a
escassez de espécies utilizadas como fonte de madeiras, o0 angico voltou a
figurar como opg¢éo para a construcao civil e telhados, além de ser utilizado na
recuperacdo ambiental, pois cresce muito bem em solos pobres e degradados
(Correa, 1984).

O género Newtonia despertou o interesse dos cientistas por seu uso na

preparacdo do rapé (pé usado para inalagdo). Isto foi evidenciado desde a



Consideracdes Botinicas Azevedo; F. M.

chegada de Cristovdo Colombo no novo mundo, quando Ramoén Pane
descreveu a inalagdo de um rapé narcotico pelos nativos das Ilhas do Caribe
ao parecer preparado com espécies de Newtonia. O mesmo foi observado em
muitas tribos indigenas da América do Sul, onde o p6 obtido a partir de
sementes torradas de Piptadenia peregrina, chamadas pelos indigenas de
cohoba, parici ou yopo, quando inalada na forma de rapé produziam éxtase e
alucinagbes. SO em 1954 através do trabalho de Stromberg, foi relatada a
presenca do alcaloide inddlico 5-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina (13) Bufotenina
(Figura 8, Pag.14), substancia a que se atribui o efeito alucindgeno.

Os representantes do género newtonia no Brasil ocorrem nos estados da
Amazonia, Bahia, Goids Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Piaui,
Pernambuco, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sao Paulo (Lorenzi, 1992).
Sao conhecidos no Brasil como: angico, angico branco, angico do campo,
angico roxo, angico vermelho, angico bravo, angico preto, angico rajado,
angico de cerrado e na Argentina e no Paraguai sdo conhecidos como cebil,
cebil colorado e cebil ita (Rizzini, 1998).

A quimica do género € composta por diferentes classes de substancias
e, devido a aplicacdo industrial, os primeiros estudos descritos que envolvem
representantes do género foram relacionados a presenca de taninos. Zellada
(1915) relatou a existéncia de taninos e catecol na espécie P. cebil.

Deforge e colaboradores (1929) relatou a presenca de taninos em P.
crysostachys,

Schneider (1937) estudou as propriedades adesivas de gomas
exsudadas da espécie de Newtonia e em 1943, Rangel registrou as
propriedades antitussigenas dessas gomas confirmando assim o uso popular.

Primo (1945) relatou a presenca de taninos em P. rigida.

Fish et al, (1955), estudando varias espécies de Newtonia relataram a
presenca de bases inddlicas nas sementes [bufotenina (13), Oxido de
bufotenina (14) e O6xido de N, N dimetiltriptamina (16)] e vagens [N, N
dimetiltriptamina (15)] de P. peregrina e P. macrocarpa (Tabela 1 e Figura 8,
pags. 13 e 14).

Em 1956 Raymond-Hamet relatou as propriedades estimulantes do

extrato aquoso de P. peregrina.
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Patcher colaboradores (1959), pesquisando as sementes de P. colubrina
Benth. (planta utilizada pelos indios Brasileiros), isolou a bufotenina (13). Em
1960 Delaveau relatou as propriedades psicotropicas e alucinantes de P.
peregrina. Giesbrecht (1960) relatou a ocorréncia de bufotenina (13) nas
sementes de Piptadenia falcata. Em 1963, Legler & Tschesche, relataram o
isolamento da N-metiltriptamina (17), 5-metoxi-N-metiltriptamina (18) e 5-
metoxi-N, N-dimetiltriptamina (19) das cascas de P. peregrina (Tabela 1 e

Figura 8, pags. 13 e 14).

Em espécies de Piptadenia argentinas, Lacobucci & Ruveda, (1964)
relataram o isolamento de bufotenina (13) e a N, N-dimetiltriptamina (15) das
sementes e vagens de P. macrocarpa, 6xido de bufotenina (14) das sementes
e 5-metoxi-N-metiltriptamina (18) das cascas da espécie P. macrocarpa. De P.
excelsa foram identificadas a bufotenina (13) e oxido de bufotenina (14) nas
sementes e vagens, e a N, N dimetiltriptamina (15) nas vagens (Tabela 1 Figura
8 pags. 13 e 14). Enquanto que trabalhos de prospeccédo quimica com P.
paraguayensis (casca, sementes e vagens), P. rigida (sementes) e P. viridiflora

(vagens com sementes misturadas) revelaram teste negativo para alcaldides.

Paris et al em 1967, pesquisando a espécie P. peregrina verificaram a
presenca de bufotenina (13), 6xido de bufotenina (14) e N, N dimetiltriptamina
(15) nas sementes, e taninos polifendlicos, catéquicos nas vagens e cascas
(Tabela 1 e Figura 8 pags. 13 e 14).

Em 1972, Yamasato et al, relataram o isolamento de teobromina (20) das
sementes de P. leprostachya e bufotenina (13) em P. contorta e P. moniliformsi.
O estudo da madeira de P. macrocarpa resultou no isolamento de dalbergina
(21), lupenona (22), lupeol (23), sitosterol (24) B-glicosilsitosterol (25) (Miyauchi
et al., 1976) (Tabela 1 Figura 8 pags. 13 e 14).

Bulhdes et al, (1976) pesquisando plantas nativas do nordeste brasileiro,
constataram a presenca de esterdides, heterosideos e taninos na casca do
caule de P. columbrina e Rendon & Willy (1985) relatou o isolamento de

bufotenina (13) das sementes de P. macrocarpa com um rendimento de 0,5%.

Delgobo et al, (1999) isolaram monossacarideos e heteropolisacarideos

da goma exsudada da casca de P. columbrina, utilizada para o tratamento de
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problemas respiratérios. Piacente et al. (1999) investigando a casca de P.
macrocarpa isolaram como substancia principal, o flavonéide fisetinidol-3-O-[3-

D-xilopiranosideo [anadantosideo, (26)] (Tabela 1 e Figura 8, p. 13 e 14).

A seguinte tabela apresenta um resumo do perfil quimico do género

através de um levantamento bibliogréafico realizado no periodo de 1955 a 1999.

Tabela 1. Classes de Substancias Isoladas do Género Piptadenia (Newtonia)

Espécie Material Substancias Referéncia
vegetal
P. peregrinall Sementes 13, 14, 15, 16 Fisch et al. (1955)
e vagens (alcaloides)
P. macrocarpa Sementes 13, 14, 15, 16 Fisch et al. (1955)
e vagens (alcaloides)
P. colubrina  Sementes 13 (alcaloide) Pachter et al. (1959)
P. falcata Sementes 13 (alcaloide) Giesbrecht et al.
(1960)
P. peregrina Cascas 17, 18, 19 (alcaldides) Legler et al. (1963)
P. macrocarpa Vagens, 13, 14, 15, 18 Lacobucci et al. (1964)
sementes, (alcaloides)
cascas

P. excelsa Vagens 13, 14, 15 (alcaléides) Lacobucci et al. (1964)
P. peregrina  Sementes 13, 14, 15 (alcalbides) Paris et al. (1967)

P. leprostachya Sementes 20 (alcaldide) Yamasato et al. (1972)

P. contorta  Sementes 13 (alcaloide) Yamasato et al. (1972)
P. moniliformsi Sementes 13 (alcaloide) Yamasato et al. (1972)
P. macrocarpa Madeira 21, 22, 23, 24,25 Miyauchi et al. (1976)

(cumarina, triterpenos e
esterodides)

P. macrocarpa Sementes 13 (alcaloide) Rendon et al. (1985)
P. macrocarpa  Casca 26 (flavonoide) Piacente et al. (1999)
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Figura 8. Estruturas das Substéncias Isoladas do Geénero Newtonia

(Piptadenia)

2.3. A ESPECIE Newtonia contorta

A espécie Newtonia contorta, sinonimia Acacia contorta, Newtonia nitida,
Piptadenia contorta, Piptadenia nitida e Pseudopiptadenia contorta € um dos
representantes da ordem Fabales, subfamilia Mimosoideae e tribo Mimoseae
(www.tropicos.org).

A Floresta Atlantica € habitat predominante e, as vezes, exclusivo das

espécies do género. Newtonia contorta (DC.) Burkart é freqiente na Floresta


http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?437808
http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?437843
http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/taxon.pl?447452
http://www.tropicos.org/
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Ombrdfila Densa tanto nas fisionomias submontanas como Montana (Veloso
1992), restingas e matas de cipd, nos Estados da Paraiba, Bahia, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e S&o Paulo (Lewis & Lima 1990). E a espécie de mais
ampla distribuicdo do género, bastante caracteristica das matas de encosta e
de restinga do estado do Rio de Janeiro (Lewis & Lima 1990). No Parque
Nacional do Itatiaia (PARNA Itatiaia) a espécie ocorre em altitudes de 700 até
900 m, em geral em encostas e no interior da mata (Lewis & Lima 1990). Em
Poco das Antas, a espécie ocorre em Floresta Ombrofila Densa Submontana
(Velozo 1992) onde a topografia é predominantemente de planicie, com morros
e morrotes de perfis arredondados, cuja altura varia de 30 a 200 m, separados

por varzeas alagadicas de fundo achatado (Récas et al. 2001).

2.4. POSICIONAMENTO SISTEMATICO DA ESPECIE ESTUDADA

Super-Reino: Eucariota
Reino: Plantae
Sub-Reino: Viridiplantae
Filo: Estreptofita
Classe: Equisetopsideae
Sub-Classe: Rosidae
Superordem: Rosanae
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Mimosoideae
Tribo: Mimoseae
Género: Newtonia
Espécie: Newtonia contorta (DC.) Bukart

Basionimo: Acacia contorta (DC.); Piptadenia contorta (DC.) Benth,;
Pseudopiptadenia contorta (DC.)G.P Lewis & M.P. Lima.
Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cqi?id=148736
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3. METABOLITOS ESPECIAIS (SECUNDARIOS)

Os vegetais produzem uma grande variedade de substancias organicas
que parecem nao ter funcdo direta sobre seu crescimento e desenvolvimento.
Tais substancias, conhecidas como metabodlitos secundarios (especiais ou
naturais), ndo apresentam efeitos diretos sobre processos celulares primarios
como fotossintese, respiracdo, translocacdo de solutos e &gua, sintese de
proteinas e assimilacdo de nutrientes, dentre outros. Eles diferem dos
metabolitos primarios (aminoacidos, nucleotideos, acucares e lipidios) pela
distribuicdo restrita no reino vegetal, sendo caracteristicos de uma espécie ou
de um grupo de espécies relacionadas, enquanto os metabdlitos primarios séo
de ocorréncia universal (Costa, 1978).

Os metabdlitos secundarios podem atuar como substancias de defesa
contra herbivoros e patdgenos, sendo divididos em trés grupos principais:
terpenos, substancias fendlicas e substancias nitrogenadas (Vickery & Vickery,
1981).

Terpendides constituem o maior grupo de produtos secundarios. As
diversas classes sdo, em geral, insollveis em agua (Robinson, 1991).

As substancias fendlicas constituem em vegetais um grupo muito
heterogéneo com mais de 10.000 substancias. As quais apresentam funcdes
metabdlicas variadas. Duas vias metabdlicas estdo envolvidas na biossintese
de substancias fendlicas: a via do acido chiquimico e a via do acetato.
(Robinson, 1991).

As substancias nitrogenadas sao constituidas por uma grande variedade
de metabdlitos secundarios. Algumas substancias relacionadas a defesa
vegetal contra herbivoria, como os alcaldides e os glicosideos cianogénicos
estdo localizadas nesse grupo. Algumas substancias desse grupo sdo téxicas
aos humanos, embora outras possam ser utilizadas no tratamento de doencas
devido as suas propriedades medicinais. Os metabdlitos secundarios
nitrogenados sao biossintetizados a partir de aminoacidos do metabolismo
protéico (Costa, 1978).

Na Figura 9, p. 17 apresenta-se a rota biossintética dos principais

metabolitos secundarios.
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Figura 9- Rota metabdlica das principais classes de metabdlitos secundarios.

Fonte: http://br.geocites.com/plantastoxicas/rota-metabdlica.html
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3.1. TERPENOIDES

Terpendides sdo substancias derivadas da via do acetato-mevalonato a
partir de uma unidade isopreno. Essas substancias sao frequentemente
encontradas nos 6leos esséncias de inumeras plantas. A classificagdo dos
terpenos esta baseada na quantidade de unidades de isopreno contidas na
molécula. Cada molécula de isopreno é constituida por 5 atomos de carbonos.
Assim sendo, um hemiterpeno apresenta 5 carbonos em sua molécula, os
monoterpenos, 10 carbonos; sesquiterpenos, 15 carbonos; diterpenos 20
carbonos; triterpenos, 30 carbonos; tetraterpenos, 40 carbonos; e politerpenos,
acima de 40 carbonos (Simdes et al, 1999).

Os monoterpenos sao constituintes dos 6leos volateis, que podem atuar,
por exemplo, na atracdo de polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral,
apresentam funcdo protetora contra bactérias e fungos, enquanto muitos
diterpenos dao origem a determinados horménios de crescimento vegetal. Os
triterpenos e seus derivados, os esteréides, apresentam uma ampla gama de
funcdes. Muitos tém funcdo de protecdo contra herbivoria, alguns séo
antimitéticos (agentes que impedem a realizacdo da mitose), e outros atuam na
germinacdo das sementes e na inibicdo do crescimento da raiz (Vickery &
Vickery, 1981; Harbone & Baxter, 1995).

Os terpendides sao biosintetizados a partir de metabdlitos priméarios por

no minimo duas rotas diferentes, como mostrados na Figura 10, p. 19.
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Figura 10. Biossintese de terpendides (Fonte: Taiz & Zeiger, 2004)

3.2. ALCALOIDES

Alcaldides ocorrem em muitas plantas e possuem uma longa e
importante histéria na medicina tradicional (Roberts & Strack, 1999). O uso de

extratos de plantas contendo alcaléides como pocfes, remédios e venenos,
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ocorre desde o inicio da civilizacdo. Cerca de 13000 plantas sdo conhecidas
por terem sido usadas como drogas e aproximadamente 25% dos remédios
contemporaneos sdo derivados de metabdlitos de diversas classes, isolados e
purificados de plantas, tais como o alcaléide morfina (8) (Figura 1, p. 2), um
analgésico narcético, os agentes quimioterapéuticos vincristina (3) (Figura 1,
p. 2) e vimblastina (4) (Figura 1, p. 2), a quinina (9) (Figura 1, p. 2) e o taxol (2)
(Figura 1, p. 2) (Kutchan, 1995; Bolzani & Montanari, 2000).

O termo alcaldide € derivado da palavra arabe “al-gali”, denominacéo
vulgar da planta da qual a soda (que tem propriedades alcalinas) foi
originalmente obtida. Alcaldides possuem variadas definicbes e sao
majoritariamente substancias organicas nitrogenadas, de baixo peso molecular,
geralmente com estrutura heterociclica (Memelink et al ., 2001).

Embora sendo classificados como metabdlitos especiais eles
apresentam papel importante para a existéncia dos vegetais. Varias sao as
funcdes dos alcaldides nas plantas, principalmente na protecdo contra stress
ambientais. Alguns alcaléides protegem a planta contra radiacdo Ultravioleta,
devido ao fato de que, sua maioria apresenta nucleos aromaticos altamente
absorventes desta radiacdo (Jansen et al., 1998). E estdo envolvidos no
mecanismo de defesa, podendo atuar em resposta a herbivoria e ataques de
patogénos (Wittstock & Gershenzon, 2002).

Cerca de 2000 alcaldides conhecidos sdo do tipo inddlicos, ou seja,
possuem um anel indélico em sua estrutura, uma versatil estrutura heterociclica
descoberta em 1866, e encontrada em um consideravel numero de produtos
medicinais derivados de plantas (Willians, 2001). Nas Figuras 11 e 1 p. 2 e 21,

apresentam-se exemplos de alcaldides indélicos com atividade comprovada.
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Figura 11. Estruturas de alguns alcal6ides inddlicos

Essa classe de substéncia pode ser subdividida em dois grupos: um
grupo maior conhecido como alcaldides ind6licos monoterpénicos e outro com

os demais alcaléides inddlicos (Schripsema et al .,2001).

4. METABOLISMO PRIMARIO

4.1. CARBOIDRATOS

A palavra carboidrato surgiu pela primeira vez durante o século XIX para
descrever uma familia de substancias com férmula geral C,(H20),, conhecida
também como hidratos de carbono. Com a descoberta de novas substancias
gue ndo obedeciam a essa formula, mas apresentavam as mesmas
propriedades quimicas, o termo carboidrato foi modificado e ampliado. Nessa

nova definicdo foram incluidas as substancias poliidroxiladas de aldeidos,
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cetonas, alcoois e acidos e seus derivados simples, bem como seus
polimeros que tenham ligagbes poliméricas do tipo acetal. Dessa forma,
atualmente, mesmo as moléculas que ndo se ajustam a féormula geral
Cn(H20), sdo consideradas carboidratos (Hecht, 1999).

Os carboidratos tém sido importantes a mais de 100 anos e o estudo de
suas atividades e colaboradores tem crescido de forma surpreendente,
principalmente com relagédo a diversidade de atividades biolégicas, tais como:
as atividades antibacterianas, antivirais, antineoplasicas, antiprotozoarias,

antifangicas, entre outras, relatadas recentemente na literatura.

4.1.1. ATIVIDADE BACTERICIDA DE DERIVADOS DE CARBOIDRATOS

Devulapalle (2004) testaram alguns ésteres graxos da sacarose (31),
maltose (32) e maltotriose (33) (Figura 12) preparados por processos
enzimaticos, quando testadas frente a bactéria Streptococcus sobrinus
apresentaram capacidade inibitéria de 100% (100 ug/mL). Deste modo, esses
derivados de carboidratos ndo toxicos sdo muito promissores, principalmente
guanto a sua inclusdo em produtos de higiene oral para o combate da placa

bacteriana e prevencao de céaries (Devulapalle et al., 2004).
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Figura 12. 6-O-Lauroil-sacarose , 6’-O-lauroil-maltose , 6”-O-lauroil-maltotriose
(Fonte: Nogueira C.M. et al, 2009.)
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Veres-Bencomo e colaboradores (2004) relataram a sintese em larga
escala, o desenvolvimento farmacoldgico e a avaliagdo clinica da primeira
vacina comercial derivada de um carboidrato sintético (34), que foi aprovada
em Cuba contra a bactéria Haemophilus influenzae do tipo b (Hib) causadora
de pneumonia e meningite, principalmente em criancas (Figura 13), (Veres-
Bencomo et al., 2004).
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(34)

Figura 13. Primeira vacina comercial com uma por¢éo de carboidrato sintético
(Fonte: Nogueira et al., 2009)

Nobmann et al (2009) investigaram novos ésteres e éteres de
carboidratos monossubstituidos com acidos graxos com relacdo a atividade
frente a Listeria sp., que € um agente patogénico alimentar que pode estar
presente em alimentos prontos e alimentos lacteos. Dentre os derivados de
carboidratos sintetizados, o éter laurico do a-D-glicopiranosideo de metila (35)
e o éster laurico do a-D-manopiranosideo de metila (36) apresentaram o maior
efeito inibitério MIC = 0,04 mM (Figura 14). Essas substancias sdo geralmente

mais ativas frente as bactérias Gram positivas do que nas Gram negativas.

O

OH HO

(35) OMe
(36) OMe

Figura 14. Eter laurico do a-D-glicopiranosideo de metila e o éster laurico do

a-D-manopiranosideo de metila (Fonte: Nogueira et al., 2009.)
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4.1.2. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE DERIVADOS DE CARBOIDRATOS

Muhizi e colaboradores (2008) trabalhando com derivados da glicose
verificaram atividade fungicida da N-dodecanoilglicosilamina (37) frente ao
crescimento de dois fungos da madeira, Coriolus versicolor e Poria placenta.

Na Figura 15 apresenta-se a estrutura da N-dodecanoilglicosilamina.

OH

HO H
HO N \/\/\/\/\/\/
OH

@7

Figura 15. Estrutura da N-dodecanoilglicosilamina (Fonte: Nogueira C.M. et al,
2009.)

4.1.3. OUTRAS ATIVIDADES ATRIBUIDAS AOS CARBOIDRATOS

Puterka e colaboradores (2003) trabalhando com derivados da sacarose
demonstraram que o palmitato de sacarose (38) apresenta acao inseticida
frente a praga da mosca-branca. Também foi verificada a acdo do octanoato de
sacarose (39), em baixas concentragdes, contra a Cacopsylla pyricola, inseto
que ataca a péra, a Myzus nicotianae, afideo que ataca o tabaco e a

Tetranychus urticae, acaro rajado que ataca a maca (Figura 16).

OH

HO

Figura 16. Esteres graxos da sacarose com acao inseticida (Fonte: Nogueira
et al., 2009.)
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Sandbhor et al. (2008) prepararam uma série de iminoalditéis analogos
de galactofuranoses. A atividade destas substancias foram investigadas frente
a galactosidases e glicosidases. A substadncia (40) (mistura de
diastereoisdmeros) apresentou atividade frente a [-galactosidase do figado
bovino, ICso = 2,74 uM (81% a 100 uM), e ativador da a-galactosidase do grao-
de-café, ACso = 47 uM (62% a 100 uM) (Figura 17).

CH2(CH2)14CH3

Figura 17. Estrutura de um iminoalditol (Fonte: Nogueira et al., 2009.)
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

O principal objetivo desta dissertacéo visou o conhecimento da quimica
de espécies do estrato arbéreo da regido norte - noroeste Fluminense, através
do estudo fitoquimico e avaliacdo da atividade citotdxica e antioxidante de um

espécime de N. contorta.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

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

* ldentificar 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 citotdxica dos extratos brutos de N. contorta frente
as larvas de Artemia salina.

* Avaliar a atividade antioxidante dos extratos polares do caule de N.
contorta utilizando a reacédo de reducado do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilidrazila (DPPH).
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

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

« Balancga analitica marca Gehaka;

« Balanca Triple beam balance, Ohaus;

* Céamara escura UV, Cienlab;

+ Capela de exaustao;

» Espectrofotometro, Perkin Elmer, modelo FT-IR;

» Espectrofotometro, Bel spectrophotometer, modelo SP 1105;

* Cromatografia a gas acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM),
modelo QP- 5050, Shimadzu;

+ Cromatografia a gas acoplado ao espectrobmetro de massas (CG-EM),
modelo QP-QP2010 Plus (UFRRJ);

* Dessecador;

* Espectrometro de RMN, Jeol Eclipse, operando a uma freqiéncia de 400
MHz para *H e 100 MHz para *C — UENF;

* Espectrometro de RMN, Bruker, operando a uma frequéncia de 400 MHz
para 'H e 100 MHz para *C — UFRRJ;

* Estufa, Med clave;

* Evaporador rotatério, Fisaton;

* 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;

* Minivortex, biomix, modelo QL 901,

* Moinho de facas tipo Willey;

* Placa de aquecimento,Corning;

+ Soxhlet;

* Soprador serigrafico, Sternel, modelo HL 500;

* Ultra-som, Unique, modelo USC 1450.
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6.2. REAGENTES UTILIZADOS

+ Acetato de etila P.A., Vetex, Synth;

* Acetona P.A., Synth;

+ Acido acético glacial P.A., Vetec;

« Acido cloridrico., Vetec;

+ Acido sulfarico P.A., Isofar;

* Anidrido acético P.A., Vetec;

« Carbonato de célcio., Vetec;

» Carbonato de sodio, Merck;

» Cloreto de calcio., Vetec;

* Cloreto de magnésio., Vetec;

* Cloreto de sédio., Vetec, Reagen;

» Cloroférmio deuterado, Cambridge Isotope;
* Cloroférmio P.A., Synth;

* Diclorometano P.A., Synth;

» 2,2- Difenil-1-picril-hidrazila, Aldrich;

* 4- dimetilaminopiridina, Sigma- Aldrich;
» Dimetilsulfoxido (DMSO),. Vetec;

+ Etanol P.A., Synth;

« Eter de petréleo, Synth;

* Hexano P.A., Synth;

+ Hidréxido de amoénio P.A., Merck;

» Hidroxido de sodio P.A., Merck;

* Metanol deuterado, Cambridge Isotope;
* Metanol P.A., Synth;

* n-Butanol, Synth;

« Piridina, Merck;

+ Sulfato de cobre, Vetec;

» Sulfato de sédio anidro P.A., Vetec.

* Vanilina, Vetec.
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6.3. MATERIAIS DE CONSUMO UTILIZADOS

+ Celite,Vetec;

« Cromatofolhas (Al) de silica gel 60, Merck;

» Papel de filtro qualitativo, porosidade 3 micras, Nalgon;
» Papel de pH Universalindikator pH 0-14, Merck;

* Pipetas de Pasteur;

+ Ponteiras, 0,2-10 mL, VWR,;

» Sephadex® lipofilico (LH-20), malha 25-100 mm, Pharmacia;
» Silica gel 60G Fysspara CCDP, Merck;

» Silica gel 60G F,54 para CCDA, Merck;

» Silica gel para coluna, 70-230 mm, Merck;

+ Silica gel para coluna, 0,04 - 0,063 mm, Merck;

* Tubos de ressonancia, 5 mm, Wilmad-Lab-Glass;

6.4. SOLUCAO REVELADORA EMPREGADA NO PROCESSO
CROMATOGRAFICO EM CAMADA DELGADA

6.4.1. SOLUCAO DE VANILINA SULFURICA

Foi preparada uma solugdo de vanilina sulftrica a partir da adicdo de 3
gramas de vanilina em 135 mL de agua destilada juntamente com 135 mL de

alcool etilico e 30 mL de acido sulfurico.

6.5. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Realizado através de pesquisas bibliograficas de periédicos em bibliotecas
e em sitios disponiveis na INTERNET. O levantamento bibliografico foi
realizado para a verificacdo de espécies de plantas que ainda ndo haviam sido

estudadas fitoquimicamente na regido.
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6.6. COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O caule da espécie N. contorta foi coletado no Parque Taquarucu (Mata
do Bom Jesus), localizado na cidade de Campos dos Goytacazes, RJ, em maio
de 2008.

6.7. SECAGEM E MOAGEM DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal ap0s seco a temperatura ambiente foi moido em

moinho do tipo Willey e posteriormente pesado.

6.8. PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

O material botanico seco e pesado foi submetido & extracdo & quente em
Sohxlet nos seguintes solventes hexano e posteriormente diclorometano,
acetato de etila, metanol e metanol/adgua. Os extratos foram concentrados em
evaporador rotatério, a aproximadamente 50°C, sob pressdo reduzida. Os
extratos brutos obtidos foram transferidos para frascos previamente pesados e
mantidos em capela de exaust&o, por no minimo 48h.

Esse procedimento forneceu 9,5581g de extrato hexanico, 5,2231 de
extrato em diclorometano, 7,883g de extrato em acetato de etila 25,1191g de
extrato em metanol e 20,7859 de extrato em metanol/agua.( Figura 18).

Todos os fracionamentos cromatograficos foram monitorados por
cromatografia em camada delgada analitica de silica gel (CCDA), utilizando-se
diversos eluentes. Apresenta-se na Figura 18 o fluxograma resumido do
fracionamento dos extratos. Os cromatogramas foram observados sob luz
visivel e ultravioleta (254 e 365 nm) e posteriormente revelado com a solugéo
reveladora descrita no item 6.4. As fragces foram reunidas de acordo com seus
perfis e transferidas para frascos previamente tarados e mantidas em capela de

exaustado, para eliminacdo do solvente remanescente.
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Caule de N. contorta
1000 g

|
| |
Extrato Extrato

em em
Acetato de

Extrato
em

Extrato
em

* Extrato em

Hexano

9.5581 CHoCl

5,4231 g

Metanol Metanol/agua
25,1191 g 20,785

Etila
7,883 g

*Extrato ndo trabalhado
Figura 18. Fluxograma dos extratos obtidos do caule de N. contorta

7. FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS

7.1. EXTRATO EM HEXANO

Uma aliquota do extrato hexanico 2,12 g foi reservado para avaliacdo da
atividade biolégica o restante do material 7,43 g foi submetido a filtracédo
utilizando como material filtrante uma mistura contendo celite, silica, CaCOs3 e
Na,CO3 Os solventes utilizados foram diclorometano (CH,Cl,) e metanol
(MeOH). Esse procedimento resultou em duas fracdes: fracdo A [filtrado em
CH_CI; (rica em acidos graxos)] e fracéo B [filtrado em MeOH (triterpenos)].

O solvente da fracdo A foi evaporado a presséo reduzida e o residuo
deixado em dessecador até peso constante. Posteriormente uma aliquota do
residuo (100 mg) foi submetida a reacdo de transesterificagdo com solucdo
metandlica 2 mol L™ de KOH (item 7.1.1). Os ésteres de acidos graxos obtidos
a partir dessa reacao foram codificados como NCHP e analisados através de
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-EM). Os
indices de similaridade dos fragmentogramas obtidos foram comparados com a
biblioteca (NIST) do espectrometro de massas.

O fluxograma resumido do procedimento realizado com extrato hexanico
encontra-se na Figura 19 p. 33.

Outra aliquota da fracdo A (680 mg) foi submetida a cromatografia tipo
flash em coluna de gel de silica utilizando como eluente: hexano e

diclorometano (1:2). Foram obtidas 45 fracbes que foram reunidas de acordo
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com a semelhanca de Rf apds andlise de CCDA. A subfracdo (14 - 20, (100
mgq) foi codificada como NCH (lupeol).

A subfracdo (6-10, 90 mg) foi submetida ao mesmo procedimento
anterior, utilizando como eluente: éter de petroleo: cloroformio (2:1). Foram
obtidas 13 fracBes e apoOs analise por CCDA foram reunidas de acordo com a
semelhanca de Rf. A subfracdo (8-13, 63 mg) foi submetida a cromatografia
em camada delgada preparativa, utilizando o mesmo eluente obtendo-se a
substéancia codificada como NCH2 (lupenona).

A fracdo B foi evaporada sob pressdo reduzida e colocada em
dessecador até peso constante e submetida a fracionamento e purificagdo.
Para tal foram utilizadas cromatografia em coluna aberta de gel de silica.

Uma aliquota dessa fracdo (2 g) foi fracionada em coluna de gel de
silica, utilizando como eluente: diclorometano, acetato de etila e metanol em
gradiente crescente de polaridade. Apds este procedimento foram obtidas 145
subfracbes. Apds andlise por CCDA, as fracbes que apresentaram 0 mesmo
Rf foram reunidas.

A subfracéo (7-34) (63,5 mg) foi identificada como sendo a substancia
NCH (lupeol), ja isolada do extrato hexanico.

A subfragdo (103- 117) se apresentou como um solido branco e entéo foi
submetida a uma coluna de silica tipo flash utilizando como eluente
diclorometano e acetato de etila (6:1), sendo obtidas 44 fracdes que foram
reunidas por semelhanca de Rf em CCDA , a subfracdo (7-15) revelou-se

como uma Unica mancha e codificada como NCH1 (28-hidroxilupeol).

7.1.1. REACAO DE TRANSESTERIFICACAO

Colocou-se em um tubo de ensaio aproximadamente 100 mg da fracéo
em CH,CI, (oriunda da filtracdo do extrato hexanico), 2ml de hexano e 0,2 mL

de solucdo metandlica 2 mol/ | *

de KOH. Agitou-se o tubo por
aproximadamente 5 minutos em agitador de vortex e adicionou-se 1 mL de
solucdo saturada de cloreto de sodio e agitou novamente. A fase organica
(contendo os ésteres de acidos graxos) foi separada, seca com sulfato de sodio

anidro e filtrada.
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[ Extrato hexanico 9,5581g

CG EM ] 2,1218 g
Filtracdo com celite silica e ( Avaliacso
carbonatos de sddio e calcio, da atividgade

Eluentes: CH,Cl, e MeOH R
citotoxica

[ ~ ] Reacéo de ’~

Fracao A P Fracéo B

680 mg Transesterificagéo } { 24 }
[

CC (flash) em gel de CC em gel de silica }

silica NCHP { Eluente: AcOEt:MeOH

Eluente: CgH14:CH-Cl» |

| N 145 Fracdes
45 Fracoes ]
I

~
p CC (flash) silica
Fracdo (6-10)1 { (14 - 20) +(7-34) gel

0,1g NCH 0,1635 g (103 -117)

0,0635g

-

.
p

CcC (flash) Fracdo (8 13) ] ) l

silica gel NCH1 0,0335 g
\ L

Cromatografla em
camada delgada
preparatlva

NCHzopsg

Figura 19. Fluxograma resumido do procedimento realizado com o extrato

hexanico.
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7.2. EXTRATO EM ACETATO DE ETILA

O extrato em acetato de etila (7,8 g) foi filtrado & vacuo com silica gel em
funil de Buckner, utilizando os seguintes solventes: diclorometano, acetato de
etila e metanol.

A fracdo em acetato de etila (2,2 g) foi submetida a uma coluna em gel
de silica com carvao ativo, utilizando os seguintes eluentes: cloroférmio e
cloroférmio e acetato (1:1). Foram obtidas 45 subfracdes, sendo que a
subfracdo 6 (200 mg) foi submetida a uma coluna tipo flash de silica gel com
0s seguintes eluentes: cloroférmio: acetato de etila (8:1). Este procedimento
resultou em 63 subfragbes que foram reunidas por semelhanca de Rf em
CCDA. A subfracdo 9 -15 (287 mg) foi submetida ao mesmo procedimento
anterior e obteve-se 49 subfracdes. A subfracdo 27- 34 (105 mg) também foi
submetida ao mesmo procedimento resultando em 50 subfragfes. A subfracéo
10 — 17 apresentou-se como uma mancha vermelha quando revelada em
solucéo de vanilina sulfurica. Posterior filtracdo em Sephadex LH-20 utilizando
como eluente metanol, resultou em 17 subfracbes. A subfracdo 13 foi
codificada de NCA1 (4cido-3-indol carboxilico).

Na Figura 20, p.35 apresenta-se o fluxograma resumido do

fracionamento do extrato em acetato de etila.
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Extrato em Acetato
de Etila
7,883 g

Filtracdo & vacuo
com silica gel

- J
|
N Fracdo em Acetato Fracdo em
Fracao em de Etila2,2 g Metanol* 0,714g
Diclorometano*
1,549

CC coluna em gel de silica
+ carvao ativo; Eluente:
CHCl3, CHCI3/AcOEt (1:1)

T

-

45 fracBes ]

.

-
Fracao 6
200 mg

Sucessivas CC tipo
flash;
Eluente: CHCI3/AcOEt

Filtragdo em gel de
Sephadex LH-20;
Eluente: Metanol

NCA1l
5mg

i

*Fracdes nao trabalhadas
Figura 20. Fluxograma resumido do procedimento realizado com o extrato em

acetato de etila
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7.3. EXTRATO METANOLICO

Cerca de 25,0 g do residuo do extrato metandlico foi solubilizado em
metanol. Apds adicionou-se acetato de etila até que ocorresse a formacao de
precipitado. O precipitado foi separado do sobrenadante através de filtracdo em
papel de filtro. O solvente do sobrenadante (fracdo 1) foi evaporado em
evaporador rotatério e o residuo solubilizado em metanol. Apds adicionou-se
éter de petroleo para forcar nova formacao de precipitado.

O fracionamento da fracdo 1 esta resumido na Figura 21.

[ Fracdo 1 ]
1-Metanol
2- Eter de petréleo
| |
Sobrenadante* [ Precipitado ]
947,6 mg
1-Metanol
2- Eter de petréleo
[ Precipitado ] Sobrenadante*
9,9238 mg
1- Metanol
2- Acetato de etila
Precipitado Sobrenadante*
2,7379g 199
1- Acetato de etila
2- Butanol
|
Precipitado* Sobrenadante (A)
373,5mg 977,1 mg

Figura 21. Fluxograma resumido do fracionamento da (fracdo 1) do extrato

metandlico (* FracBes nao trabalhadas).
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O solvente do sobrenadante (A) foi evaporado e o residuo (977,1 mg)
submetido a filtracdo em Sephadex LH-20, utilizando como eluente MeOH.
Este procedimento resultou em 25 fragbes que foram reunidas através de
semelhanca de Rf em CCDA. A fracdo 9 - 25 (508,2 mg) foi submetida ao
mesmo procedimento anterior, utilizando-se desta vez como eluente
CHCI3/MeOH (1:1). Este procedimento resultou em 27 fragbes. A fracdo 15 -
27 (323,5 mg) foi submetida a reacdo de acetilagdo conforme descrito no item
7.3.1.

Na Figura 22 apresenta-se o fluxograma resumido do fracionamento do

sobrenadante (A).

7.3.1. REACAO DE ACETILACAO

Preparou-se uma solucdo de anidrido acético e piridina (catalisador) na
proporcéo (9:1) respectivamente.

A amostra (323,5 mg) foi colocada em um Becker e adicionou-se
aproximadamente 2 mL da solucdo anterior, aqueceu-se a mistura reacional
(aprox. 50°C) e deixou-se em repouso por uma noite, apds este periodo
adicionou-se agua gelada (2 mL) e submeteu-se a extracdo em ampola de
separacao utilizando AcOEt (4 mL) por trés vezes .

A fase orgéanica foi lavada com agua varias vezes para retirar 0 excesso
de piridina. ApOs adicionou-se Na,SO, anidro, filtrou-se e procedeu-se a
evaporacao em evaporador rotatério. Posteriormente o produto acetilado (316,5
mg) foi submetido a CC tipo flash em gel de silica, utilizando como eluente
CHCI3, AcOEt e MeOH em gradiente de polaridade crescente. Este
procedimento resultou em 51 fragbes que foram reunidas por semelhanca de
Rf em CCDA. A fracdo 7 - 8 (38,1 mg) foi codificada de NCMl(acetato de
alditéis). A subfragdo 12 -51 (32 mg) foi submetida ao mesmo procedimento
anterior utilizando como eluente CHCI3/AcOEt (1:1). Foram obtidas 33 fracdes
que foram reunidas de acordo com a semelhanca de Rf em CCDA. A fracéao 4 -

8 (10,8 mg) foi codificada de NCM2 (sacarose peracetilada).
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Sobrenadante (A)
977,1 mg

Filtracdo em Sephadex
LH-20, eluente MeOH

25 fracoes

Fracéo (9-25)
508,2 mg

Filtragdo em Sephadex LH-20,
eluente: CHCIl; e MeOH

[ 27 fracOes ]
[

[ Fracdo (15-27) ]

323,5 mg

‘ Reacao de Acetilacao ]

[ Produto acetilado

316,5 mg }
| ( CC tipo “flash”

| . eluente: CHCls
[ 51 fracGes AcOet e MeOH

J

[ Fracdo (7-8)
NCM1 Fracdo (12-51)
38,1m 32 mg

|
[ 33 fragbes ]

CC tipo “flash”
eluente: CHCI;

e AcOet
NCM2
10,8 mg

Figura 22. Fluxograma resumido do fracionamento do sobrenadante (A).
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7.4. MATERIAIS E METODOS

e A concentracao dos extratos e fracoes foi efetuada sob pressao reduzida
em evaporador rotativo, Buchi B-480 e Fisatom 802;

e As cromatografias em camada delgada (CCDA) foram feitas em
cromatofolhas de silica gel 60 GF ;54 € celulose (Merck). As substancias
foram detectadas por irradiacdo com lampada ultravioleta a 254 e 365nm
e/ou borrifacdo com reveladores cromogénicos (vanilina sulfarica e
solucéo alcodlica de cloreto férrico hexaidratado);

e Os critérios de pureza adotados foram a observacdo de uma Unica
mancha em cromatografia em camada delgada (CCDA), variando-se a
fase movel e faixa estreita de ponto de fuséo;

e Os pontos de fusdo foram obtidos em aparelho MQAPF — 301 da
microquimica;

e Nas separacdes cromatograficas em coluna, foram utilizados dois tipos
de silica: silica Perkin Elmer gel 60G (0,04 - 0,063-0,200mm; 70-230
mesh ASTM e Merck);

e Agente dessecante: Na,SO4 anidro;

e Nos procedimentos cromatograficos e reacdes foram utilizados solventes
analiticamente puros e das marcas Vetec, Synth e Merck;

e Os espectros de massas (EM) foram obtidos no Espectrometro de
CG/EM- QP - 5050, Shimadzu a 70 eV e Espectometro de gas
acoplado ao massas (CG-EM), modelo QP-QP2010 Plus.

e Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados em
espectrometro Jeol Eclipse, operando a uma freqiéncia 400 MHz para
'H e 100 MHz para *® C e Espectrometro de RMN, Bruker, operando a
uma freqtiéncia 400 MHz para 'H e 100 MHz para ** C. Os solventes
utilizados foram: cloroférmio deuterado (CDCI3), metanol deuterado
(CD30D), puros da marca CIL (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.)
utiizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (6) foram indicados em ppm (parte por milh&o)

e as constantes de acoplamento (J) em Hertz .



Resultados e Discussiio Azevedo; F. M.

8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1. CONSTITUINTES QUIMICOS IDENTIFICADOS NOS EXTRATOS DO CAULE
DE Newtonia contorta

O fracionamento do extrato hexanico do caule de N. contorta permitiu o
isolamento e identificacdo de trés triterpenos e a mistura de trés ésteres de acidos

graxos de cadeia longa.
CH;

o]

//’/,

Lupeol (NCH)

Massa = 0,1635 g
Procedéncia: Extrato hexanico
Isolamento: p.31
Identificacdo: p.44

28-Hidroxilupeol (NCH1)
Massa = 0,0335g
Procedéncia: Extrato hexanico
Isolamento: p.31
Identificacéo: p.53

Lupenona (NCH2)

Massa = 0,0300g
Procedéncia: Extrato hexanico
Isolamento: p.31

Identificacdo: p.64
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Metil Ester do Acido Docosanoico (NCHP)

o]
Massa = 0,005g
- Procedéncia: Extrato hexanico
17 o Isolamento: p.31

Identificacdo: p.73

Metil Ester do Acido Tetracosanoico (NCHP)

o
Massa = 0,027g
- Procedéncia: Extrato hexanico
19 o Isolamento: p.31

Identificac&o: p.73

Metil Ester do Acido Hexacosanoico (NCHP)

(]
Massa = 0,018 g
- Procedéncia: Extrato hexanico
21 o Isolamento: p.31

Identifica¢éo: p.73

O fracionamento do extrato em acetato de etila do caule de N. contorta permitiu

o isolamento e identificacdo do acido-3-indol carboxilico.

HO

Acido-3-indol carboxilico (NCA1)
Massa = 0,0059

Procedéncia: Extrato acetato de etila
Isolamento: p.34

Identificagcéo: p.76

Iz />>\ S

O fracionamento do extrato metanolico do caule de N. contorta permitiu a

identificacdo das seguintes substancias:

)k Triacetato de glicerol (NCM1la)
O Procedéncia: Extrato Metanolico

WO\)\/OW Isolamento: p.36

Identificacéo: p.81




OAc OAc

OAc
AcO

OAc OAc

AcO

AcO™

OAc OAc
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Tetra acetato de butanol (NCM1b)
Procedéncia: Extrato Metandlico
Isolamento: p.36

Identificac&o: p.81

Peracetato de Iditol (NCM1c)
Procedéncia: Extrato Metandlico
Isolamento: p.36

Identificagdo: p.81

Peracetato de -D-manopiranosideo
(NCM1d)

Procedéncia: Extrato Metandlico
Isolamento: p36

Identificagdo: p.81

Etil-tetra-O-acetil- -D-glicopiranosideo
(NCM1e)

Procedéncia: Extrato Metanolico
Isolamento: p.36

Identificagdo: p.81

Peracetato de -D-sorbose (NCM1f)
Procedéncia: Extrato Metandlico
Isolamento: p.36

Identificacdo: p.81




Resultadosy e Discussio

OAc
OAc
"OAC
OAc
OAc
AcO OAc
AcO OAc
OAc
OAc OAc
AcO
OAc
OAc OAc
HaCOO HsCOCO
OCO% H3COOCE’

HsCOCO ococH
3
OCOCHz 0OCHs
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Peracetato de -D-glicopiranosideo
(NCM19)

Procedéncia: Extrato Metandlico
Isolamento: p.36

Identificacéo: p.81

Peracetato de inositol (NCM1h)
Procedéncia: Extrato Metandlico
Isolamento: p. 36
Identificacéo: p.81

Peracetato de Glicitol (NCM1i)
Procedéncia: Extrato Metandlico
Isolamento: p.36

Identificacéo: p.81

Sacarose peracetilada (NCM2)
Massa = 0,0108g

Procedéncia: Extrato Metandlico
Isolamento: p.36

Identificagao: p.92
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8.2. IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
8.2.1. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA NCH

A substancia NCH apresentou-se na forma de um solido cristalino, solavel em
CH.Cl, e com ponto de fusdo 220-232 °C. A identificacdo estrutural da substancia foi
feita através de analise dos dados espectrais na regido do infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e *3C uni e bidimensional, Cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM) e comparacdo com os dados
encontrados na literatura.

No espectro na regido do infravermelho (Fig. 23, pg. 44) pode-se observar a
presenca do grupamento hidroxila na banda de estiramento axial de OH em ligacéo
de hidrogénio intermolecular, o que caracteriza a absorcédo do carbinol em 3302,13
cm™ e em 3062,96 cm™ o estiramento de CH vinilico e entre 2850 — 2943 cm™ bandas
de estiramento de CH, e CH; de carbono alifatico. Observa-se a banda de
deformacéo axial de C-O de &lcool a 1041,5 cm™. Observa-se também a deformacao
angular e simétrica no plano de CH, e CHzem 1381 cm™ e entre 1454,3 — 1469,7 cm™

e deformac&o angular assimétrica fora do plano de CH, em 879,5 cm™.
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Figura 23. Espectro na regiao de infravermelho de NCH (ATR)
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O espectro de massa apresentou pico do ion molecular a m/z 426 (compativel
com a formula molecular C3oHs00). Também foram observados fragmentos a m/z 411
[(M*) — CH3, m/z 218 [(M*") — C14H230H] e m/z 189 [(M"") — C16H270OH), caracteristicos

de esqueleto lupano (Figura 24, p. 45). O mecanismo de fragmentagao proposto para

a substancia NCH esta descrito na Figura 25, p. 45.

Figura 24. (A) Espectro de massas da substancia NCH a 70 eV.; (B) cromatograma

de gas da substancia NCH
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Agevedo; F. M.
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Figura 25. Proposta de alguns fragmentos de massas para a substancia NCH
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O espectro de RMN de *H (Figura 26. p. 46) revela a presenca de sete sinais
singletos, relativos aos grupos metilas, sendo que um deles em freqiéncia mais alta
Su (1,67) foi atribuido a um grupo metila ligado a um carbono sp® Também foram
observados sinais em 0y 4,63 referentes ao hidrogénio da ligacdo dupla terminal (H-
29). Outro sinal observado é o duplo sinal duplo (dd) centrado em &y 3,18 (J=4 e 12
Hz) referente ao H-3.

A substancia apresentou deslocamentos quimicos nos espectros de RMN de
13C (Fig. 28, p. 47) em d¢ 151,0 ppm e 109,4 ppm, caracteristicos do grupo olefinico
(C-20 e C-29) dos triterpenos lupanos. A comparacdo dos demais sinais com os da

literatura (Mahato & Kundu, 1994) confirmaram a estrutura proposta.
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Figura 26. Espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) da substancia NCH
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Figura 27. Espectro de RMN *H (400MHz, CDCls) (Expansdo da regido entre 4,68 —
3,16 ppm) de NCH
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Figura 28. Espectro de RMN *C da substancia NCH (400 MHz, CDCl5)
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Figura 29. Espectro de RMN **C (400 MHz, CDCls) ( Expansé&o da regi&o entre 55,40-
14,64 ppm) de NCH

No mapa de contorno de correlagdo heteronuclear HMQC (Figura 30, p. 49)
gue traz informac@es da correlacdo entre o hidrogénio diretamente ligado ao carbono
observa-se a correlacédo entre o H-29 (64 4,63) e 0 C-29 (6¢ 109,4) entre o H-3 (&n
3,2) e 0 C-3 (¢ 79,11; referente ao grupamento OH). A presenca dos grupos metilas
pode ser confirmado pela correlagéo do carbono C- 23 (¢ 28,0 ppm) e o hidrogénio a
(6n 1,02 ppm); o carbono C-24 (6¢c 15,4 ppm) e os hidrogénios a (o4 0,75 ppm); o
carbono C-25 (&¢ 16,2 ppm) e os hidrogénios a (64 0,94 ppm); o carbono C-26 (6¢c
16,0 ppm) e os hidrogénios a (64 0,96 ppm); o carbono C-27 (6¢c 14,6 ppm) e 0s
hidrogénios a (64 0,78 ppm); o carbono C-28 (6¢ 18,0 ppm) e os hidrogénios a (o4
0,82); e 0 C-30 (¢ 19,4 ppm) e os hidrogénios a (64 1,67 ppm).
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Figura 30. Mapa de correlacéo heteronuclear * H x 2*C (HMQC) da substancia NCH
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Figura 31. Mapa de correlacéo heteronuclear * H x **C (HMQC) da substancia NCH

(ampliacéo)
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O mapa de contorno de correlagdo heteronuclear HMBC (" Jcy n=2 e n=3),
(Figura 32, p. 50) mostra correlacdes entre o H-29 (64 4,63) e 0 C-19 (8¢ 19,4); o
acoplamento do H-30 (4 1,67) com C-29 (&¢ 109,4) e C-20 (d¢ 151,0).
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Figura 32. Mapa de correlacéo heteronuclear * H x **C (HMBC) da substancia NCH
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Figura 33. Mapa de correlacdo heteronuclear *H x **C (HMBC) da substancia NCH

(ampliacéo).
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Tabela 2: Dados de RMN 'H e 'C (400 MHz, CDCl;) da substancia NCH,
comparados com dados da literatura para o lupeol .

HMQC HMBC
NCH Literatura*

C S¢c SH 2Jen *JcH d¢ SH
4 38,8 38,8

8 40,9 40,7

10 37,2 37,1

14 42,9 3H-25 42,7

17 43,0 42,9

20 151,0 3H-30 150,8

CH

3 79,1 3,2(dd,J=4e12) 3H-23 78,9 3,19

5 55,3 0,67 3H-25 55,2

9 50,5 1,27 50,3

13 38,1 1,24 38,0

18 48,4 1,26 48,2

19 479 1,38 47,9
CH,

1 38,9 1,38 38,6

2 27,5 0,96 27,3

6 18,4 0,82 18,2

7 34,3 1,49 34,2

11 21,0 1,67 20,9

12 25,2 - 25,0

15 275 0,9 27,4

16 35,6 1,38 35,5

21 29,9 1,24 29,8

22 40,0 1,38 39,9

29 1094 4,68(d) J= 4Hz 3H-30 109,3 4,68
CHs

23 28,0 1,02(s) 3H-24 27,9 1,02
24 154 0,75 (s) 15,3 0,76
25 16,2 0,94 (s) 16,1 0,94
26 16,0 0,96 (s) 15,9 0,96
27 14,6 0,78 (s) 14,5 0,78
28 18,0 0,82 (s) 17,9 0,82
30 194 1,67 (s) 19,2 1,67

*Mahato e Kundu (1994)
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Os dados de espectrométricos discutidos acima juntamente com aqueles
descritos na literatura permitem deduzir para a substancia NCH a estrutura do
triterpeno pentaciclico lupeol (Figura. 34).

Figura 34. Estrutura da substancia NCH (lupeol)
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8.2.2. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA NCH1

A substancia NCH1 foi obtida na forma de um solido branco, solivel em
CHCl,, e com ponto de fusdo 266- 284°C. A identificacdo estrutural da substancia foi
feita através de andlise dos dados espectrais de RMN *H e *C uni e bidimensional,
Infravermelho, CG-EM e comparacédo com os dados encontrados na literatura.

A andlise do espectro no infravermelho de NCH1 (Figura 35, p. 53) evidenciou
seu carater alifatico, pela presenca de bandas intensas em 2939,52 e 2866,22 cm™,
atribuidas ao estiramento CH3/CH, de carbono alifatico. A banda larga e de
intensidade forte em 3332,99 cm™, foi atribuida a absorcdo de grupo hidroxila. A
banda intensa em 1454 cm™ foi atribuida & deformac&o angular simétrica no plano de
ligacdo C-H (CH,) (Silverstein et al., 1994).
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Figura 35. Espectro na regido do infravermelho da substancia NCH1 (ATR)

O espectro de massa apresentou pico do ion molecular a m/z 442 (compativel
com a férmula molecular C3yHs5002). Também foram observados fragmentos a m/z
220, 189 e 203 u.m.a. (Figura 36, p. 54). O mecanismo de fragmentacdo proposto

para a substancia NCH1 esta descrito na Figura 37, p. 54.
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Figura 36: (A) Espectro de massas da substancia NCH1 a 70 eV.; (B) cromatograma

de gas da substancia NCHL1.
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Figura 37. Proposta de alguns fragmentos de massas para a substancia NCH1
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No espectro de RMN de *H, (Figura. 38 p.55) destacam-se os sinais: em &y
4,62 referentes ao hidrogénio da ligacdo dupla terminal (H-29); outro sinal
caracteristico € o duplo sinal duplo centrado em &y 3,18 (J=4 e 12 Hz) referente ao H-
3. Dentre os sinais atribuidos aos grupos metila, destaca-se, aquele referente a metila
a 5y 1,68 ppm que esta ligada a carbono sp®. A substancia apresentou deslocamentos
quimicos nos espectros de RMN de **C (Fig. 41, p.57) em 5c150,5 e 109,7 ppm.
Esses deslocamentos observados sugerem que a substadncia NCH1 apresenta o
mesmo esqueleto basico da substancia NCH descrita anteriormente. Entdo, além
desses sinais caracteristicos de esqueleto lupano observa-se também um sinal em &¢
60,62 ppm que foi atribuido a presenca de um grupo hidroxila em carbono primario
no (C-28).
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Figura 38. Espectro de RMN *H da substancia NCH1, 400 MHz, CDCls
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Figura 39. Espectro de RMN *H da substancia NCH1, 400 MHz, CDCl; (ampliagéo da
regiao entre 3,16 — 4,67 ppm).
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Figura 40. Espectro de RMN *H substancia NCH1, 400 MHz, CDCl; (ampliacdo da
regiao entre 2,39 — 0,66 ppm)
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O mapa de contornos de correlacdo heteronuclear HMQC, (Figura. 43, p. 58)
confirma os acoplamentos a uma ligagdo entre os hidrogénios e os carbonos
observou-se os sinais entre o0 H-29 (04 4,62) e 0 C-29 (¢ 109,7), confirmaram-se
também a ligacdo da hidroxila através do acoplamento do H-28 (64 3,3) e 0 C-28 (&¢
60,6), os sinais referentes as metilas e o sinal da hidroxila no C-3 (¢ 79,0) e o0 H-3 (&4
3,18).
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Figura 43. Espectro de RMN *H X **C (HMQC) da substancia NCH1, CDCls
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Figura 44. Espectro de RMN 'H X **C (HMQC) da substancia NCH1, CDCls
(ampliacéo).
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Figura 45. Espectro de RMN *H X '3C (HMQC) da substancia NCH1, CDCls

(ampliagéo).

No mapa de contornos de correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 46, p. 60)
observa-se os sinais do C-19 (&¢ 47,8) acoplando com os hidrogénios H-29 (&4 4,62)
a H-30 (b4 1,67) a trés ligacdes, um sinal no C-29 (d¢c 109,7) referente ao
acoplamento a trés ligacdes com H-30 (64 1,67) e o acoplamento a duas ligacdes do
C-20 (6¢150,5) com o H-30(dy 1,67).
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Figura 46. Espectro de RMN *H X **C (HMBC) da substancia NCH1, CDCl;
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Figura 47. Espectro de RMN 'H X *C (HMBC) da substancia NCH1, CDCl;

(ampliacéo).
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Figura 48. Espectro de RMN 'H X **C (HMBC) da substancia NCH1, CDCls
(ampliagéo).
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Tabela 3. Dados de RMN 'H e '3C (400 MHz, CDCl;) da substancia NCH1

comparados com dados da literatura

HMQC HMBC
NCH1 Literatura*

C 6(; 8H 2JCH 3JCH SC 8H

4 38,7 3H-23 38,8 3,15
8 41,0 40,7

10 37,2 37,1

14 42,8 42,7

17 - 42,9

20 150,5 3H-30 150,8

CH

3 79,0 3,18 (dd, J=4 e 12) 3H-23 78,9 3,19
5 55,3 0,67 3H-23, 3H-25 55,2

9 50,4 1,64 50,3

13 38,7 1,67 3H-25 38,0

18 48,8 1,68 48,2

19 47,8 2,38d (J=4) 2H-29 47,9 2,38
CH,

1 38,9 1,67 38,6

2 27,1 0,96 27,3

6 18,3 1,38 18,2

7 34,3 1,38 34,2

11 20,9 1,67 20,9

12 28,0 0,96 25,0

15 27,4 0,96 27,4

16 34,3 1,38 2H-28 35,5

21 29,8 0,96 29,8

28 60,6 3,33(d,J=12) 2H-22 61,3 3,45
29 109,7 4,67 3H-30,H-19 109,3 4,68
CHs

23 28,0 1,01 (s) 27,9 1,02
24 15,4 0,75 (s) 15,3 0,76
25 16,1 0,94 (s) 16,1 0,94
26 16,0 0,97 (s) 15,9 0,96
27 14,8 0,82 (s) 14,5 0,82
30 19,1 1,67 (s) 2H-29 19,2 1,67

*Mahato e Kundu (1994)
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Os dados de espectrométricos discutidos acima juntamente com aqueles
descritos na literatura permitem deduzir para a substancia NCH1 a estrutura do
triterpeno pentaciclico 28-hidroxilupeol (Figura 49, p. 63).

29
o]
20 /,//

Figura 49. Estrutura da substancia NCH1 (28-Hidroxilupeol)
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8.2.3. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE NCH2

A substancia NCH2 apresentou-se na forma de cristais acilares incolores,
soluvel em CH,Cl,, e com ponto de fusdo 200-203°C. A identificacdo estrutural da
substancia foi feita através de analise dos dados espectrais de RMN *H e **C uni e
bidimensional, CG-EM, infravermelho e comparacdo com os dados encontrados na
literatura. A andlise do espectro no infravermelho de NCH2 (Figura. 50 p. 64)
evidenciou seu carater alifatico, pela presenca de bandas intensas em 2939,52,
291251 e 2854,65 cm?, atribuidas ao estiramento CHs/CH, de carbono alifatico.
Banda na regido de 3070, 67 cm™ de CH vinilico, uma banda intensa em 1454 cm-1
foi atribuida a deformac@o angular simétrica no plano de ligagdo C-H (CH,).
Observou-se também banda intensa em 1728,22 e 1705,07 cm™ o que corresponde a

carbonila de cetona. (Silverstein et al., 1994).

%Transmittance

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber (cm-1)

Figura 50. Espectro na regido de infravermelho da substancia NCH2

O espectro de massa apresentou pico do ion molecular a m/z 424 (compativel
com a férmula molecular C3yH450). Também foram observados fragmentos a m/z 218,
205 e 189 u.m.a. (Figura 51, p. 65). A proposta de fragmentagéo para a substancia

NCH1 esta descrito na Figura 52, p. 65.
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No espectro de RMN de *H (Figura. 53, p. 66) foram observados seis singletos
referentes a hidrogénios metilicos em &y 0,79; 0,93; 0,96; 1,02; 1,07; 1,68 ppm.
Também foi observado um singleto em 1,68 caracteristicos de hidrogénio de metila
ligado a um carbono sp? um dubleto em & 4,63 (d, J = 12,0 Hz). Comparando-se 0s
deslocamentos quimicos observados para a substancia NCH2 com aqueles obtidos
para o lupeol (NCH) e 28-hidroxilupeol (NCH1) verifica-se a auséncia do sinal relativo
a hidrogénio carbindlico na posi¢do 3. Em contrapartida, observa-se no espectro de
RMN *3C uma sinal em alta freqiiéncia a 3¢ 218,2 ppm que foi atribuido a presenca

de carbono carbonilico (Figura. 54, p. 67).
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Figura 53. Espectro de RMN *H da substancia NCH2, 400 MHz, CDCls
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Figura 55. Espectro de RMN **C da substancia NCH2, 100 MHz, CDCls

(ampliacdo da regido entre 14,56 — 55,01 ppm)
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O mapa de contorno de correlacdo heteronuclear HMQC (Figura 56, p. 68)
revela a correlacdo existente entre o carbono C-29 (8¢ 109 ppm) e o hidrogénioo H-29
(©n 4,63 ppm). A presenca dos grupos metilas pode ser confirmado pela correlagédo do
carbono C- 28 (6¢ 18,1 ppm) e o hidrogénio a (64 0,79 ppm); o carbono C-25 (5¢ 16,0
ppm) e os hidrogénios a (64 1,07 ppm); o carbono C-26 (6¢ 15,8 ppm) e o0s
hidrogénios a (64 0,93 ppm); o carbono C-23 (6¢c 27,5 ppm) e os hidrogénios a (o4
1,02 ppm); o carbono C-24 (6c 14,5 ppm) e os hidrogénios a (é4 0,96 ppm) e
finalmente o carbono C-30 (6¢ 19,4 ppm) e os hidrogénios a (64 1,68 ppm).

F1 Chemical Shift (ppm)

8 6 4 2 0
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 56. Espectro de RMN **C-HMQC da substancia NCH2, CDCls
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F1 Chemical Shift (ppm)

25 20 15 10 05
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Figura 57. Espectro de RMN 'H X *3C - (HMQC) da substancia NCH2, CDCl;

(ampliacéo)

No mapa de contorno de correlagdo a longa distancia HMBC (Figura 58, p. 70)
pode-se confirmar a localizacdo do grupo carbonila em C-3 através da correlacdo a
trés ligacOes existente entre o carbono carbonilico C-3 (6¢c 218 ppm) e o sinal dos
hidrogénios da metila C-23 (64 1,02 ppm). Observou-se também a existéncia de
correlacdo entre os hidrogénios da metila C-30 (64 1,68 ppm) com os carbonos C-20
[6c 150,9 (duas ligacdes)], C-29 [6c 109,4 ppm (duas ligagbes) e o carbono C-19 5¢
47,4 ppm (trés ligacdes)]. E pode se observar os sinais referentes as correlagbes das

metilas.
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Figura 58. Espectro de RMN *H X **C (HMBC) da substancia NCH2, CDCl;

% =10

) Z = = =
= D &, F0 =
} E [}
= S
= z
= = c
— 0 e
= -
é ~% 50 &
F 0
Il
% £60

T T T T [ T T T 1T [ T T T T [ T T T T ] :

150 125 1.00 0.75 050

F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 59. Espectro de RMN **C — HMBC da substancia NCH2, CDCl; (ampliacéo)
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Tabela 4. Dados de RMN 'H e 3C (400 MHz, CDCl;) da substancia NCH2

comparados com dados da literatura

HMQC HMBC
NCH2 Literatura*
C 8(: SH 2JCH 3JCH 8(: SH
3 218,2 - 218,1
4 38,2 3H-23 38,8 3,15
8 40,8 40,7
10 36,9 37,1
14 - 42,7
17 42,9 42,9
20 150,9 3H-30 150,8
CH
5 55,0 1,26 3H-23,3H-25 55,2
9 - 50,3
13 38,2 1,67 3H-25 38,0
18 48,3 1,36 48,2
19 47,4 2,38 2H-29 47,9 2,38
CH,
1 - 38,6
2 26,7 1,0 27,3
6 18,1 0,79 18,2
7 34,2 1,43 34,2
11 21,1 1,0 20,9
12 25,2 1,0 25,0
15 27,5 1,0 27,4
16 35,6 1,4 35,5
21 29,9 1,2 29,8
29 109,4 4,69 3H-30 109,3 4,68
CHs
23 27,5 1,02 (s) 27,9 1,02
24 14,5 0,96 (s) 15,3 0,76
25 16,0 1,07 (s) 16,1 0,94
26 15,8 0,93 (s) 15,9 0,96
27 14,5 0,95 (s) 14,5 0,78
28 18,1 0,79 (s) 17,9 0,82
30 19,4 1,68 (s) 2H-29 19,2 1,67

* Mahato e Kundu (1994)
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Os dados de espectrométricos discutidos acima juntamente com aqueles
descritos na literatura permitem deduzir para a substancia NCH2 a estrutura do
triterpeno pentaciclico lupenona (Figura. 60, p.72).

Figura 60. Estrutura da substancia NCH2 (lupenona)
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8.2.4 IDENTIFICACAO DA FRACAO NCHP

A fracdo NCHP apresentou-se na forma de um sélido branco acinzentado
amorfo, solivel em CH,Cl,. A identificacdo estrutural da dos componentes da fracédo
foi feita atravées de andlise dos dados obitidos de CG-EM, infravermelho e
comparacao com os dados encontrados na literatura.

O espectro na regiao do infravermelho da fragdo NCHP (Figura 61, p. 73)
apresentou bandas intensas na regido de 2900 e 2850 cm™ superpostas a uma
absorcdo larga entre 3500-2800 cm™, compativeis, respectivamente, com
estiramentos de grupos CH e OH. Absorcéo adicional em 1705 cm™, caracterizou a

presenca de carboxila tipica de uma mistura de acidos graxo (Silverstein et al., 1994).
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Figura 61. Espectro na regido do infravermelho da substancia NCHP

Através de analise em cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massa a substancia NCHP foi identificada, baseada nos tempos de retencdo e
comparacdo com a biblioteca (NIST) equipamento, como sendo uma mistura de
ésteres meétilicos: metil éster do acido docosanodico (5,30%), metil éster do acido
tetracosanoico (28,73%) e metil Ester do acido hexacosanoico (19,45%) (Tabela 5, p.
75).

O pico do ion molecular de um éster metilico de um &cido alifatico linear pode
ser em geral observado (Figura 62, p. 74). O fragmento mais caracteristico desses
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ésteres é devido ao rearranjo tipo McLafferty e a quebra de uma ligacdo afastada do

grupo C=0. Assim, um éster metilico de um é&cido alifatico ndo ramificado no carbono

o d&4 um pico intenso a m/z 74 que é o pico base nos ésteres metilicos lineares

(Silverstein et al., 1991). Na Figura 63, p. 75 apresenta-se 0s principais fragmentos

relativo a mistura de ésteres metilicos NCHP.
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Figura 62. Espectros de massas da mistura de ésteres metilicos
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Tabela 5. Mistura de ésteres metilicos encontrados na fracdo NCHP

Pico m/z Substancia Formula
molecular

1 354 i

/\W”\ / C23H4602
17 9)

2 382 i Ca5H5002
/\W \o/

3 410 " C27Hs540,

/\W"\o/

Legenda: 1- Metil éster do acido docosandico, 2 - Metil éster do &cido tetracosandico, 3 -
Metil Ester do acido hexacosanoico

_‘ .
O, (e}
Ho \CH3
(NG
n Wﬁerty
CH3
.
HO (e}
C T
CH,
H2C® O_CH3
ml/z = 87 m/z =74

Figura 63. Fragmentos tipicos de ésteres metilicos de acidos carboxilicos de cadeia

longa.
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8.2.5 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA NCA1

A substancia NCA1 apresentou-se na forma de um solido amarelo, soluvel em
metanol. A identificagdo estrutural da substancia foi feita através de andlise dos
dados espectrais de RMN 'H e **C, CG-EM, infravermelho e comparacdo com os
dados encontrados na literatura.

O espectro na regido de infravermelho (Figura 64, p. 76) revelou bandas de
absorcdo de deformacdo axial de O-H na regido de 3317 cm™. Observam-se também
bandas caracteristicas de deformacao angular das ligacbes CH de anel benzénico na
regido de 1261 cm™. Estiramentos de CH, e CHs na regido de 2848 — 2918 cm™.

Na regido de 1612 cm™ observa-se uma banda que foi atribuida a estiramento

da carbonila.
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Figura 64. Espectro na regiao de infravermelho de NCA1

O espectro de RMN de 'H (Figura 65 p. 77) confirmou a presenca de
hidrogénios ligados a anel aromético pela presenca de sinais na regido compreendida
entre &y 7,0 — 8,0 ppm. O espectro de RMN *H apresentou o sinal em &y 8,07, atribuido
a H-4; d4 7,2 atribuido a H-5 e H-6; &4 7,4 atribuido a H-7 e &y 7,94 atribuido a H-2.

Os sinais dos carbonos metinicos foram observados no espectro de RMN *C
(Figura 66 p. 77) a ¢ 120,7 (C-4), 8¢ 121,0 (C-5) e &¢ 111,5 (C-7), 6¢ 131,9 (C-2) e 0s
guaternarios a 6¢ 136,8 (C-7a) e 6¢ 122,2 (C-3a).
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Figura 66. Espectro de RMN **C da substancia NCA1, 100 MHz, MeOH-d4
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Figura 67. Espectro de RMN 3C da substancia NCA1l, 100 MHz, MeOH-d4
(ampliacdo da regido entre 111,5 — 136,8 ppm).

Na analise do espectro obtido por cromatografia gasosa acoplada ao massas
(CG/EM) (Figura 68, p.78) foi possivel identificar o pico do ion molecular em m/z =
161 ( compativel para molécula com um atomo de nitrogénio) e alguns fragmentos
caracteristicos como o do cation arénio m/z= 144. Os fragmentos a m/z = 116 (perda
de CO) e m/z = 89 (perda de HCN) confirmam a presenca do grupamento carbonilico

nao observado no espectro de RMN, (Figura 69, p.79).

17 13 203 234 248 EER
. i ey e e e oy

o0

Figura 68. Espectro de massas 70 eV de NCAl
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Figura 69. Proposta de alguns fragmentos de massas para a substancia NCA1

Tabela 6. Dados de RMN 'H e '3C (400 MHz, CDCl;) da substancia NCA1

comparados com dados da literatura

NCA1l
C d¢c
3 -
3a 122,2
7a 136,8
8 -
CH
2 1319
4 120,7
5 121,0
6 122,2
7 111,5

*Hagemeier et al., (2001)

On

7,9
8,0
7,2
7,2
7,4

Literatura*
dc
108,7

127,6
138,2

133,4
122,0
122,4
123,6
112,9

On

7,9 (s)

8,1(dd, J=7,7e 1,3)
7,2 (ddd, J=7,7;7,7e1,3)
7,2(ddd, J=7,7;7,7e1,3)

7,4 (dd, J=7,7 e 1,3)
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Com base nesses dados espectrométricos discutidos acima juntamente com
aqueles descritos na literatura permitem deduzir para a substancia NCA1 a estrutura
do &cido-3indol carboxilico. (Figura. 70, p. 80).

Figura 70. Estrutura da substancia NCA1 (acido-3-indol carboxilico)

Dentre as atividades biolégicas descritas para o acido-3-indol carboxilico, as
mais importantes sdo a antiinflamatoria e antipirética, sendo utilizado no tratamento
da artrite e desordens dermatologicas (Shen, 1967). Além disso, este alcalbide é
matéria prima para a preparacdo de inumeros derivados apresentando atividade
biolégica, tais como ésteres ativos contra virus da hepatite e influenza A (Vasil'evich
et al., 2009).

Segundo (Popov, 1979) o acido 3-indol-3-carboxilico apresenta atividade
aleloquimica similar aquela apresentada pelo acido indol-3-acético sobre o
crescimento de coleoptilos (primeira porcdo de planta que aparece a superficie do

solo) obtidos a partir de 5 cultivares de trigo.
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8.2.6. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS COMPONENTES MAJORITARIOS DA
FRACAO NCM1 DO EXTRATO METANOLICO

A fracdo NCML1 foi obtida a partir da acetilacdo de uma aliquota do extrato

metanolico. NCM1 apresentou-se com um solido gelatinoso incolor, solivel em

cloroférmio. A identificacdo dos componentes da fracao (Tabela 7, p.81; Figura 71, p.

82), em mistura, foi feita através de analise dos dados obtidos do CG-EM
(substancias NCM1a, NCM1b, NCM1lc, NCM1d, NCMle, NCM1f, NCM1g, NCM1h e

NCM1i), junto com os dados espectrais de RMN *H e *C e comparacdo com os

dados encontrados na literatura (substancias NCM1c e NCML1i).

Tabela 7. Principais picos observados no espectro de massa da fracdo NCM1 do

extrato metandlico de Newtonia contorta

Pico* tg** Substancia PM %
1 14,83 triacetato de glicerol (NCM1a) 218 1,42
2 21,83 tetra acetato de butanol (NCM1b) 290 8,38
3 22,19 nd - 2,28
4 27,20 nd - 2,38
5 27,65 peracetato de iditol (NCM1c) 434 37,36
6 27,84 peracetato de a-D-manopiranosideo (NCM1d) 390 6,03
7 28,99 nd - 0,92
8 29,73 etil-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo 0,52

(NCM1e)
9 30,36 peracetato de B-D-sorbose (NCM1f) 390 0,92
10 30,51 nd - 2.27
11 30,67 peracetato de B-D-glicopiranosideo (NCM1g) 390 2,61
12 30,79 nd - 2,66
13 31,52 peracetato de inositol (NCM1h) 432 1,00
14 32,16 peracetato de glicitol (NCM1i) 434 31,34

*Pico: ver Figura 71; **tg = tempo de retencdo em minutos; nd = n&o identificado
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Figura 71. Principais componentes identificados na fragdo NCM1 do extrato

metanolico de N. contorta
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Figura 73. componentes majoritarios da fragdo NCM1 do extrato metandlico de N.

contorta.

A presenca dos componentes majoritarios da fracdo NCM1 do extrato
metandlico de N. contorta, peracetato de iditol (NCM1c) e peracetato de glicitol
(NCM1i), pode ser evidenciada através da andlise dos dados espectrais de RMN de
'H (400 MHz, CDCls) da fracdo NCM1 onde verifica-se a presenca de sinais intensos

caracteristicos de hidrogénios metilicos de carbonos ligados a oxigénio na regido de

on (2,04 - 2,13 ppm) atribuidos aos hidrogénios das metilas do grupo acetil
(-OCOCH3); sinais em &y (4,0 a 4,3 ppm) atribuidos aos hidrogénios metilénicos
(-CH>OAC); sinais na regidao de &y (4,30 a 5,48 ppm) atribuidos aos hidrogénios

metinicos (-CHO-OACc) (Figura 74, p. 84)
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O espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCl;) (Figura 78, p.86) da fracéo
NCM1 apresentou sinais na regiao de dc (170,5 — 169,6 ppm) confirmando entdo a
presenca dos carbonos carbonilicos (-O-COCHj3); sinais entre &c¢ (20,5 — 20,8 ppm)
relativos as metilas do grupo acetil (-O-CO-CH3); sinais em &¢ (61,7 e 61,8 ) relativos
aos grupos metilénicos (-CH,OAc) e também os sinais caracteristicos dos carbonos
metinicos (-CHOAC) a 8¢ (64,7; 68,0; 69,1 e 69,3 ppm). O espectros RMN*3C- APT
(Figura 81, p. 88) e RMN*C-DEPT (Figura 83, p.89) auxiliaram na confirmacdo dos
dados acima que juntamente com o espectro de RMN'H corroboram que alditdis

estavam acetilados (Figura 74, p. 84).

12 [rel]

77.3704

200 150 100 50 0 [ppm]

Figura 78. Espectro de RMN*3C da fragdo NCM1 (100 MHz, CDCF®)
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Figura 83. Espectro de RMN **C - DEPT (100 Hz, CDCls) da fracdo NCM1

Nas Figuras (84 - 87 p. 89 - 91) apresentam-se os fragmentogramas e
provaveis fragmentos de massa para as substancias NCM1c e NCML1i.
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Figura 84. Fragmentograma de massa do peracetato de iditol (NCM1c)
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Figura 85. Proposta de alguns fragmentos de massas para o peracetato de iditol
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Figura 86. Fragmentograma de massa do peracetato de glicitol (NCM1i)
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Figura 87. Proposta de alguns fragmentos de massas para o peracetato de glicitol
(NCMLi)

Através dos dados espectrais acima foi possivel entdo identificar a presenca
dos alditéis NCM1c e NCM1i na mistura, porém através dos espectros de RMN néo
foi possivel a atribuicdo do deslocamento quimico de cada carbono da molécula. Para
tal, h4 necessidade de utilizacdo de técnicas de RMN a duas dimensdes (COSY,
HMQC, HSQC, HMBC) e também o experimento de TOCSY 1D que possibilitaria

atribuir inequivocamente cada hidrogénio a sua respectiva molécula.



Resultados e Discussiio Azevedo; F. M.

8.2.7. IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA NCM2

A substancia NCM2 apresentou-se na de um sélido gelatinoso incolor, soltvel
em cloroférmio, e com ponto de fusdo 120°C. A identificagéo estrutural da substancia
foi feita através de andlise dos dados espectrais de RMN *H e *3C unidimensional,
infravermelho e comparagdo com os dados encontrados na literatura.

O espectro na regidao de infravermelho (Figura. 88 p. 92) mostra uma banda
intensa de absorcdo de C=0 na regi&io de 1772,6 cm™ caracteristico de carbonila de
éster. Vibracdes de deformacdo axial de C-O de ésteres que na verdade sdo duas
ligacbes assimetrias acopladas: C-C(=0)-O e O-C-C, a primeira sendo a mais
importante, apresentando-se como uma banda intensa em 1273,7 cm™. Os sinais em
2970, 1442 e 1390 cm™ indicam a presenca de grupos metilicos na molécula.
(Silverstein et al., 1994).
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Figura 88. Espectro na regido de infravermelho de NCM2

A substancia NCM2 foi identificada como sacarose na forma de seu derivado
peracetilado, seu espectro de RMN 'H (Figura 89 p. 93) apresentou absorcdes
referentes ao H-1(hidrogénio anomérico) em &y 5,6 (d), ao hidrogénio H-2 em &4 4,8
(dd), ao H-4 &4 5,05, ao H-5 6y 4,2 e ao H-6 64 4,2, todos atribuidos ao residuo de
glicose; as metilas dos grupos acetila mostraram absorc¢des caracteristicas entre oy

2,02 e 2,19.
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No espectro de *3C (Figura 92, p. 95), os sinais entre 8¢ 20,7 e 20,8 e os sinais
entre 8¢ 169,7 e 170,0 foram atribuidos aos grupos acetilas (CH; e C=0),
respectivamente. Os sinais atribuidos aos carbonos do residuo de frutose foram
localizados a 8¢ 104,0 (CH, C-2); 75,7 (CH, C-3); 75,0 (CH, C-4); 70,0 (CH, C-5); 63,7
(CH,, C-6), sendo o C-2 atribuido ao carbono anomérico da frutose envolvido na
ligacdo glicosidica entre os dois agucares. Os sinais atribuidos aos hidrogénios do
residuo de frutose foram localizados H-1 em oy 4,15; H-3 em &y 5,4; H-4 em 5,3; H-5
em oy 4,2 e H-6 em 84 4,2.

Para o residuo de glicose foram atribuidas as seguintes absorcdes
caracteristicas 8¢ 61,8 (CH,, C-6), 8¢ 68,6 (CH, C-5), 8¢ 68,2 (CH, C-4), ¢ 69,7 (CH,
C-3), 6c 70,3 (CH, C-2), dc 89,8 (CH, C-1) sendo este ultimo referente ao carbono

anomeérico da glicose.
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Figura 89. Espectro de RMN *H da substancia NCM2, 400 MHz, CDCls
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Figura 90. Espectro de RMN *H da substancia NCM2, 400 MHz, CDCl; (ampliacéo da
regiao entre 3,4 — 5,67 ppm)
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Tabela 8. Dados de RMN *H (400 MHz, CDCls) da substancia NCM2 comparados
com dados da literatura para a sacarose octaacetilada.

NCM2 Literatura *
Hidrogénio Sy OAc (CHs) Sh OAc (CHy)
G1 5,6 (d, J=4) - 5,69 -
G2 4,8 2,09 4,87 2,10
G3 5,44 2,02 5,44 2,02
G4 5,05 2,05 5,08 2,05
G5 4,2 - 4,28 -
G6 4,15; 4,29 2,09 4,14; 2,10
F1 4,15 2,15 4,28 2,12
F2 - - 4,17 -
F3 5,42 2,19 - 2,18
F4 5,36 2,09 5,47 2,11
F5 4,21 - 5,36 -
F6 4,2 2,15 421 2,12
4,35;
4,29

*Nishida (2005); Binkley et al ., (1969).

Tabela 9. Dados de RMN *3C (400 MHz, CDCls) da substancia NCM2 comparados

com dados da literatura para a sacarose octaacetilada.

NCM2 Literatura *

Hidrogénio d¢ C=0 CH; d¢ Cc=0 CHs
G1 90,00 - - 89,93 - -
G2 70,3 170,01 20,7 70,26 170,07 20,64
G3 69,7 170,01 20,7 69,61 170,01 20,66
G4 68,2 169,7 20,7 68,17 169,05 20,61
G5 68,6 - - 68,50 - -
G6 61,83 170,7 - 61,75 170,66 20,58
F1 62,97 - 20,7 62,85 170,09 20,69
F2 104,06 - - 104,02 - -
F3 75,76 169,7 - 75,68 169,65 20,56
F4 75,05 169,7 20,8 74,98 169,88 20,72
F5 70,03 - 20,8 70,14 - -
F6 63,7 170,2 20,7 63,63 170,46 20,63

+Nishida (2005); Binkley et al ., (1969).
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Com os dados dos espectros de '*H e **C pode-se constatar que a substancia
NCM2, tratava-se de um carboidrato, pois todos os deslocamentos quimicos se
encontravam na regido caracteristica de atomo de carbono quimicamente ligado a
atomo de oxigénio.

A confirmacdo destas atribuicbes discutidas acima se deu através de
comparacao dos dados descritos na literatura e permitem deduzir para a substancia

NCM2 a estrutura da sacarose peracetilada (Figura. 94, p. 97).

OCOCH3

Figura 94: Estrutura da substancia NCM2 (dissacarideo sacarose peracetilada)
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8.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Substéncias antioxidantes desempenham um papel importante na saude
através de seus efeitos na modulacdo dos processos oxidativos que ocorrem no
organismo. A formacéo de espécies reativas de oxigénio e subseqiiente oxidacédo de
moléculas biolégicas constituem um mecanismo de dano tecidual presente em varios
processos patoloégicos como inflamacdo, derrame, infarto do miocardio,
arteriosclerose, doenca de Alzheimer e Parkinson e em alguns tipos de céancer

(http://www.iupac.org/publications/cd/medicinal_chemistry).

Os ensaios antioxidantes hoje disponiveis podem ser classificados em duas
categorias: ensaios baseados em estudos de cinética quimica, também denominados
de métodos diretos e ensaios mediados pela transferéncia de elétrons, também

denominados de métodos indiretos (Huang et al, 2005)

8.3.1. METODOS DIRETOS

Este sistema caracteriza-se pela presenca de uma competicdo entre uma
sonda oxidavel e o antioxidante pelos radicais gerados por uma fonte de radicais
livres (Roginsk, 2005). Como substratos para oxidacao podem ser utilizados lipidios
individuais, misturas lipidicas, proteinas, DNA (acido desoxirribonucléico), ou lipidios
contendo espécies bioldgicas revelantes como plasmas sanguineos membranas
biolégicas, etc. A peroxidacao lipidica apresenta-se como sendo mais conveniente
neste propdsito sendo um dos motivos a cinética da lipoperoxidacdo ja estar bem
estudada teorica e experimentalmente (Barclay & Vinquist, 2003).

Um exemplo de método direto é o ensaio de redugdo do B-caroteno, que se
baseia na capacidade de uma amostra contendo substéncias antioxidantes em

retardar a oxidagao do B-caroteno na presenca de luz. (Pratt & Miller, 1984).


http://www.iupac.org/publications/cd/medicinal_chemistry
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8.3.2. METODOS INDIRETOS

Em ensaios indiretos o processo € caracterizado por uma reacdo de oOxi-
reducdo entre o oxidante (geralmente uma sonda para monitorar a reacao) e 0
antioxidante. Estdo baseados na seguinte reacao de transferéncia de elétrons.

Sonda (oxidante) + é (do antioxidante) — sonda reduzida + antioxidante oxidado.

A sonda ao ser reduzida pelo antioxidante sofre mudancas colorimétricas. A
intensidade da mudanca de cor é proporcional a atividade deste antioxidante ou a

concentragdo do mesmo (Benzie & Straing, 1999).

8.3.2.1. REDUCAO DO RADICAL 1,1- DIFENIL-2-PICRILIDRAZILA (DPPH)

Como exemplo de método indireto pode citar a reducao do radical livre DPPH,
que se baseia em um ensaio qualitativo e quantitativo do grau da atividade
antioxidante e na habilidade das substancias de agirem como sequestradoras de

radicais livres.

« PRINCIPIO

O DPPH é um radical livre estavel a temperatura ambiente que produz uma
solucao violeta em etanol. Devido ao seu elétron impar, a solu¢cédo etandlica de DPPH
exibe uma forte banda de absorcdo na faixa de 515 - 518 nm. Em contato com um
potencial antioxidante, o DPPH é reduzido.

Estudos recentes demonstram que a interagdo de um potencial antioxidante
com DPPH depende da conformacgéo estrutural da molécula analisada, (Mensor et al,
2001).

8.3.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

No ensaio realizado no Setor de Quimica de Produtos Naturais LCQUI -UENF,
uma solucdo estoque dos extratos analisados foi preparada dissolvendo-se 10 mg de
cada extrato em 10 mL de EtOH. A partir dessa solugcao seréo preparadas solucdes de
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concentracOes diferentes (25, 50, 125 e 250 pg/mL). Um esquema simplificado do

procedimento experimental encontra-se na Figura 95, p.100.

A andlise foi realizada reagindo-se 1 mL de uma solucéo etandlica de DPPH
(0,3 mM) com 2,5 mL de cada concentracao. Apés 30 minutos, sera feita a leitura em

um espectrofotbmetro a 518 nm. As analises foram realizadas em triplicata.

Os valores das absorbancias obtidas foram convertidos para porcentagem de

Atividade Antioxidante (AA%) usando a seguinte formula:

[ AA%= 100 — { [(AbSamostra — ADSbranco) X 100]/ AbScontrole negativo} }

O controle positivo foi feito utilizando o flavondide rutina através do mesmo
procedimento utilizado para os extratos brutos.

O controle negativo foi realizado com 1mL de solucdo de DPPH e 2,5 mL de
etanol. A leitura do branco foi feita com 2,5 mL de solugéo das concentracdes dos

extratos brutos adicionado de 1 mL de etanol.
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Figura 95. Procedimento Experimental da Analise Quantitativa Antioxidante
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8.3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos na avaliagcdo da atividade antioxidante estdo resumidos
na Tabela 10 e na Figura 96. A analise desses resultados mostra que o extrato em

acetato de etila foi o que apresentou a maior porcentagem de atividade antioxidante

entre os extratos testados.

Tabela 10. Porcentagem de Atividade Antioxidante versus concentragao dos extratos

brutos do caule de Newtonia contorta

Extrato Concentracao (ng/mL)

Acetato de etila
25
50
125
250
Metanol
25
50
125
250
Rutina
25
50
125
250

Agevedo; F. M.

AA%

8,76
9,12
9,25
16,55

5,47
6,69
8,39
9,85

15,94
16,55
16,67
20,92



Resultados e Discussiio Azevedo; F. M.

25

20

15
10 m Acetato de Etila
m Metanol
° Rutina
25 50 125 250

Concentracao pg/l

% de Atividade Antioxidante

Figura 96. Gréfico da porcentagem de AA versus concentragdo dos extratos do caule
da espécie N. contorta.

Embora o grande numero de trabalhos encontrados na literatura sobre
atividade antioxidante esteja relacionado a presenca de substancias fendlicas devido
a presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs). E sabido que substancias
nitrogenadas também podem apresentar tal atividade devido a espécies reativas de
nitrogénio (ERNs). No presente trabalho ndo foi possivel a identificacdo de
substancias fendlicas nos extratos analisados. Porém como o extrato que apresentou
maior AA (extrato em AcOEt) foi aquele onde foi isolado o acido 3-indol carboxilico,
podemos sugerir que este esteja relacionado com a AA do extrato.

Indéis fazem parte de uma ampla familia de substancias presentes em
microrganismos, plantas e animais. Elas estdo relacionadas principalmente ao
metabolismo do triptofano, e apresentam particularidades que dependem de suas
estruturas quimicas. Os membros mais importantes da familia sdo os horménios
vegetais, o acido indol-3-acético, e a melatonina, horménio presente em animais. Uma
caracteristica importante de algumas substancias inddlicas é que elas podem ser
Uteis como agentes quimicos preventivos contra doengas como 0 cancer, o stress
oxidativo, etc. Por este motivo, a possivel atividade antioxidante (atividade

sequestradora de radicais livres) do indois tem sido estudada.
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Cano e colaboradores, (2003), comparam a atividade antioxidante hidrofilica e
lipofilica de alguns inddis derivados de plantas (Figura. 97, p. 103), em diferentes
valores de pH. E o0 que se observa é que, durante a oxidacdo de compostos indélicos
um elétron € removido do atomo de nitrogénio do pirrol, gerando um cation radical,
devido a esta capacidade do anel pirrol a atividade antioxidante das substancias

inddlicas 3-substituidas € afetada pelos grupos funcionais presentes na molécula.

@U/\COOH @U/\OH
N
N
N H
acido-3-indol acético Indol-3-metanol ou Indolcarbinol
COOH
i : NS : N _OH
N
H N
H
acido 3- indol propidnico Indol-3-etanol
CHO
@U/\/\COOH
N i :N:
H
acido-3-indol butirico Indol-3-aldeido
: _COOH
N
H
acido-3-indol carboxilico Triptofano

Figura 97. Estrutura quimica de compostos indolicos
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Com base no que foi exposto na Figura 97 sugere-se 0 mecanismo para a
provavel interacédo do acido-3-indol carboxilico e o DDPH (Figura 98, p. 104).
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Figura 98. Provavel mecanismo de interacdo do acido-3-indol carboxilico e o DPPH.
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8.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA:

8.4.1. BIOENSAIO DA LETALIDADE CONTRA LARVAS DE ARTEMIA SALINA
LEACH:

Artemia salina (larva de camardo de agua salgada) é comumente utilizado
como alimento para peixes. A praticidade e simplicidade que envolve o bioensaio
favorecem sua utilizacdo sistematica dentro de um laboratério de pesquisa, pois a
técnica tem a vantagem de apresentar baixo custo, rapidez e ndo exigir técnicas
assepticas (Meyer et al., 1982). O bioensaio € caracterizado por ser uma forma
simples de determinar a DLsy (ug/mL) para substancias puras, extratos brutos e
fracbes (McLaughlin et al., 1995).

Artemia salina € um crustaceo da classe Anostracea, que vive em aguas salinas
e salobras de todo o mundo. Possuem quatro estagios de desenvolvimento (ovo,
nauplio, metanauplio 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 dispersao e
a perpetuacao dessa espécie.

Essas “alternativas” ou modos de reproducdo se referem a oviparidade,
viviparidade, partenogénese e encistamento (diapausa), quando as condi¢oes
ambientais sdo improprias. Os individuos adultos apresentam notavel dimorfismo
sexual e, em condi¢cdes adequadas, é possivel eclodir simultaneamente as larvas em
cultura. O custo da implantacdo e manutencao da cultura de Artemia salina é muito
baixo, o que faz desta, um excelente modelo experimental, utilizado nas mais diversas
areas da biologia. Artemia salina € amplamente conhecida como indicador de
toxicidade em um bioensaio (Brine Shrimp Test), utilizando-se a Concentracdo Letal
Média (CLso) como parametro de avaliacdo da atividade biol6gica (Lopes et al., 2005)

O teste baseia-se no principio da toxicidade que as substancias ativas
apresentam em altas doses. Deste modo, a mortalidade in vivo de organismo de
maior simplicidade na escala zooldgica pode indicar a atividade substancias
presentes nos extratos brutos. A literatura relata alguns trabalhos relacionando a
toxicidade sobre as larvas de A. salina com atividades, tais como: antifingica,
viruscida, antimicrobiana, parasiticida e tripanossomocidas (Siqueira et al., 1998) e

também com células cancerosas do tipo P-388 (Meyer et al., 1982).
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Segundo McLaughlin, valores de DLsy < 1000 ug/mL séo considerados ativos
para extratos brutos e < 30 ug/mL, muito ativos para substancias puras.

O dnico parametro envolvido no ensaio é a morte ou vida dos croscrustacios
em contato com o material analisado e os dados obtidos s&o facilmente tratados

estatisticamente (Cavalcante et al., 2000).

8.4.2. MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS

« Agua destilada;

« Agua do mar artificial [NaCl (24,0 mg), CaCl,.2H,0 (1,50 mg), KBr (0,10 mg),
KCI (0,70 mg), Na,SO, (4,00 mg), NaHCO3 (0,20 mg) e MgCIl.6H,0 (11,0 mg)],
2L,

« DMSO;

« Baldes volumétricos (5,00 e 1000 mL);

« Béqueres;

*  KyCr,07 (50,0 mg);

« Larvas de Artemia salina;

* Luminaria de lampada fria;

* Mini-aquario de acrilico (5,0 X 7,5 X14,0 cm);

* Pipeta automatica (10 - 100 yL) Labmate;

* Pipeta Pasteur;

* Tubos de ensaio;

8.4.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As analises foram realizadas no Setor de Quimica de Produtos Naturais
LCQUI-UENF.

Na analise foram utilizados 50 mg de cada extrato diluido em um volume de 5
mL no seguinte sistema de solventes: [H,O:DMSO (3:2)], formando solu¢des estoque
de 10 mg/mL.

Em tubos de ensaio foram adicionadas aliquotas de: 50, 100, 200, 300 e 500
WL as quais foram diluidas com agua do mar artificial até atingir um volume final de 5
mL As concentracdes finais foram de: 100, 200, 400, 600 e 1000 pg/mL.
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Para realizacdo do teste 24 os ovos de A. salina foram previamente colocados
para eclodir em 4gua do mar artificial a temperatura ambiente, por um periodo de 48
horas e em um mini-aquério dividido ao meio por uma peneira fina. Uma das partes
do aquatrio foi iluminada com uma lampada fria enquanto que a outra foi coberta para
gue nao recebesse iluminagcdo, conforme esquematizado na Figura. 99, p. 107. Os
ovos foram colocados na parte sem iluminacdo e ao eclodirem ocorre migragao
através da peneira para a parte iluminada, devido ao fototropismo positivo dos
nauplios. Entdo, apds a eclosdo 15 larvas foram colocadas em cada tubo de ensaio
contendo a agua do mar artificial e a amostra a ser analisada. Apés 24 horas de
incubacdo em contato com o0s extratos e sob iluminagdo artificial e temperatura
ambiente, o nimero de individuos mortos e vivos foi contabilizada. A quantificacdo
dos resultados foi realizada através do programa Finey Probit que permite calcular a
DLso (ug/mL), isto €, a dose letal para 50% da populagéo de crustaceos presentes nos
tubos nas concentracdes acima definidas.

Como controle positivo foi utilizado uma solucdo de dicromato de potassio
(K2Cr207), nas mesmas concentragbes das amostras e como controle negativo foi

utilizado a mistura de solventes H,O:DMSO (3:2) sem 0s extratos.

Concentracdo dos
extratos brutos

15 (arvas de A.
salina

—

Solugdo de dgua
do mar artificial 100 200 400 6oo 1000Ug/ /ML

Figura 99. Esquema do procedimento experimental para avaliagéo da atividade

citotoxica.
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8.4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados pelos extratos brutos de N. contorta no ensaio da
letalidade frente a larvas de A. salina estao ilustrados na Tabela 11, p.108, onde pode
se observar que todos os extratos com excec¢ao do diclorometano foram ativos. Sendo
que nao foi possivel medir a DLsp do extrato em acetato de etila na concentracéo
utilizada para os outros extratos, pois todas as larvas contadas estavam mortas entéo
foi realizado um novo ensaio com a metade da concentracdo onde entdo se pode
calcular a DLsy.

Segundo McLaughlin, valores de DLsy < 10° pg/mL s&o considerados ativos
para extratos brutos. Os resultados obtidos apontam os extratos em metanol/agua,
hexano e acetato de etila respectivamente como 0s que apresentaram melhor
atividade. Sendo que o acetato de etila foi o0 que na concentracdo utilizada para os
outros extratos, matou todos os individuos, apresentando assim uma maior atividade.

Nas Tabela 11, p.108 e 12, p.109, apresentam-se a porcentagem de
individuos mortos apos 24 horas e a DLsg verificada para os extratos brutos de N.
contorta.

Tabela 11. Porcentagem de mortos apos 24 horas e valores de DLsy dos extratos de

Newtonia contorta.

NCH 0 0 4,65 6,52 45,7 565,3749 454,6085-
892,9058

NCD 0 0 4,87 13,16 85,7 >1000

NCAE 227 6.25 2,17 0 75.0 551,0021 832,3124-
1102,42

NCM 4,25 4,34 513 25,0 41,6 758,7964 468,0455-
2241,872

NCMH 2,17 9,09 12,5 46,5 83,8 310,5002 251,3459-
411,7052
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Legenda: NCH — N. contorta- hexano, NCD — N.a contorta- diclorometano, NCAE — N. contorta-

Acetato de etila, NCM — N. contorta- metanol, NCMH — N. contorta- Metanol/agua

Tabela 12. Valores de DLsgg dos extratos de N. contorta

Extratos DLso pg/mL
Hexano 565,3749
Diclorometano >1000
Acetato de Etila 551,0021
Metanol 758,7964

Metanol/agua 310,5002
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9. CONCLUSOES

A avaliacéo fitoquimica dos extratos do caule de Newtonia contorta resultou na
identificacdo de trés triterpenos NCH (lupeol), NCH1 (28-hidroxilupeol), NCH2
(lupenona), uma mistura de ésteres metilicos NCHP (Metil éster do &cido
docosandico, Metil éster do 4&cido tetracosandico, Metil Ester do acido
hexacosanoico), que foi isolado do extrato em hexano, um alcal6ide NCA1 (4cido-3-
indol carboxilico) isolado do extrato em acetato de etila, uma mistura de alditois
(peracetato de iditol NCM1c e peracetato de glicitol NCML1i), as substancias triacetato
de glicerol NCMla, tetra acetato de butanol NCM1lb, peracetato de a-D-
manopiranosideo (NCM1d), etil-tetra-O-acetil-B-D-glicopiranosideo NCMle,
peracetato de B-D-sorbose NCML1f, peracetato de B-D-glicopiranosideo NCMlg,
peracetato de inositol NCM1h e o dissacarideo NCM2 (sacarose peracetilada)
isolados do extrato em metanol.

A revisao bibliografica da espécie mostrou que o caule de N. contorta ndo havia
sido estudado fitoquimicamente até o momento. Deste modo, o presente trabalho
contribui para o conhecimento da composicdo quimica da espécie N. contorta, e
também como ferramenta para um futuro estudo biolégico mais especifico, pois 0
extrato em acetato de etila apresentou uma resposta positiva frente ao teste de
citotoxicidade, contra A. salina Leach e em comparagdo com o0s extratos testados
frente ao radical livre DPPH. Vale ressaltar que foi desse extrato que o acido-3-indol
carboxilico foi isolado.
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10. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

Lupeol (NCH)

Formula molecular: CzoHs00

Peso molecular: 426 u.m.a

Ponto de fus&o: 220 - 232 °C

Aspecto: Sélido branco cristalino

Solubilidade: Cloroformio

Espectrometria de RMN *H (400 MHz, CDCls): & (3,2, dd, J= 4 e 12; H-3); (0,67; H-
5); (0,8; H-6); (1,4; H-7); (1,27; H-9); (1,6; H-11); (1,24; H-13); (0,9; H-15); (1,38; H-
16); (1,26; H-18); (1,38; H-19); (1,24; H-21); (1,38; H-22); (1,02 s, H-23); (0,75, s, H-
24); (0,95, s, H-25); (0,82, s, H-28); (4,68, d, J=4, H-29); (1,67, s, H-30).
Espectrometria de RMN **C (100 MHz, CDCls): d (38,9; C-1); (27,5; C-2); (79,1; C-
3); (38,8; C-4); (55,3; C-5); (18,4; C-6); (34,3; C-7); (40,9; C-8); (50,5; C-9); (37,2; C-
10); (21,0; C-11); (25,2; C-12); (38,1; C-13); (42,9; C-14); (27,5; C-15); (35,6; C-16);
(43,0; C-17); (48,4; C-18); (47,9; C-19); (151,0; C-20); (29,9; C-21); (40,0; C-22);
(28,0; C-23); (15,4; C-24); (16,2; C-25); (16,0; C-26); (14,6; C-27); (18,0; C-28);
(109,4; C-29); (19,4; C-30).

Espectrometria de infravermelho (cm™): 3302,13; 2943; 2850; 1469,7; 1454,3;
1381; 1041; 879,5 cm ™.

Espectrometria de massas (70 eV): M" (426); m/z: (207; 218, 189).

28-hidroxilupeol (NCH1):

Formula molecular: CzgHs5002

Peso molecular: 442 um.a

Ponto de fusé&o: 266 - 282 °C

Aspecto: soélido branco amorfo

Solubilidade: Cloroférmio

Espectrometria de RMN *H (400 MHz, CDCls): & (1,67; H-1); (0,96; H-2); (3,18, dd,
J=4 e 12, H-3); (0,67; H-5); (1,38; H-6); (1,64; H-9); (1,67; H-11); (0,96; H-12); (1,67;
H-13); (2,38; H-19); (0,75, s, H-24); (0,82, s, H-27); (3,33, d, J= 12, H-28); (4,67,H-29).
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Espectrometria de RMN *3C (100 MHz, CDCls): & (38,9; C-1); (27,1 C-2); (79,0; C-3);
(38,7; C-4); (55,3; C-5); (18,3; C-6); (34,3; C-7); (41,0; C-8); (50,4; C-9); (37,2; C-10);
(20,9; C-11); (28,0; C-12); (38,7; C-13); (42,8; C-14); (27,4, C-15); (34,3; C-16); (48,8;
C-18); (47,8; C-19); (150,5; C-20); (29,8; C-21); (28,0; C-23); (15,4; C-24); (16,1; C-
25); (16,0; C-26); (14,8; C-27); (60,6; C-28);

(109,7; C-29); (19,1; C-30).

Espectrometria de Infravermelho (cm™): 3332,9; 2939,5; 2866,2; 1643,35; 1454,3.
Espectrometria de Massas (70 eV): M* (442); m/z: (411, 220, 206, 203, 189).
Lupenona (NCH2)

Formula molecular: C3oHss0

Peso molecular: 424 um.a

Onto de fusé&o: 200 - 203 °C

Aspecto: solido branco cristalino

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN *H (400 MHz, CDCls): & (1,0; H-2); (1,26; H-5); (0,79; H-6);
(1,43; H-7); (1,67; H-13); (1,0; H-15); (1,4; H-16); (1,36; H-18); (2,38; H-19); (1,2; H-
21); (0,96, s, H-24); (1,07 s, H-25); (0,79, s, H-28); (4,69, H-29); (1,68, s, H-30).
Espectrometria de RMN *3C (100 MHz, CDCls): & (26,7; C-2); (218,2; C-3); (38,2; C-
4); (55,0; C-5); (18,1; C-6); (34,2; C-7); (40,8; C-8); (36,9; C-10); (21,1; C-11); (25,2; C-
12); (38,2; C-13); (27,5; C-15); (35,6; C-16); (42,9; C-17); (48,3; C-18); (47,4; C-19);
(150,9: C-20); (29,9; C-21); (27,5; C-23); (14,5; C-24); (16,0; C-25); (15,8; C-26);
(14,5; C-27); (18,1; C-28); (109,4; C-29); (19,4; C-30).

Espectrometria de Infravermelho (cm™): 2939,5; 2912,5; 2854,6; 1643,0; 1454;
1728,2; 1705,07.

Espectrometria de Massas (70 eV): M* (424); m/z: (409, 218, 205, 189).

Mistura de ésteres metilicos (NCHP)

Formula molecular: Cy3Hs605 ; CosHg002; Co7Hs5405

Pesos moleculares: 354; 382; 410 u.m.a.

Aspecto: sélido acinzentado

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de Infravermelho (cm™): 2900; 2850; 1705.
Espectrometria de Massas (70 eV): m/z: 74, 87.
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Acido-3-indol carboxilico (NCA2)

Formula molecular: CoH;O,N

Peso molecular: 161 u.m.a

Aspecto: solido amarelo

Solubilidade: metanol

Espectrometria de RMN 'H (400 MHz, CDCls): (7,9; H-2); (8,0; H-4); (7,2; H-5); (7,2;
H-6); (7,4; H-7).

Espectrometria de RMN **C (100 MHz, CDCls): (122,2; C-3a); (136,8; C-7a); (131,9;
C-2); (120,7; C-4); (121,0; C-5); (122,2; C-6); (111,5; C-7).

Espectrometria de Infravermelho (cm™): 1261; 1612; 2848,9 — 2918,4; 3317
Espectrometria de Massas (70 eV): M* (161); m/z: (144, 116, 89).

Glicitolexaacetato (NCM1c)

Formula molecular: CigH26012

Peso moleclar: 434 u.m.a.

Aspecto: sélido gelatinoso incolor

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de Massas (70 eV): M* (434); m/z: (217, 145, 115, 103).

Iditolexaacetato (NCM1i)

Formula molecular: CigH26012

Peso molecular: 434 u.m.a.

Aspecto: sélido gelatinoso incolor

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de Massas (70 eV): M* (434); m/z: (217, 145, 115, 103)

Sacarose peracetilada (NCM2)

Formula molecular: CysH358019

Peso molecular: 654 u.m.a.

Ponto de fusao: 120°C

Aspecto: 0leo amarelo

Solubilidade: cloroférmio

Espectrometria de RMN **C (100 MHz, CDCl3): 6§ 90,0 (G-1), 70,3 (G-2), 69,7 (G-3),
68,6 (G-5), 61,83 (G-6), 62,9 (F-1), 104,0 (F-2), 75,7 (F-3), 75,0 (F-4), 70,0 (F-5), 63,7
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(F-6), 170,0 (G-2, C=0), 170,01, (G-3, C=0), 169,7, (G-4, C=0), 170,7, (G-6, C=0),
169,7, (F-3, C=0), 170,2, (F-6, C=0), 20,7 (F-1, CHa), 20,8, (F-4, CHs), 20,8, (F-5,
CHs), 20,7, (F-6, CHs), 20,7 (G-2,G-3 & G-4, CHa).
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