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RESUMO

No presente trabalho foram estudados os extratos em hexano e acetato
de etila das partes aéreas (caule, folhas e flores) de Dasyphyllum brasiliensis
(Spreng) Cabrera; o extrato em hexano/acetato de etila 8:2 das raizes de
Dasyphyllum cryptocephallum (Baker) Cabrera e o extrato em acetato de etila
das partes aéreas (caule, folhas e flores) de Dasyphyllum synacanthum
(Baker) Cabrera.

Através de técnicas cromatograficas de isolamento e purificagdo, foram
obtidas as seguintes substancias:

De D. brasiliensis o éster: 3,4 dihidroxi-cinamato de etila, o esteréide:
estigmasterol e os triterpenos a-amirina, -amirina e lupeol.

De D. cryptocephallum o esterbide glicosilado: 3-O-B-D-
glicopiranositosterol.

De D. synacanthum: o acido salicilico e um triterpeno acilado: 3-8-
Lup20(29)-eno.

Todas as substancias foram isoladas pela primeira vez no género
Dasyphyllum.

As estruturas das substancias, foram propostas a partir da comparagao
dos dados obtidos através dos métodos espectroscopicos IV, UV, RMN-'H e de
3C, com os dados da literatura.
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| - INTRODUGCAO



1.1 - Consideragdes gerais

A parte da quimica organica que trata do estudo das estruturas
moleculares e da quimica dos compostos produzidos pela atividade celular dos
seres vivos é extremamente ampla e diversificada. As substancias resultantes
do metabolismo primario, glicidios, protidios e lipidios, sdo estudadas
principalmente no ambito da bioquimica, enquanto que os produtos do
metabolismo secundario das plantas, as micromoléculas como terpendides,
alcaldides, glicosidios, entre outras sdo estudadas no ambito do que se chama
quimica produtos naturais [01,02].

Esta ciéncia tem por objetivo imediato, o esclarecimento e registro dos
constituintes resultantes do metabolismo secundario dos seres vivos, através de
seu isolamento e elucidacgdo estrutural [03].

A importancia cientifica das pesquisas desenvolvidas nesta area se
traduz tanto pelos resultados obtidos com a consecucgéo de seus objetivos, bem
como pela aplicagdo imediata ou mediata destes resultados a outras areas
cientificas correlatas.

O isolamento e a caracterizagéo destas substancias podem constituir-se
em tarefas relativamente simples, mas muitas vezes exigem do pesquisador
além dos conhecimentos especificos, boa dose de imaginagéo, raciocinio e
paciente esforgo.

O estudo quimico das plantas pode ser realizado em algumas etapas,
entre elas, a escolha da planta a ser estudada, sua identificagcdo, o

conhecimento prévio sobre a espécie identificada e suas congéneres, o



isolamento, purificacdo e a identificacdo de seus principais constituintes
quimicos.

Os produtos naturais sdo importantes também em Botanica, pois
determinadas classes de substancias podem caracterizar certas familias
vegetais, como por exemplo as lactonas sesquiterpénicas presentes na familia
Asteraceae [04-06].

Constam em relatos mais recentes [07,08] que esta familia contém 3
subfamilias com 17 tribos, 82 subtribos, distribuidas em 1535 géneros e cerca
de 23.000 espécies [04,09].

A familia Asteraceae, além de numerosa, € reconhecidamente rica em
metabdlitos secundarios. Entre os constituintes quimicos mais frequentes nesta
familia, devem ser destacados além das lactonas sesquiterpénicas, os
triterpendides, diterpendides, flavondides e acetilenos. Sdo atribuidas a essas
substancias uma grande diversidade de atividades Dbioloégicas e/ou
farmacolégicas [04,10,11].

A subfamilia Barnadesioideae, contém 92 espécies em 9 géneros que
sdo exclusivos da América do Sul, com a maior parte de suas espécies
distribuidas nos Andes. Estas ndo representam ou lembram mais os ancestrais
da tribo primitiva Mutisieae [08].

Os géneros de Barnadesioideae sdo variaveis e especializados em
muitos caracteres: Doniophyton e Duseniella sao anuais; Schlechtendahlia e

Huarpea



sdo ervas perenes; Arnaldoa, Barnadesia, Dasyphyllum e Fulcaldea incluem
arbustos bem como pequenas arvores e Chuquiraga € o género com espécies
de caules mais ramificado, com folhas xeromérficas, duras e pungentes.

A subfamilia Barnadesioideae foi primeiro reorganizada como um grupo
por Cassini (1827). Os géneros conhecidos nesta época (Barnadesia,
Chuquiraga, Dasyphyllum e Fulcadea, embora por outros nomes) foram
agrupados como uma subtribo na Carlineae. Na época Cassini ndo incluiu os
géneros de Barnadesioideae em Mutisieae. Ele observou que os géneros
pertencentes a subfamilia Barnadesioideae podiam ser diagnosticados por
flores vilosas , papus plumosos duros e corolas diferentes das do tipo
bilabiada mutisioide.

Mais tarde os géneros de Barnadesioideae foram separados em
diferentes subtribos dentro da tribo Mutiseae ( Bentham 1837a, Hoffman 1890
apud. 8), mas reunidos numa unica subtribo por Cabrera ( 1959, 1961, 1977
apud. 8), que usou como caracteres distintivos as corolas vilosas, o papus
plumoso, estiletes curtamente bilobados e glabro ou papiloso mas néo
pilosos, e a frequente presenca de espinhos axilares. Cabrera (1977)
reconheceu oito géneros na subfamilia, classificando Duseniella em Mutisieae-
Gochnatiinae, embora ela ja tivesse sido referida como sendo da tribo
Barnadesiinae por Jeffrey (1967).

Um significante passo para o entendimento da Mutisieae e a filogenia da
familia foi dado quando Jansen & Palmer (1987) descobriram que uma grande

inversdo do DNA do cloroplasto em toda familia Asteraceae era ausente em



Barnadesia. Mais tarde foi demonstrado que também n&o havia inversdo nos
géneros Chuquiraga e Dasyphyllum.

A estreita relacdo entre estes géneros e o restante dos géneros que
compdem a familia Asteraceae, recebeu futuros suportes da morfologia (Bremer
1987) e, mais tarde, Barnadessiinae foi elevada a nivel de subfamilia,
Barnadesioideae (Bremer e Jansen, apud. 8).

A maioria das Barnadesioideae tem como peculiaridade, os espinhos
axilares ndo encontrados em outras Asteraceae. Os espinhos aparecem aos
pares, algumas vezes solitarios ou unidos de 3-5 entre a folha e a gema axilar.
A homologia dos espinhos € desconhecida. Cabrera (1959) interpretou os
espinhos simples como apéndices ou expansdes do né. Goebel (1932), Chung
(1965) e outros consideraram os espinhos como homdlogos a folhas e caules.
De acordo com estas interpretacées, ha duas séries de gemas axilares, a
inferior desenvolvendo espinhos e a superior em brotos comuns.

A principal caracteristica distintiva de Barnadesioideae € a pubescéncia
de longos tricomas, presentes na corola, cipsela e papus da maioria das
espécies. Os tricomas sdo unicelulares e ligados por células basais mais ou
menos alargadas (Bremer 1987, Hansen 1991). Este tipo de pubescéncia floral
ndo € conhecida em outra Asteraceae. Pela presenga de tricomas, o papus é
geralmente descrito como plumoso; entretanto tricomas de papus plumoso em
outras Asteraceae tem células alongadas que sédo idénticas a outras células do

papus exceto por seu comprimento.



Barnadesioideae foi inicialmente incluida em Mutisieae por suas corolas
bilabiadas. Entretanto o termo bilabiada tem sido usado indiscriminadamente
para estruturas ndo homélogas como discutido por Small (apud. 8) e Hansen
(apud. 8).

Realmente, Barnadesioideae tem uma corola pseudobilabiada com um
limbo 4-lobado e um lobo adaxial unico, enquanto que a corola mutisioide
bilabiada €& composta de limbo 3-lobado e 2 lobos adaxiais. Em
Barnadesioideae cada corola verdadeiramente bilabiada esta presente somente
nas flores do disco de algumas espécies de Barnadesia peculiares, e a
morfologia desses discos €& altamente variavel. Igualmente, a corola
pseudobilabiada de Barnadesioideae esta ausente na Mutiseae, sensu stricto,
exceto no disco de flores de algumas espécies peculiares de Onoseri
(possivelmente também algumas de outros géneros ) cuja morfologia das flores
do disco é altamente variavel. As corolas bilabiadas em algumas Barnadesia
evoluiram independentemente de corolas bilabiadas em Mutisieae, e as corolas
pseudobilabiadas em algumas Onoseris evoluiram independentemente das
corolas pseudobilabiadas de Barnadesioideae. Os dois grupos tem
fundamentalmente diferentes tipos de corolas zigomorfas.

As corolas de Barnadesioideae ndo sdo sempre zigomorfas e
pseudobilabiadas. Frequentemente a corola & actinomorfa e mais ou menos
profundamente 5-lobada. Algumas vezes um lobo é separado por divisbes mais
profundas havendo uma gradual transigdo para o tipo pseudobilabiada. Em

algumas corolas pseudobilabiadas, os limbos 4-lobado e o lobo adaxial s&o



iguais em comprimento, em outros, 0 membro € mais longo e expandido. Ha
também espécies nas quais somente uma das divisGes entre 5 lobos & mais
profunda e ha uma transi¢do gradual entre corolas actinomorfas e liguladas, a
ultima com uma ligula 5-lobada. As ligulas ndo s&do longas e expandidas,
todavia, como em Lactuceae, as corolas liguladas em Barnadesioideae s&o
morfologicamente proximas a actinomorfas. As espécies Barnadesioideae séo
variaveis nas estruturas das anteras. Em Barnadesia, Fulcadea, Huarpea e
Schlechtendahlia as anteras sao tanto ndo calcaradas e ndo caudadas, como
somente curtamente caudada. Os outros géneros tem tanto calcaradas como
também anteras caudadas. Dasyphyllum esta circunscrito por suas anteras
peculiares, com apéndices apicais profundamente bilobados (em algumas
espécies truncado a emarginado), diferentemente da maioria das demais
Barnadesioideae e também das Asteraceae em geral (Cabrera 1959).

O pélen de muitos géneros na Barnadesioideae € semelhante aos de
muitos géneros de Mutiseae. Ele € liso a granular sem espinhos, embora alguns
autores (ex. Parra & Marticorena 1972) tenham descrito a superficie granular
como tendo espinulas ou espinhos vestigiais. Em alguns géneros o polen tem
depressbes ou concavidades entre os colpos (Wodehouse 1929b, Hansen
1991b). Estas depressbes intercolpares tém sido mencionadas como um
caracter potencial unindo Calyceraceae e Asteraceae (Skvarla et al. 1977,
Hansen 1991a). Em Barnadesia o pélen tem um sistema regular de cume liso
(psilolofado), que lembra um favo de mel em sua superficie 0 que ocorre

também em Huarpea. Wodehouse (1928 a) especulou que pélen com muitas



depressdes intercolpar poderia ser ancestral de polen psilolofado da
Barnadesia.

Estiletes em Barnadesioideae sdo curtamente bilobados, algumas vezes
mais profundamente bilobados mas ndo com ramos de estiletes longos, e
glabros ou somente papilosos. Os estiletes nunca s&o pilosos como na maioria
das outras Asteraceae, todavia Hansen (1991) se referiu as papilas de
Barnadesioideae como estiletes pilosos

1.2 - Cladistica de Barnadesioideae.

Cabrera (1959) considerou Dasyphyllum , e especialmente o subgénero
Archidasyphyllum, como primitivo e ancestral dos outros géneros. Dasyphyllum
€ 0 género mais amplo de Barnadesioideae , com aproximadamente 40
espécies de arvores e arbustos, muitas delas ocorrendo no Brasil. Cabrera
derivou Chuquiraga, Barnadesia, Schlechtendahlia, e Fulcaldea diretamente de
Dasyphyllum. Os géneros Chuquiraga e Barnadesia, cada um com mais ou
menos a metade do numero de espécies de Dasyphyllum, sé&o arbustos e
raramente, pequenas arvores principalmente distribuidas ao longo dos Andes.

Arnaldoa é um arbusto que ocorre no Peru e Cabrera o coloca como
intermediario entre Dasyphyllum e Chuquiraga.

A analise cladistica de Barnadesioideae foi tentada por Hansen (1991),
mas resultou em uma arvore de consenso estrito. Os nove géneros foram
aceitos como taxa na analise. O grupo correlacionado a Barnadesioideae é
vasto e variavel em todas as Asteraceae. Na comparagcdo das varias tribos

desta familia com Barnadesioideae, a tribo Mutisieae € a mais relacionada a



elas por seus caracteres. Mutisieae também contém muitos géneros e grupos
genéricos na base da arvore desta familia (Kaus et al. 1992). Ainda, Mutisieae,
excluindo a apormorfica Nassauviinae, foi usada como um grupo externo para

analise.



Fulcaldea

Arnaldoa

Donioplyton

Figura 1: Distribuicao geografica dos géneros de Barnadesioideae [08].



1.3 - O género Dasyphyllum.

Arbusto ou pequenas arvores geralmente com espinhos axilares e folhas
inteiras coriaceas, frequentemente pungentes e trinervadas. Capitulo solitario,
corimboso ou em panicula, homogamico. Flores hermafroditas, raramente
funcionam como masculinas ou femininas. Actinomorfas e profundamente 5-
lobadas, as vezes com um lobo mais interno separado por fendas profundas,
com corola pseudobilabiada mas, sem um limbo expandido, ou ligulado,
branca, violeta ou avermelhada. Corola de lobos vilosos, tubo geralmente
viloso. Anteras bilobadas apicalmente ou emarginada, raramente truncada,
curtamente caudada na base. Estiletes curtamente bilobados, glabros ou
papilosos na parte superior. Cipselas oblonga-obovoides, pebescentes ou
raramente glabras. Papus de muitas cerdas, vilosos. Possui 40 espécies
localizadas na América do Sul , especialmente no Sul do Brasil e ao longo dos
Andes, e no Sul do Chile (figura 01).

Os vegetais escolhidos para o presente estudo, foram trés espécies
brasileiras deste género: D. brasiliensis, D. cryptocephallum e D.
synacanthum, dos quais n&o ha na literatura relatos sobre estudos da sua

composigdo quimica.

10



Il - OBJETIVOS



A partir da coleta do vegetal e obtengdo de seus extratos, o estudo de
espécies de Dasyphyllum, nativos do Brasil, visa:

a) extragdo, isolamento e purificacdo de metabdlitos secundarios neles
presentes, através de métodos cromatograficos de fracionamento, os quais
poderéo variar em fungao da peculiaridade dos extratos.

b) elucidagdo estrutural das substancias naturais puras, através de
analise espectrométrica: espectroscopia de UV, IV, RMN 'He "°C .

c) avaliagdo da atividade biolégica .

d) contribuir para a quimica de mais algumas espécies brasileiras da

familia Asteraceae.
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I - ESPECIFICAGCOES DOS
MATERIAIS E INSTRUMENTOS

UTILIZADOS.



a. CC classica:foram utilizadas colunas de vidro, de diferentes
capacidades, como adsorvente usou-se Sephadex-LH 20 ( Sigma, 25-100 u ) e
silica gel 60 Art. 7734 (70-230 mesh ASTM).

b. CLV: foram utilizadas colunas contendo placa de vidro sinterizado na
base, com juntas e adaptadores especiais. Foi empregado, como adsorvente,
silica gel D (Riedel-de-Haen), 400 mesh ASTM).

c. CCDC: As placas foram preparadas aplicando-se uma suspenséo de
silica gel GF2s4 (Merck, 7730) em agua destilada, sobre placas de vidro , com
espessura de 0,25 mm para a camada de silica gel, empregando-se espalhador.
Foram utilizados como reveladores das placas cromatograficas:

* radiagdo ultravioleta (lampada Mineralight, modelo UV-GL-25, multiband
UV-254/366);

* vapores de iodo (Merck) ressublimado;

* nebulizagdo com acido sulfurico concentrado, seguido de aquecimento
em chapa ( 100°C ), até o aparecimento das manchas correspondentes as
substancias presentes.

d. CCDP: foram empregadas placas de vidro , sendo que a camada de
silica gel (PF2ss Merck, 7747) foi de 1 mm, aplicada através de espalhador.

e. Determinacdo dos pontos de fusédo: foram realizadas em bancada de
Ksfler, montado em microscépio.

f. Espectros no IV: foram registrados em espectrofotometro Perkin-Elmer

1420, utilizando pastilha de KBr anidro para substancias sélidas ou filme em
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CHCI;, depositado em placa de NaCl, para extratos brutos, fragbes ou
substancias puras, em forma de éleo ou goma. Como referéncia, foi empregado
filme de poliestireno.

g. Espectros de RMN-'H e de "°C: foram obtidos em espectrometros
Brucker, modelos AC-80 (operando a 80 MHz para 'H e 20 MHz para '°C) , AC-
200 (1Q - Unesp Araraquara, operando a 200 MHz para 'H e 50 MHz para '°C) e
AC-300 ( operando a 300 MHz para 'H e 75 MHz para °C).

h. Espectros de massas: foram obtidos em espectrometro de baixa
resolucdo, da marca Hewlett-Packard, por impacto eletronico a 70 eV.

i. Solventes: para as colunas cromatograficas classicas € CLV foram
utilizados solventes organicos comerciais destilados, para CCDP e
recristalizacées, solventes PA.

J. Evaporacgéao de solventes: foram utilizados evaporadores rotativos.




IV - PARTE EXPERIMENTAL



IV.1 - Coleta e identificacao dos vegetais

Dasyphyllum brasiliensis (Spreng) Cabrera (voucher 48979) e
Dasyphyllum synacanthum (Baker) Cabrera (voucher 30.905) , foram coletados
no Mirante do Paranapanema, municipio de Teodoro Sampaio, Dasyphyllum
cryptocephallum (Baker) Cabrera, foi coletado na regidao de Furnas - MG , em
seu habitat natural, todos durante a floragéo.

A identificacdo destes vegetais foi feita pelo Prof. Dr. Hermégenes de

Freitas Leitdo Filho (in memorian), do Instituto de Biologia da UNICAMP.
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IV.2 - Obtencao dos extratos brutos

Todas as partes dos vegetais foram secadas em estufa com ar circulante
a 40°C e em seguida pulverizadas em moinho, em seguida foram extraidas com
solventes organicos (maceragéo), para obtencdo dos extratos brutos.

a) Dasyphyllum brasiliensis (Partes aéreas 11,4Kg)

Os solventes utilizados nas extracdes exaustivas foram: hexano, acetato
de etila e etanol. Apds a evaporagdo dos mesmos foram obtidos os extratos
brutos das partes aéreas.

EXTRATO 1 - hexano - 160,029

EXTRATO 2 - acetato de etila - 99,60g

EXTRATO 3 - etanol - 77,10g

b) Dasyphyllum cryptocephallum (Raizes 3,5kg)

Os solventes empregados nas extracdes exaustivas foram:
hexano/acetato de etila 8:2 e etanol, que apds a evaporagdo dos solventes
foram obtidos os extratos brutos das raizes:

EXTRATO 1 - hexano/acetato de etila 8:2 : 40,32¢g

EXTRATO 2 - etanol : 90g

c)_Dasyphyllum synacanthum (Partes aéreas 8,5kg)

Os solventes usados nas extracdes exaustivas foram: acetato de etila e
etanol, sendo obtidos:

EXTRATO 1 - acetato de etila : 30,20g

EXTRATO 2 - etanol : 88,8g

15



IV.3 - Dasyphyllum brasiliensis

IV.3.1 - Particdo dos extratos brutos

Com o intuito de eliminar matéria graxa e alguns pigmentos, estes foram

submetidos a processos de particdo, como os apresentados na figura 2 e 4.

EXTRATO BRUTO
ACETATO DE ETILA

99,6g

Dissolucio em 360 ml
de etanol

Solugdo etanolica do
extrato

Adigio de 180 ml de agua

Solugio hidroetandlica
e precipitado

Filtragdo
Residuo (matéria graxa e Filtrado
pigmentos 46,97g hidroetanélico
Extragdes ¢/ hexano
. ies Extrato hexdnico
Fase Hldroalcoohcal 16,54g (1)
Extragdes ¢/ diclorometano

Extrato diclorometano Fase aquosa
26,02 (2)

Figura 2: Esquema de particao do extrato bruto em acetato de etila.
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IV.4- Fracionamento do extrato em diclorometano

(2).

O fracionamento deste extrato (26g) foi realizado em coluna
cromatografica sob pressdo reduzida, segundo a técnica denominada CLV
[12,13]. Utilizou-se 320g de silicagel D/31690/Riedel-de-Hzaen.

A eluicéo foi feita através de um gradiente de polaridade, (em ordem
crescente), utilizando hexano, acetato de etila e metanol. Foram coletadas 230
fracdes de 500ml.

As fragbes coletadas foram analisadas por CCDC [14], utilizando como
reveladores, radiagdo UV 254/366 nm, vapores de iodo e de acido sulfurico,
sendo que as fragdes que apresentaram comportamento cromatografico

semelhante foram reunidas, conforme a tabela 01.
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TABELA 01 : Fragcdes obtidas a partir do extrato em diclorometano de D.

brasiliensis.
FRAGOES COLETADAS FRAGOES REUNIDAS MASSA/g
01 | 0,0150
02-09 I 0,0028
10-17 I 0,0672
18-23 \Y; 0,0082
24-53 \Y; 0,2700
54 VI 0,0139
55-61 Vi 1,1153
62-65 VI 1,0953
66 IX 0,3753
67-69 X 1,8445
70-75 X 1,4260
76-85 Xl 1,0180
86-89 X 0,3111
90-97 XIvV 1,1416
98 XV 0,1635
99-104 XVI 0,5508
105-119 XV 1,9674
120 XVIII 0,1298
121-132 XIX 0,9283
133-135 XX 0,8796
136 XXI 0,1484
137-147 XXI 0,9399
148-167 XX 1,6963
168-175 XXIV 0,1263
176-185 XXV 0,2014
186-189 XXVI 0,1751
190-193 XXVII 1,6269
194-201 XXV 0,6209
202-215 XXIX 5,5953
216-230 XXX | 0,5275

As fragcdes impares foram submetidas a analises por espectroscopia no
IV e a fracdo VIl mostrou absor¢des indicativas da presenga de substancias

aromaticas, por essa razdo optou-se pelo seu fracionamento.
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IV.4.1 - Isolamento dos constituintes quimicos da

fracao VII.

A fracdo VII (1,1153g) foi submetida a fracionamento utilizando-se coluna
classica [14],empacotada com 20g de silicagel 60 e como fase mével misturas
de solventes em ordem crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e
metanol). Foram coletadas 373 fragées de 100ml.

As fragOes obtidas foram submetidas a um estudo cromatografico por

CCDC, podendo entdo serem reunidas de acordo com o Rf, como mostra a

tabela 02.
TABELA 02 : Reunido das fragoes de VII.

FRAGCOES COLETADAS FRAGOES REUNIDAS MASSA/g
01-55 VIIA 0,0391
56-111 Vil.2 0,0330
112-135 ViIl.3 0,0017
136-184 Vil.4 0,0658
185-207 VII.5 0,1754
208-227 VIL.6 0,2192
228-242 VII.7 0,0438
243-250 VI8 0,0097
251-261 Vil.9 0,0058
262-272 VIl.10 0,0593
273-288 Vil.11 0,0331
289-300 VII.12 0,0033
301-313 Vil.13 0,0043
314-342 Vil.14 0,0236
343 VII.15 0,0086
344-373 VII.16 0,2263

A fracéo VII.5, por ter apresentado a formagao de cristais (PF 193-197

°C), foi estudada mais detalhadamente através de espectroscopia.
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A analise dos dados fornecidos pelo espectro no IV, RMN de 'H e *°C nos

levou a concluir que Db.1 (figura 3) € um derivado do acido cafeico.
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Partes aéreas
Acetato de etila

particao

A 4

Diclorometano

CLv

v

230 fracoes

CCDC, reuniao

v

30 fracdes

fracao VIl

| CC
373 fragGes

CCDC

v

16 fracdes

l

FVII 5
cristais incolores

l

Db.1(175 mg)
Figura 3: Esquema de isolamento da substancia Db.1 a partir do extrato em

acetato de etila das partes aéreas de D. brasiliensis.
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IV.5 - Particao do extrato bruto em hexano.

Este extrato passou por um processo de particdo conforme figura 4.

EXTRATO BRUTO

HEXANICO160,0 g

1) Dissolugdo em metanol
2) Extragdes ¢/ hexano

: dgua 95:5

Extrato hexdnico
47,9 (3)

Figura 4: Esquema

brasiliensis.

Residuo me

tanol/dgna

Extragdes ¢/ CHCl,

Extrato metanolico

“@)

sS4 So
=

Extrato

43 (Jo

cloroférmio (5)

de particaio do extrato em hexano de D.
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IV.5.1 - Fracionamento do extrato em cloroférmio

(5).

O fracionamento desse extrato (43g) foi realizado em coluna sob pressao

reduzida, segundo a técnica denominada CLV. Utilizou-se 400g de silicagel D

(31690/Riedel-de-Haen).

A eluicdo foi feita através de gradiente de polaridade,(em ordem

crescente), utilizando hexano, acetato de etila e metanol. Foram coletadas 382

fracbes de 500ml.

As fragbes coletadas foram analisadas por CCDC, utilizando como

reveladores, radiagdo UV 254/366nm, vapores de iodo e de acido sulfurico,

sendo que as fracbes que apresentaram comportamento cromatografico

semelhante foram reunidas conforme a tabela 03.

TABELA 03 : Reunido das fracdes do extrato em cloroférmio de D.

brasiliensis.

FRAGOES COLETADAS

01-39
40-103
104-172
173-204
205-285
286-304
305-333
334-382

FRACOES REUNIDAS

|
!
[
vV
\Y
Vi
Vi
VI

MASSA/g

13,63
234
5,81
4,00
8,79
2,10
1,36
0,56
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Apds reunido, as fragcdes de mesmo Rf, foram enviadas para exames
mais detalhados por espectroscopia no IV e RMN 'H. A andlise dos dados
fornecidos pelos espectros mostrou que a fracdo Il poderia conter

triterpendides, por essa razéo optou-se pelo seu fracionamento.

IV.5.2 - Isolamento dos constituintes quimicos da

fragao lll.

A fracao Ill (5,81g) foi submetida a fracionamento em CLV com 100g de
silicagel D (31690/Riedel-de-Hzen) e sua eluicao foi realizada em gradiente de
polaridade (hexano,acetato de etila e metanol).

Foram coletadas 110 fracdes de 200ml, reunidas por CCDC, apds serem
reveladas com radiacdo UV 254/366 nm, vapores de iodo, acido sulfurico

(tabela 04).
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TABELA 04: Reuniao das fragoes lil.

FRAGOES COLETADAS FRAGOES REUNIDAS MASSA/g
01-04 1.1 2,640
05-07 1.2 0,066

08 1.3 0,099
09 1.4 0,244
10-11 1.5 0,251
12 1.6 0,085
13-16 .7 0,132
17-20 1.8 0,017
21-24 1.9 0,044
25-33 .10 0,044
34-39 N1.11 0,017
40-47 .12 0,071
48-59 .13 0,090
60-65 .14 0,038
66-77 .15 0,130
78-80 .16 0,132
81-90 .17 0,181
91-93 .18 0,036
94-95 .19 0,089
96-100 111.20 0,051
101-106 .21 0,026
107-110 .22 0,014

Através da analise dos dados dos espectros de IV e de RMN "H verificou-
se que as lll.1 e lIl.5 correspondiam a triterpenos, pela quantidade de metilas e

por sinais no espectro de RMN **C caracteristicos e 111.3 a um esterdide.
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IV.5.3 - Isolamento dos constituintes quimicos da

fracao lll.1.

A fragao Ill.1 (2,6409) foi submetida a fracionamento utilizando-se CLV
com 60g de silicagel D(31690/Riedel-de-Haen) e sua eluigao foi realizada em
gradiente de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol).

Foram coletadas 246 fragdes de 50ml , reunidas por CCDC, pelo mesmo

método citado anteriormente, conforme a tabela 05.
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TABELA 05 : Reuniao das fragdes lll.1.

FRACOES COLETADAS  FRAGOES RUNIDAS MASSA/g
01-05 I1.1.1 0,0159
06-64 .12 0,0082
65-79 1.3 0,0154
80-84 .14 0,0495
85-87 1.1.5 0,0364
88-92 1.6 0,0219
93-99 1.7 0,0206

100-105 1.8 0,0105
106-109 1.9 0,1788

110 11.1.10 0,1264
111-112 1111 0,2137
113-114 112 0,0776
115-123 .1.13 0,0899
124-126 .1.14 0,1450
127-132 .1.15 0,1736
133-135 1.1.16 0,0231
136-140 .1.17 0,0922
141-143 I1.1.18 0,0558
144-148 .1.19 0,0869
149-151 11.1.20 0,0600
152-156 I11.1.21 0,0574
157-161 1.1.22 0,0654
162-164 1.1.23 0,0098
165-168 lII.1.24 0,0106
169-172 1.1.25 0,0270
173-178 I.1.26 0,0286
179-184 .1.27 0,0153
185-192 I1.1.28 0,0238
193-198 11.1.29 0,0123
199-205 111.1.30 0,0051
206-212 111.1.31 0,0060
213-217 11.1.32 0,0037
218-222 11.1.33 0,0068
223-230 I11.1.34 0,0112

231-246 11.1.35 0,0098




Todas as fragdes foram levadas a uma andlise no IV e RMN 'H, os dados
fornecidos pelos espectros sugeriram que a fracédo 111.1.19 (86,9mg) continha
triterpeno.

Esta fragdo codificada como Db.2 foi lavada varias vezes com hexano, e
purificada através de CCDP, utilizando-se como eluente hexano/acetato de etila
8:2. O que resultou em apenas uma mancha em CCDC, mas no espectro de °C,

sugeriu-se uma mistura de triterpendides [15,16].

IV.6.4 - Isolamento dos constituintes quimicos da

fracao l11.3 (99mg).

Foram feitas recristalizagcbes com metanol, até que se conseguiu purificar
a substancia, possibilitando a obtencdo de espectros. Através dos dados
espectroscopicos foi confirmado o esqueleto de um esteréide codificado como

Db.3.

IV.5.5 - Isolamento dos constituintes quimicos da

fracao Ill.5.

A fracao lI.5 (251mg) apresentou um sélido branco que foi lavado varias
vezes com hexano, até tornar-se puro, obtendo-se espectros de RMN 'H e de
3C, através dos quais confirmou-se a presenca de um triterpeno codificado

como Db.4.

28



[P |

CLV
[ 246 fragdes l

CCDC, reunido

v

| 35 fragdes I

| FHNLL19 |
lCCDP

lavagens ¢/ hexano

l

Db.2 (21mg)

Partes acreas
Hexano

l

Cloroférmio

CLV

382 fragoes

CCDC, reuniio

8 fragdes

l

Fragio Il |

CVL

110 fragoes |

l CCDC, reunido

22 fragoes —I

FL3 | | FuLS
!

recristalizagGes c/ lavagens c/

metanol hexano
v v
Db.3 (23mg) Db.4 (102mg)

Figura 5: Esquema das substancias isoladas a partir do extrato em

hexano de D. brasiliensis.



IV.6 - Fracionamento do extrato em hexano/acetato

de etila 8:2 de D. cryptocephallum.

O fracionamento deste extrato (40,32g) sem purificagdo prévia, foi
realizado em CLV, empacotada com 450g de silicagel D (31690/ Riedel-de-
Hzen). A eluigio foi feita em gradiente de polaridade (hexano, acetato de etila e
metanol). Foram coletadas 72 fragdes de 500ml, reunidas por CCDC, conforme

a tabela 06.

TABELA 06 :Reunidao das fragoes obtidas a partir do extrato em

hexano/acetato de etila 8:2.

FRAGOES COLETADAS FRAGOES REUNIDAS MASSA/g
01 | 0,3552
02 [ 9,0468
03 i 2,2090
04 \Y 0,7688
05 Y 7,2783
06 Vi 1,4272
07 VI 0,6200

08-13 Vil 0,0149
14 IX 0,0530
15-27 X 0,3306
28 X 0,1775
29-31 Xl 0,3591
32 Xl 0,2325
33-37 XIV 4,2856
38-48 XV 5,7351
49-59 XVI 0,7421

 60-72 XVl _ 0,5437
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A presenca de sélido na fracdo XVII, levou-nos a obtengcdo de espectro
no IV, no qual podemos verificar a presenca de absor¢cbes indicativas da
presenca de substancias bastante hidroxiladas. A purificagdo da mesma foi feita
lavando-a com acetato de etila e em seguida recristalizando-a com CHCI;
IMeOH 4:6. Apés filtracdo e secagem obteve-se 112,5 mg de um sélido branco
com intervalo de fusdo 298-300°C. Este solido foi identificado através de RMN

'H e ®C, confirmando um esterdide glicosilado codificado como Dc.1.
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Raizes
Hex./acet. 8:2

CLV

v

72 fragoes

CCDC, reuniao

17 fragoes

FXVII

!

Sélido branco
lavagens com acetato
de etila, recristalizacao
com CHCIs/MeOH.

Dc.1(112,5mg)

Figura 6: Esquema da substancia isolada a partir do extrato

hexano/acetato de etila 8:2 das raizes de D. cryptocephallum.
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IV.7 - Fracionamento do extrato em acetato de etila

de D. synacanthum.

O fracionamento deste extrato (30,2g) foi realizado em CLV com 350g de
silicagel D, utilizando como eluentes, um gradiente de polaridade (hexano,
acetato de etila e metanol). Foram coletadas 175 fragbes de 500ml, reunidas

conforme a tabela 07.
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TABELA 07 : Reunido das fragdes obtidas a partir do extrato em

acetato de etila.

FRAGOES COLETADAS FRAGOES REUNIDAS MASSA/g
01-14 | 0,0084
15 I 0,0701
16 i 0,0309
17 IV 0,4408
18-21 Vv 1,1303
22-27 Vi 3,1830
28-30 Vil 0,7927
31-32 Vil 0,3387
33-36 IX 0,8836
37-39 X 0,7144
40-44 XI 0,7569
45-49 XII 0,5610
50-52 XIll 0,5927
53-57 XIV 1,3135
58-61 XV 0,0891
62-66 XV 2,2203
67-71 XVII 0,9826
72-76 XVIII 0,7341
77-81 XIX 0,5610
82-89 XX 11,4426
90-95 XXI 0,9525
96-119 XXII 0,0003
120 XXl 0,0027
121-122 XXIV 0,0019
123-128 XXV 0,0125
129-136 XXVI 0,0305
137-145 XXVII 0,0395
146-152 XXVIII 0,0102
153-161 XXIX 0,0067
162-168 XXX 0,0089

169-175 XXXI 0,0053



IV.7.1 - Isolamento dos constituintes quimicos da
fragao X.

A fragao X (0,7144g) foi subfracionada por CCDP em hexano/acetato de
etila 9:1, obtendo-se uma substancia pura (62,4mg), que foi levada a analises
por espectroscopia no IV , RMN 'H e C e identificada como sendo um

triterpeno acilado codificado como Ds.1.

IV.7.2 - Isolamento dos constituintes quimicos da

fragao XV.

O sélido contido na fragdo XV (89,1mg) foi recristalizado em agua e
obteve-se 33,7 mg de cristais incolores que foram identificados por IV, RMN 'H

e 13C, como sendo um acido carboxilico codificado como Ds.2.
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FX

Partes aéreas
acetato de etila
30,29

175 fragdes

v

\ 31 fragdes }

J CCDC hex/acet. 9:1

solido branco

Ds.1 (62,4mg)

CCDC, reuniao.
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FXV
[ecrist. cf
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cristais incolores

Ds.2 (33,7mg)

Figura 7: Esquema das substancias isoladas a partir do extrato acetato de

etila das partes aéreas de D. synacanthum.
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V - ELUCIDAGAO
ESTRUTURAL DAS

SUBSTANCIAS ISOLADAS.



V.1 - Identificagao de Db.1.

Db.1

A analise do espectro no IV (figura 08) mostrou absor¢des indicativas da
presenca de hidroxila entre 3.500 - 3200 cm” ,de carbonila em 1.710 cm’
atribuida a carbonila de éster o, insaturado [17,18]. A regido de absorgcéo de
carbonos sp2 apresentou os sinais em 1.620, 1.600, 1.510 e 1.450 cm™
atribuidos a ligagao dupla e ao anel aromatico. As bandas fracas em 2.900 e
2.980 cm™ indicam a presenca de cadeia alifatica .

As presencas de metila e metileno podem ser observadas no espectro de
RMN "H (figura 09) pelo tripleto em 1,3 ppm e o quarteto em 4,2 ppm atribuidos
ao grupo etila ligado ao oxigénio. O que pode ser confirmado pelos respectivos
sinais em 14,6 e 60,4 ppm no espectro de RMN °C (figura 10).

Através dos dados fornecidos pelo RMN 'H (tabela 10) podemos verificar
também em campo baixo, dois dubletos em 6,2 e 7,6 ppm com constante de
acoplamento de 15,5 Hz referente a protons olefinicos de configuragcéo trans e
ainda sinais correspondentes a trés protons aromaticos. Um dubleto em 7,0 ppm
(1,8Hz) atribuido ao préton do carbono 2, um duplo dubleto em 6,9 (1,8 e 7,8

Hz) atribuido ao H-6 e outro dubleto em 6,8 ppm (7,8Hz) que representa o H-5.
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Podemos confirmar essas atribuicdes pelos dados do espectro de RMN
3C (tabela 11) onde sdo observados sinais correspondentes a 11 carbonos .
Aos carbonos olefinicos podem ser atribuidos aos sinais em 122,4 e 145,5 ppm.

Através do espectro de RMN-">C e do DEPT 135° os sinais em 146,3;
148,7 e 167,9 ppm foram atribuidos aos carbonos quaternarios do anel
aromatico, outros sinais em 114,9; 1158 e 116,2 ppm, foram conferidos a
carbonos contendo hidrogénio e o singleto em 206,4 ppm atribuido a carbonila.

Esses dados comparados com aqueles fornecido pela literatura [19,20]
confirma que Db.1 trata-se do cafeato de etila

TABELA 10 : Dados do espectro de RMN 'H de Db.1 { CDCI; + gotas

de CD;0D, 300 MHz, ppm, J em Hz).

PROTON ppm, multiplicidade, J
H-a 6,2,d,(155)
H-B 75,d,(15,5)
H-2 7,0,d,(1,8)
H-5 6,8,d,(7.8)
H-6 6,9,dd,(1,8e7,8)
Hy 42,9
Hy 1,3t
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TABELA 11 : Dados do espectro de RMN °*C de Db.1 ( CDCI; + gotas
de CD;0D, 75 MHz, ppm)

CARBONO ppm, multiplicidade
127,4; s
115,5 ;d
146,3;s
148,7; s
114,9; d
116,2; d
1224, d
145,5; d
167,4; s
60,4 ; t
146 q

@)
QQIIIQQO‘JU‘IANMA
] Omg

OBS : Multiplicidade foi atribuida por DEPT 135° e 90° .
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V.2 - Identificagao de Db.2.

HO
24 23

HO

Db.2
O emprego de técnicas de RMN '°C e das sequéncias DEPT 135 e 90°,
permitiram a identificacdo dos componentes da mistura de triterpenos simples
com a mesma funcionalizagdo, através da confrontacdo do valor de

deslocamento quimico de RMN '>C obtido, com o descrito na literatura.
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Principalmente dos atomos de carbonos que sustentam a ligagdo dupla, por
serem caracteristicos em alguns tipo de esqueletos.

O espectro de RMN °C (tabela 12 e figura 11) de Db.2 apresentou um
dubleto em 124,0 ppm referente ao esqueleto Urs-12-eno (a-amirina); um
singleto em 145,0 ppm e um dubleto em 121,0 ppm referentes ao esqueleto
Olean-12-eno (B-amirina) e um singleto em 150,0 ppm e um tripleto em 109,0
ppm referentes ao esqueleto Lup-20(29)-eno (Lupeol). Notamos a presenca de
89 sinais de carbono.

Esta mistura apresentou varios sinais metilicos no RMN 'H (tabela 13 e
figura 12), um multipleto em 3,2 ppm, outro multipleto em 4,5-4,7 ppm referente

ao H-29 e um duplo dubleto em 5,2 ppm referente ao H-12.
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TABELA 12: Dados do espectro de RMN °C de D.b.2 (20 MHz, CDCl; ,ppm)

CARBONO ppm, ppm, ppm,
Multiplicidade a- Multiplicidade B- Multiplicidade

amirina amirina lupeol
01 38,6; t 38,6; t 38,7 t
02 26,9; t 27,2; t 27,3; t
03 78,0; d 78,0; d 78,0; d
04 38,8;s 38,7;s 38,8; s
05 55,2; d 55,2;d 55,3; d
06 18,3; t 18,3; t 18,3; t
07 36,6; t 32,6;t 34,3; t
08 40,8; s 39,7; s 40,8; s
09 47.6; d 476; d 50,4; d
10 36,9 s 36,9; s 371;s
11 23,5; t 23,5; t 20,9; t
12 124,0; d 121,0; d 251;t
13 - 145,0; s 38,0; d
14 42.0; s 41,7; s 42.8; s
15 29,3; t 27,9; t 27.,3; t
16 26,6; t 26,1; t 355 t
17 37,7 s 32,6; s 429 s
18 59,0; d 47,2; d 48,3; d
19 39,5; d 46,6; t 47 9. d
20 39,5; d 29.8; s 150,0; t
21 31,0; t 35,5; t 29,8; t
22 455; t 371 t 39,9; q
23 28,3; q 28,3; q 281; q
24 15,6; q 14,4; q 15,4; q
25 15,6; q 154; q 16,0; q
26 16,6; q 16,6; q 15,9; q
27 234, q 26,1; q 14,5; q
28 28,1, q 28,1; q 17,9; q
29 17,4, q 29.8; q 109,0; t
30 23,6; q 21,3; q 19.3; q

Tabela 13: Dados do espectro de RMN 'H de Db.2 (80 MHz, CDCl; , ppm)

PROTON ppm, multiplicidade
H-3 3,2;dd
H-12 5,2 ; dd

H-29 45-47:m
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Utilizamos ainda a cromatografia de fase gasosa (tabela 14 e figura 13)
na separacdo e identificacdo de triterpendides. Todas as analises foram
efetuadas utilizando as seguintes condigdes:

* coluna 3% OV-17 em Chromossorb WAP 100-120;

* temperatura da coluna 270 °C;

* temperatura do vaporizador 275 °C;

* temperatura do detector 290 °C;

* fluxo de N, igual a 30 ml/min.

TABELA 14: Tempos de retencao do esterdide e dos triterpenos padroes e

de Db.2.

PADROES T.R (Min)

Friedelina 35,51

Fridelanol 32,42

Lupeol 26,07

- amirina 22,34

Taraxerol 20,28

Estigmasterol 17,45

SUBSTANCIA Db.2 _ 21,74 e 26,08

Através de valores ja discutidos e de atribuicbes feita pela literatura
[15,16] , comprovou-se que se tratava de misturas de a-amirina, p-amirina e

lupeol.
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V.3 - Identificacdo de Db.3

HO™

Db.3

O espectro de IV (figura 14) permitiu detectar a banda forte em 3.410 cm”
correspondente ao estiramento de hidroxila associada [21]. A banda de
absorcdo a 1.030 cm”, foi relacionada ao estiramento C-O de alcoois, sendo
usual para hidroxi-esteroéis, quando a hidroxila esta ligada ao carbono trés [22].

Jones et. al. [23] determinaram que a frequéncia do estiramento da
ligacdo olefinica em esterdis, depende da posicdo da insaturagdo e quando
estas ligacbes estdo isoladas, encontramos absor¢des na faixa de 1.680 a 1.620
cm”. Pode ser observado no espectro de Db.2 que ocorrem absorcdes nesta
regido, embora mal resolvidas.

Entre 1.970-2.840 cm™, observa-se a presenca de bandas de forte
intensidade, que foram atribuidas ao estiramento de ligagbes C-H em carbonos
saturados, sendo que deformacdes relacionadas também ocorrem a 1.460;

1.440: 1.380 e 1.360 cm™.
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O espectro de RMN °C (figura 15 e tabela 15) mostra valores de
deslocamentos caracteristicos de carbonos olefinicos em 138,3 e 129,2 ppm da
ligacdo dupla entre os carbonos 22 e 23 da cadeia lateral;, em 140,0 e 121,6
ppm da dupla entre C-5 e C-8. Ja o espectro de RMN "H (figura 16 e tabela 16)
apresenta sinais entre 0,7 e 1,0 ppm referentes a metilas, multipletos entre 4,8
e 5,2 ppm atribuidos aos prétons sobre o carbono 22 e 23 e um duplo dubleto

em 5,3 ppm referente ao H-6.
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TABELA 15: Dados do espectro de RMN **C de Db.3 (CDCl, , 50 MHz , ppm )

CARBONO ppm, multiplicidade
01 37,2t
02 316;t
03 71,7;d
04 42,2 ; t
05 140,7 ; s
06 121,6;d
07 318t
08 31,8;d
09 50,0;d
10 364 ;s
11 21,0t
12 39,7 : t
13 42,0;s
14 56,7 ;d
15 242t
16 28,9 ;t
17 559,d
18 11,9;9
19 19,3;9
20 40,4;d
21 21,1;q
22 138,3;d
23 129,2;d
24 51,2,d
25 31.8;d
26 19,8, 9
27 19,8, 9
28 253,t

29 ) 12,2,q

*Mutiplicidade obtidas através do DEPT 135°e 90 °.
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TABELA 16: Dados do espectro de espectro de RMN 'H de Db.3 { CDCl; |

200 MHz , ppm).

PROTON  ppm, multiplicidade
H-3 35, m
H-6 48-55, dd
H-22 48-55m
H-23 48-55,m

De acordo com os dados obtidos, concluimos que trata-se do
estigmasterol . As atribui¢gdes foram realizadas e comparadas com as descritas

na literatura[24-27].
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V.4 - |dentificacdao de Db.4.

30

/20
20",

Db.4

A andlise do espectro de RMN 'H (figura 17) de Db.4 indicou tratar-se de
uma substancia polimetilénica do tipo terpénica, possivelmente um triterpendide,
em face aos sinais das metilas entre 0,7-1,0 ppm e um multipleto em 3,2 ppm
referente ao préton carbindlico.

A utilidade da RMN "H no estudo de triterpensides tem sido severamente
limitada pela concentragdo de sinais na regido de campo alto. Embora esta
deficiéncia tenha sido superada pelo desenvolvimento de espectrédmetro de alto
campo, a situagdo ainda permanece insatisfatéria pois consideraveis
informagdes estruturais usualmente ficam encoberta.

Uma técnica muito Util na identificacdo de triterpenos € a RMN °C, pois
os deslocamentos quimicos dos carbonos sp® sdo caracteristicos para cada
esqueleto, pelo menos no caso de triterpenos oxigenados apenas no C-3. No
espectro de RMN "°C de Db.4 (figura 18) temos sinais em 109,7 ppm e 150,47

ppm ambos caracteristicos do lupeol [28], conforme a tabela 17.



TABELA 17: Dados do espectro de RMN **C de Db.4 ( 20MHz, CDCls, ppm).

CARBONO ppm, multiplicidade
01 38,7t
02 27,3, t
03 79,0; d
04 38,8; s
05 55,2:d
06 18,3; t
07 34,2; t
08 427;s
09 50,4;d
10 37,1, s
11 20,8; t
12 252; t
13 37,3; d
14 42,7, s
15 27,0; t
16 35,3;t
17 427, s
18 48,7; d
19 47.8;d
20 150,4; s
21 29,7, t
22 39,7; t
23 27,9, q
24 15,3: 9
25 16,7; 9
26 15,6; q
27 14,7; 9
28 18,3; q
29 109,7; t
30 19,0; q

* Multiplicidades atribuidas através de DEPT 135 e 90°

Comparando-se esses dados com os da literatura [28-30}, observou que

se tratava de um triterpeno, o lupeol .
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V.5 - Identificacido de Dc.1.

Dc.1

O espectro de RMN °C (figura 19) mostra a presenc¢a de 35 carbonos
para substancia codificada como Dc.1 (tabela 18), sendo que seis destes sinais
aparecem na regiao de absor¢cdo de carbonos glicosidicos, correspondendo a
uma unidade de hexose.

O carbono secundario em 62,8 ppm no referido espectro de RMN **C
restringe a escolha da unidade glicosidica entre glicose e galactose. A
comparagdo dos deslocamentos quimicos dos outros sinais referentes a
unidade de acgucar com dados da literatura [31] confirmam a presenga de
glicose. Os dados do espectro de RMN 'H (tabela 19) mostram o sinal referente
ao préton anomérico H-1 em 5,3 ppm; influenciado pela insaturagdo no carbono
5; como um dubleto (mal resolvido).

A desprotecéo observada no C-3 da aglicona 78,2 ppm no espectro de

RMN "°C evidencia a ligagdo da glicose a este carbono e a ocorréncia de sinais
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para carbonos olefinicos em 122,0 ppm e 141,0 ppm indicam a presenca de
ligacdo dupla endociclica entre C-5 e C-6 . Este espectro mostra ainda
absorg¢des para seis grupos metilicos em 12,0 ppm até 20,0 ppm, que podem
ser correlacionados com os sinais para prétons metilicos observados entre 0,5 e
0,9 ppm no espectro de RMN 'H (figura 20).

Estes dados permitiram a identificacdo da substancia Dc.1 com 3-O-B-D

glicopiranositosterol [31].
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TABELA 18 : Dados do espectro de RMN "*C de Dc.1 (50 MHz, CsDsN, ppm).

CARBONO

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
01’
02’
03’
04’
0%’
06’

ppm, multiplicidade
37,5t
30,3;t
781:d
39,3:t
1410 s
122,0;d
32,2t
32,1:;d
504 ;d
370:s
21,3t
40,0t
425:s
56,9:d
245t
28,6 ;t
56,3 :d
12,0;q
19,2 q
36,4;d
19,0;q
342t
264 :t
4.1 ;d
29,5:d
19,5;q
20,0;q
234t
12,2, q
1026 ;d
754 :d
786 :;d
727 :.d
78,5 ;d
62,8 ;t
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TABELA 19: Dados do espectro de RMN 'H de Dc.1 (200MHz, CsDsN, ppm).

PROTON ppm, multiplicidade
H-3 2,3-2,9:m

CHz e CH, 0,6-2,2: m
H-1 5,3; sl

H-2 a H-6 4,0-4,7; m
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FIGURA 19: Espectro de RMN-C da substéncia Dc.1, CsDsN ,50 MHz.
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V.6 - Identificacdo de Ds.1.

Ds.1
Ao analisar o espectro no IV (figura 21), nota-se absorc¢des
caracteristicas de estiramento de O-H de acido carboxilico (devido a forte
ligacdo de hidrogénio) na regido entre 3.300 e 2.500 cm™ e carbonila em 1.700
cm . O carater aromatico pode ser observado pelas bandas em 1.440; 1.480 e
1.600 cm™.

Analisando-se o espectro de RMN 'H (figura 22 e tabela 20), foi possivel
verificar a existéncia de um sistema do tipo ABMN representada pelos sinais:
ddd em 6,9 ppm, atribuido ao H-5, um dd em 6,9 ppm representando o H-3, ao
H-4 o ddd em 7,5 ppm e ao H-6 o dd centrado em 7,8 ppm.

No espectro de RMN "C (figura 23 e tabela 21) verificam-se sinais de 7
carbonos, sendo 3 quaternarios, um correspondente a carbonila do acido em
172,6 ppm e dois outros atribuidos aos carbonos aromaticos, C-1 em 113,3 ppm
e o C-2 em 163,0 ppm sobre o qual se encontra a hidroxila. Os outros carbonos
ndo substituidos s&do representados pelos outros sinais: 131,2; 119,9; 136,6 e

116,0 ppm atribuidos a C-6; C-5; C-4 e C-3 respectivamente.
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Atribuicdes realizadas através das multiplicidades obtidas do DEPT 135 e

90° e comparadas com os dados da literatura [32] permitiu comprovar que se

tratava do acido salicilico.

TABELA 20:Dados do espectro de RMN 'H de Ds.1( (CDs),CO, 80MHz, ppm)

PROTON ppm, multiplicidade, (J)
H-3 6,9;dd; (1,5e7,5)
H-4 7.5 ddd: (2,0: 8,0 & 7,5)
H-5 6,9; ddd; (1,5; 8,0 e 7,5)
H-6 7.8: dd: (2,0 e 8,0)

TABELA 21:Dados do espectro de RMN'*C de Ds.1 ((CD;).CO, 20MHz, ppm)

CARBONO
01 113,3; s
02 163,0; s
03 116,0; d
04 136,6; d
05 119,9; d
06 131,2; d

1 172,6; s
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V.7 - Identificacdo de Ds.2.

30

420
29 -

Ds.2

A elucidacgao estrutural dessa substancia foi proposta por comparagéo de
dados do RMN 'H (figura 24) desta com os de Db.4, ocorrendo diferenca no
deslocamento quimico do préton sobre o C-3, que neste caso absorve em 4,4
ppm e ndo em 3,2 ppm como em Db.4. Esta desprotegdo é também confirmada
pelos dados obtidos no espectro de RMN C, onde o C-3 esta representado
pelo sinal em 80,6 ppm, enquanto que em Db.4 o deslocamento ocorre em 79,0
ppm. Outra confirmagdo é o fato de que o espectro de RMN '°C (figura 25)
apresenta seis sinais a mais que Db.4 sendo um deles referente a carbonila de
um éster, propondo uma acilagdo com acido hexandico. A tabela 22, mostra
dados que foram comparados com a literatura [28-30] confirmando a substancia

lupeol acilado com acido hexandico.
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TABELA 22: Dados do espectro de RMN *C de Ds.2 ( 20MHz, CDCl;, ppm).

CARBONO ppm, multiplicidade
01 38,2; t
02 27,3; t
03 80,6; d
04 38,3; s
05 55,3; d
06 18,2; t
o7 34,1;t
08 42 8; s
09 50,3; d
10 37,0; s
11 20,9; t
12 251;t
13 37,8;d
14 42.8; s
15 27.3; t
16 35,5;t
17 42.9; s
18 48,2; d
19 48,0; d
20 150,9; s
21 29,6; t
22 39.9;t
23 27,9, q
24 14,4, q
25 16,1; q
26 15,9; q
27 14,5; q
28 18,0; g
29 109,3; t
30 19,2; q
01 173,7; s
(024 34,8t
03 25,1; t
04 31,8; t
05 226;t
06’ 14,4, q

* Multiplicidades atribuidas através de DEPT 135 e 90°

78



=
©~

e e e ZHOAPOS “I9GD 7S HIOUBISANS UDH,-NINR P 083pdsd b2 VINOI

\cc../ \ﬂ/ m
J,.‘II.IJ —r —r— w
i ;K_, Loy Iy
_(_ 'l I 4
1B _
e A H
|

By e
Had

ac



ZHIN 02 1000 T ST E10UISqns € Oy NIAN 9p 01193459 167 VUNOL
omﬁ

w ue e.w a.m 08 901 ort 0z2 212

._fzj%_a_ﬁ]ﬁ I

\&&X\_:

1 o
8z
z
", =82
0z



ZHN 0T “10a) ‘7'sd erougisqns ep Ge[ LdAQ-O,,-NIAY 9p onoadsy ‘ez VNI

———

Hdd
08 00! 02 oyt 09t 08l 002 02z 0re
1 i 1 I L i P e i " 1 i i i 1 Py I
-
LI.
i : oz



VI - CONCLUSAO



O presente trabalho, contribui com dados quimicos para o conhecimento
da subfamilia Barnadesioideae, uma vez que apenas uma espécie da mesma foi
estudada quimicamente.

De D. brasiliensis, foram isolados o éster 3,4 dihidroxi cinamato de etila,
do qual nenhuma referéncia foi encontrada, entretanto na literatura outros
derivados dessa substancia sao citados [33]. Os triterpenos a-amirina, B-
amirina, lupeol e o o esteréide estigmasterol; os quais sdo substancias
amplamente distribuidas no reino vegetal [15].

De D. cryptocephallum foi isolado um glicosideo do esterdide mais
amplamente distribuido no reino vegetal, o sitosteril 3-B-D-glicopiranosideo, o
qual ja foi isolado de Prunella vulgaris [31].

De D. synacanthum foi isolado um derivado do lupeol, o hexanoato 3f3-
lup-20(29)-eno, substancia anteriormente isolada na subfamilia, em
Doniophyton anomalum que ocorre no Chile [34). Também isolou-se o acido
salicilico, metabdlito que assim como outros acidos hidroxi-benzdicos, tem uma
pequena distribuicdo , ocorrendo em quantidades menores do que os outros
derivados do &cido cinamico[35]. A questdo da ocorréncia do &acido salicilico
livre em plantas tem recebido uma nova importancia em vista de suas provaveis
fungdes, como um sinal metabdlito para a produgdo de energia em Arum lilies
[36] e com resisténcia induzida para patdgenes [37].

Trabalhos recentes indicam que a resisténcia de plantas de fumo contra
infecgbes de origem bacteriana e fungica, requer a presenga de acido salicilico.

Nesses estudos verificou-se que na presenga da enzima salicilato hidrolase,
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que degrada o &cido salicilico, as plantas sdo incapazes de resistir a esses
agentes patogénicos, mas esse quadro pode ser revertido com aplicagdo deste
acido [37].

Em relacgao a atividade bioldgica [38] alguns extratos mostraram-se ativos

ou parcialmente ativos, estes resultados podem ser visto no apéndice.
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VIl - APENDICE



VIil.1- BIOSSINTESE

VIL.1.1 - TERPENOIDES [02]

O acetil-S coenzima A (1), € o iniciador na biossintese do A&cido
mevaldnico, que leva ao isopreno, unidade estrutural basica dos terpendides e
esteroides (substancias como Db.3 e Dc.1). Esta grande classe de produtos
naturais inclui substancias como o a-pineno (do 6leo do pinho), a tujona (maior
constituinte do absinto), a artemisinina (ativo contra a malaria), o colesterol, o B-
caroteno e também o grupo fitol que faz parte da molécula de clorofila.

Quando as estruturas de substancias contendo dez carbonos
(monoterpenos) foram estabelecidas no século XIX, observou-se que estas
deviam conter numeros inteiros de unidades de cinco carbonos; além disto,
quando os monoterpenos eram pirolisados, produziam isopreno (2-
metilbutadieno), como maior produto de decomposigéo.

Foi entdo que especulagbes biogenéticas descreveram o isopreno como
unidade basica e surgiu a “Regra do Isopreno”, onde os terpendides eram
derivados de um numero inteiro de unidades de isopreno, unidos de um modo,
cabecga-cauda, com posteriores modificagbes devido a rearranjos € mudancgas
de grupos funcionais.

Mais tarde, com estudos utilizando marcagéo isotépica, descobriu-se que
o precursor do isopreno € o 3-R-acido mevaldnico (2) e o precursor deste é o

acetil-SCoA, como no esquema a seguir:
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j (D B_J NADPH

Os monoterpenos s&o formados a partir da combinagéo de duas unidades
de cinco carbonos. Atualmente, estd bem estabelecido que pirofosfato de
dimetilalila (4) é ionizado e sofre um ataque nucleofilico do pirofosfato de
isopentenila (3), para produzir o pirofosfato de geranila (5).

O pirofosfato de geranila (5), pode participar de dois processos. Ele pode
sofrer ataque de enzimas ciclase, as quais catalisam a formacao de
monoterpenos ciclicos, ou pode ser substrato para a feniltransferase, que
catalisa a formacdo do pirofosfato de farnesila (6), que é o precursor dos

sesquiterpendides (C+s), como ilustra o esquema a seguir.

85



HO % £ S s
e \//\)L - M descarboxilacio
? o P—O—P —O0H

H ATP |
(2) fosforilagdo 0 o
‘—
—

(3)

>
PP OH,CY )(I’{j\<H\ 0158 OPP
N

©) (5)

v

ciclases
monoterpenos

ciclicos

A

sesquiterpenos

A
F

v

&) i

1somerizagao

(7

86



VIi.1.2 - TRITERPENOIDES [02]

Os sesterpenos (Czs) sdo formados pelo mesmo mecanismo descrito
anteriormente, ou seja, o pirofosfato de geranila geranila condensa com o
pirofosfato de isopentenila (3), completando 25 atomos de carbono.

Os tritepenos (Cso)(substancias como Db.2, Db.4 e Ds.2), sdo formados
por um caminho diferente. A chave para o entendimento da biossintese destas
substancias, surgiu, a partir da descoberta de grandes quantidades da
substancia esqualeno (11) no éleo do figado de tubarao.

Duas unidades de pirofosfato de farnesila (6) se condensam, mas de
maneira cauda-cauda, diferente do modo cabeca-cauda observado para os
terpendides menores. O mecanismo atual, indica a formacdo de um

intermediario, (que possui um anel ciclopropano), o pirofosfato do presqualeno
(09).
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A formagao de triterpenos do tipo cicloartenol (14), ocorre a partir da

oxidag&o do esqualeno e alguns rearranjos, como esquematizado abaixo.

O, / NADPH
Esqualeno .

W

HO

HO

(14)
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A formacao de esterdides [Db.3 (16) e Dc.1 (17)] ocorre a partir da perda
de trés grupos metilas do cicloartenol, seguida do ganho de um grupo metila da

metionina [39].

cicloartenol (14)
3xMe, +Me’

(16)

HO (17)
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Triterpenos pentaciclicos, como o lupeol (20), a-amirina (22) e B-amirina
(21)[40], sao formados a partir da epoxidacéo seletiva do esqualeno, que resulta

no 2,3-oxidoesqualeno (18), em uma conformagao do tipo cadeira-cadeira-bote.

HO

(20) (21)

(22)
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Vil.1.3 - ACIDOS

A formacgao dos acidos cafeico (o qual a substancia Db.1 é derivada) e o

salicilico (Ds.1) ocorrem a partir do acido chiquimico (23).
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//\ N\ //\\\\ //\T/ o
D — | e ‘v
S { )
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VI1.2 - ENSAIO BIOLOGICO

VIl.2.1 - Atividade sobre Tripanossoma cruzi.

Ensaio realizado no Instituto de Microbiologia do Rio de Janeiro UFRJ,
por gentileza do prof. Fernando Steele da Cruz.

A doencga de Chagas se constitui em um dos principais problemas
brasileiros na area de saude publica, dado a sua alta incidéncia em nosso
territorio. Ela atinge ndo s6 o nosso pais, mas também varios paises da América
do Sul, América Central e Sul da América do Norte [38].

Varias providéncias seriam necessarias para a debelagéo da doenga, tais
como:

* diminuig&o de vetores;

* a urbanizagao;

* 0 saneamento;

* 0 controle do sangue transfusional, etc.

Todos os extratos brutos desse trabalho foram testados, sendo que

nenhum deles mostrou ser ativo contra o T. cruzi.
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VIl.2.2 - Ensaio de agao quimioprofilatica da

esquistossomose.

A esquistossomose, devido aos enormes prejuizos sdcio-econdémicos que
acarreta, ocupa lugar de destaque entre as helmitiases assinaladas no Brasil. A
sua incidéncia continua alta em varias regides do pais, devido a persisténcia da
higiene precaria e ao comportamento humano; pois o frequente contato com as
aguas infectadas torna dificil o controle e, consequentemente, facilita a
expansao da endemia [41].

Para combater o Schistossoma mansoni , trematédeo causador da
enfermidade, é necessario interromper seu ciclo evolutivo (Figura 26) [42].

Devido as restricées ao uso de moluscicidas sintéticos ja conhecidas,
como toxidade para os peixes e outros animais, biodegradacgao lenta, alto custo
e desenvolvimento de resisténcia [43,44] tem aumentado o interesse por
produtos naturais, principalmente extraidos de plantas.

Os ensaios para avaliagédo da atividade moluscicida foram realizados por
gentileza da Profa. Dra. Cecilia Pereira de Souza do Centro de Pesquisa “René

Racou” da FIOCRUZ, Belo Horizonte-MG.
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FIGURA 26: Ciclo do Schistossoma mansoni e pontos de ataque.
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Vil.2.2.a - Avaliagao da atividade moluscicida sobre

caramujos adultos.

A eliminagdo dos caramujos, por meio de moluscicidas, em cole¢des de
aguas naturais ou artificiais, seria uma forma de bloquear o ciclo evolutivo no
ponto de aparecimento das cercareas.

Assim os extratos brutos desse trabalho foram ensaiados contra
caramujos adultos de Biomphalaria glabrata , onde obtivemos resultados

positivos para todos extratos do D. brasiliensis, a 100 ppm de concentracgéo.

VIl.2.2.b - Avaliagao da atividade moluscicida sobre
desovas de caramujos.

Uma outra pratica profilatica seria a destruicdo dos ovos dos caramujos
antes da eclosao, o que ocorre, em média, 10 dias apds a postura [45].

Os extratos brutos desses vegetais foram testados para verificagdo de
suas atividades sobre desovas de B. glabrata, sendo que o extrato etandlico do

D. brasiliensis foi 0 Gnico que se mostrou parcialmente ativo a 100 ppm.
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