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RESUMO

Desde os tempos antigos, os produtos naturais sdo utilizados como fonte de
medicamentos, para prevenir e tratar doengas. Embora o0s extratos vegetais
continuem a ser utilizados como remédios, estes estdo sendo substituidos pelos
compostos ativos isolados dos extratos brutos e seus derivados sintéticos. Este
trabalho teve como objetivo o isolamento e a identificacdo estrutural dos principios
ativos do extrato das folhas de Zeyheria tuberculosa (Vell) Bureau e suas
quantificacdes por RMN H*. O extrato etandlico de Z. tuberculosa foi ativo no ensaio
de inibicdo da linfoproliferacdo. O extrato etandlico desta planta foi submetido a
analise cromatogréfica e o isolamento guiado pelo ensaio da linfoproliferacédo indicou
que a fracdo em cloroférmio era a mais ativa. A partir desta fracédo cloroférmica, dois
principais compostos foram isolados, ZTC9 e ZTC10. Estes compostos foram
analisados por RMN visando a elucidacdo estrutural e quantificacdo. A elucidacéo
estrutural detalhada destes dois compostos foi feita com base na andlise espectral
de RMN, incluindo experimentos 1D (H*, C'3, DEPT 90°, DEPT 135°) e 2D (COSY,
HSQC, HMBC e NOESY). Para o estudo da quantificacdo, uma série de cinco
solucbes foi preparada para cada composto, variando a concentracdo de ZTC9 e
ZTC10. Cada uma das solucdes foi submetida a um experimento de RMN H. A
partir dos espectros de RMN H! obtidos, alguns sinais selecionados foram
integrados e suas intensidades foram utilizadas para quantificar os compostos
presentes no extrato (6 5,39 e 6 2,33 para ZTC9; & 5,38 e 6 2,96 para ZTC10). Os
dados de RMN H* foram processados e analisados utilizando os softwares TOPSPIN
(Bruker) e SpinWorks. A analise dos espectros de RMN 1D e 2D identificou as
estruturas quimicas de ZTC9 e ZTC10, como sendo, respectivamente, Acido
Ursélico e Acido Oleandlico. Os estudos da quantificacdo de Acido Ursélico e Acido
Oleandlico indicaram, respectivamente, os valores de 43% e 45,9%, em massa, e

concentracdes de 4,71 x 10° mol.L™ e 5,04 x 10 ® mol.L™.

Palavras-chave: RMN, Acido Ursdlico, Acido Oleandlico, Quantificago.



ABSTRACT

Since ancient times, vegetables are used as source of medicine, to prevent and treat
disease. Although plants extracts continue to be used as medicine, it has been
replaced by the actives compounds isolated from crude extracts and its synthetic
derivatives. This study aimed at the isolation and the structural identification of the
actives principles extract of the leaves of Zeyheria tuberculosis (Vell) Bureau and its
quantification by H' NMR. The ethanolic extract of Z. tuberculosa was active in the
tests tripanossida of inhibition of *NO generation and lymphoproliferation. The
ethanol extract of this plant was submitted to chromatographic analysis and the
isolation process, guided by lymphoproliferation test, indicated that the fraction in
chloroform was the most active. From this chloroform fraction, two major compounds
were isolated, ZTC9 and ZTC10. These compounds were analyzed by NMR aiming
its structural elucidation and quantification. The detailed structural elucidation of
these two compounds was done on the basis of NMR spectral analysis, including 1D
experiments (H*, C*3, DEPT 90 and DEPT135) and 2D (COSY, HSQC, HMBC and
NOESY). For the quantification studies, a series of five solutions were prepared for
each compound by varying the concentration of ZTC9 and ZTC10. Each one of these
solutions was submitted to a H® NMR experiment. From the NMR H! spectra
obtained, some selected signals were integrated and its intensities used to quantify
the compounds present in the extract (6 5,38 and 6 2,33 for ZTC9; 6 5,38 and & 2,96
for ZTC10). The NMR H!' data had been processed and analyzed using the
TOPSPIN (Bruker) and SpinWorks softwares. The analysis of the spectra of 1D and
2D NMR identified the chemical structures of ZTC9 and ZTC10, as, respectively,
Ursolic Acid and Oleanolic Acid. The quantification studies of Ursolic Acid and
Oleanolic Acid showed, respectively, the values of 43% and 45,9%, in mass, and

concentration of 4,71 x10° mol.L™ and 5,04 x 10 mol.L™.

Key-words: NMR, Ursolic Acid, Oleanolic Acid, Quantification.



1. INTRODUCAO

Desde os tempos primitivos 0s vegetais S80 necessarios a existéncia da
sociedade como fonte de alimentos, de materiais para o vestuario, construcdo de
casas, defesa e ataque, na produgcédo de meios de transporte, como instrumento de
trabalhos artisticos, culturais e religiosos, no controle de pragas e ainda com fins
medicinais, para prevencao, tratamento e cura de doencas (PINTO et al., 2002;
SIMOES et al., 2003).

Dentro desse campo vasto de utilizagdo dos vegetais serd enfocado neste
trabalho apenas o seu potencial medicinal. Porém nem todos 0s vegetais possuem
propriedades medicinais. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta
medicinal como “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas para fins terapéuticos” (TORRES et al., 2005;
VEIGA JUNIOR et al., 2005).

As substancias que podem ser usadas na terapéutica sdo conhecidas como
metabdlitos secundarios, ndo sendo comuns a maioria das plantas, mas sao
caracteristicos de grupos taxondmicos como familia e género, possuindo funcdes
especificas que podem ser de defesa, atracdo, entre outras, e sdo classificados de
acordo com a sua rota biossintética (HARBORNE, 1999; MACEDO JUNIOR, 2007).

Dentre o0s metabdlitos secundarios existe a familia dos terpendides
conhecidos pelas suas funcdes fisiologicas e biolégicas, sendo usados como anti-
inflamatdrios, analgésicos, anti-tumorais e a¢des no sistema cardiovascular, tendo
0s triterpenos como um grupo importante (NIERO e MALHEIRQOS, 2007; PINTO et
al., 2008).

Os triterpenos (C30) originam-se da ciclizacdo do esqualeno, a exemplo do
Acido Oleandlico e seu isdbmero, o Acido Ursélico. Estes compostos triterpénicos
encontrados nas plantas apresentam efeitos hipoglicémico, antioxidante e anti-
hipertensivo. Este ultimo foi atribuido a um potente efeito diurético e natriurético
desses compostos (SOMOVA et al., 2003).

Até a década de 1950, houve pouco progresso na caracterizacdo dos
principios ativos e elucidacdo desses compostos secundarios presentes nas
espécies vegetais, por isso as plantas medicinais in natura e seus extratos

constituiam a maioria dos remédios, que naquela época eram de uso quase



exclusivo na terapéutica medicamentosa, 0s quais paulatinamente vém sendo
substituidos por medicamentos contendo as substancias ativas deles extraidos ou
seus derivados sintéticos (SOUZA et al., 2007; SIMOES et al., 2003).

A falta de progresso deveu-se as inumeras limitacbes existentes como o0s
métodos quimicos de andlise que consistiam no uso de reacdes para degradar,
derivatizar e identificar grupos funcionais, e a necessidade de grandes quantidades
da substancia a ser analisada, que na maioria das espécies sao isoladas na ordem
de miligramas (SOUZA et al., 2007).

Foi a partir do advento dos métodos fisicos de purificacdo e de andlise, como
a cromatografia gasosa (GC), a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), a
espectroscopia nha regido do Visivel, Ultravioleta e Infravermelho, além da
Ressonancia Magnética e Espectrometria de Massas, que a area dos produtos
naturais pdde se desenvolver (SOUZA et al., 2007).

O desenvolvimento da quimica analitica, designadamente, através dos
modernos métodos cromatograficos, espectrométricos, e radioimunolégicos,
apoiados em aparelhos cada vez mais sofisticados, possibilitou um melhor
conhecimento da composicdo quimica dos farmacos vegetais e da estrutura dos
seus componentes ativos (PEREIRA et al., 2005).

Também foram desenvolvidos bioensaios simplificados, que podem ser
utilizados em bancadas de laboratérios de quimica e sdo Uteis para direcionar a
selecdo de extratos, fracbes e substancias a serem isoladas (HAMBURGER e
HOSTETTMANN, 1991; MCLAVGHLIN et al., 1993).

Todas essas novas possibilidades analiticas permitem rapidez no isolamento
e identificacdo de substancias ativas inéditas e na aquisi¢cdo de informacfes sobre
constituintes em amostras complexas como 0s extratos vegetais, além do
reconhecimento de moléculas ja conhecidas, que de outro modo requereriam
investimentos em tempo e recursos materiais para 0s processos de isolamento e
identificacéo.

Frente a todo esse progresso, a substituicdo progressiva das plantas
medicinais e dos seus extratos pelos compostos reconhecidos como responsaveis
pela sua acao farmacoldgica, ndo representou apenas 0 surgimento de um grupo
novo de substancias, mas originou a identificacdo de uma nova possibilidade de
intervencao terapéutica (TORRES et al., 2005; SIMOES et al., 2003).



O principal motivo para essa substituicdo é o dificil controle de qualidade
quimica, fisica, farmacolégica ou toxicolégica dos extratos vegetais. Contudo, apesar
destas mudancas, a diversidade genética vegetal é bastante expressiva e poucas
espécies (15 a 17%) tém sido cientificamente estudadas para a avaliacdo de suas
qualidades, eficacia clinica e seguranca (TEIXEIRA et al., 2003; CALIXTO, 2007,
SOARES et al.,2006).

No Brasil, a Resolucdo RDC 17, propde o estudo das espécies para
comercializacdo, mas independente disso, as feiras livres e ervanarios, algumas
pequenas industrias e farmécias continuam comercializando tais espécies
desconhecidas cientificamente (TOLEDO et al., 2003).

Apesar dos riscos, a crescente comercializacdo é prova clara de que a
maioria da populacdo de baixa e média renda continua recorrendo as plantas
medicinais como Gnico alivio para seus males (IMS, 1992; SIMOES et al., 2003;
GUIMARAES et al., 2007). No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) divulgou que 65 — 80% da populacao dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados
basicos de satde (VEIGA JUNIOR et al., 2005; BAGATINI et al., 2007).

No Brasil, até 1996, a estimativa do consumo de medicamentos sintéticos era
em torno de 63%, adquiridos por apenas 20% da populagcédo. O restante utilizava os
produtos de origem natural, principalmente as plantas medicinais e seus extratos,
como a principal ou a Unica opcao terapéutica. Atualmente, 82% da populacdo
brasileira aproximadamente, utiliza produtos a base de ervas (AQUINO, 2007).

A recorréncia é devido ao fato de que, mesmo com a grande evolugédo da
medicina convencional a partir da segunda metade do século XX, ainda existem
dificuldades béasicas na sua utilizacdo pelas populacdes carentes, que vao desde o
acesso aos centros de atendimentos hospitalares a obtencdo de exames e
medicamentos (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Além disso, a facilidade na aquisi¢cdo de plantas, o baixo custo, a eficiéncia na
prevencao e no tratamento de doencas, e a tradicdo do uso de plantas medicinais,
contribuem para a grande utilizacdo desses produtos naturais pelas populagdes dos
paises em desenvolvimento (SIMOES et al., 2003).

Observa-se assim, a importancia e a necessidade de se chegar ndo apenas

ao fitotergpico (simples preparacdo tradicional a partir de partes de uma espécie

5



medicinal que tenha avaliada sua eficacia, inocuidade e qualidade), mas também ao
farmacoterapico (composto quimicamente definido e com atividade farmacoldgica
determinada). Tudo isso de acordo com as exigéncias da legislacdo em vigor e
considerando o0s aspectos de preservacdo das reservas naturais dentro da
perspectiva do desenvolvimento sustentavel (DI STASI, 1996; TOLEDO et al., 2003).

Neste contexto social em que as plantas medicinais adquirem importancia
como agentes terapéuticos, faz-se necessario ndo so a busca de provas cientificas
guanto a seguranca e eficacia terapéutica destas plantas, mas também o apoio
governamental com o objetivo de aproximar grupos de pesquisadores
interdisciplinares, multifuncionais e interinstitucionais, privilegiando aquelas
pesquisas que compreendem toda a cadeia de producdo de determinada espécie de
interesse até a determinacao de doses e ensaios clinicos, contribuindo desta forma,
para o desenvolvimento de novos fitoterdpicos e farmacoterapicos (BRESOLIN e
CECHINEL FILHO, 2003; TOLEDO et al., 2003).

1.1 Objetivo Geral

Contribuir para o estudo fitoquimico, guiado pelo bioensaio de inibicdo da

linfoproliferag&o in vitro, da espécie Zeyheria tuberculosa (Vell) Bureau.

1.2 Objetivos Especificos

Determinacéo e quantificacdo por RMN H* dos principios ativos do extrato
das folhas de Zeyheria tuberculosa (Vell) Bureau.

1.3 Justificativa

O nosso grupo faz parte do projeto do Milénio do Semi-Arido para o estudo da
biodiversidade do Semi-Arido nordestino, cabendo ao grupo realizar o estudo
fitoquimico (determinacgéo do principio ativo) de cinco espécies de plantas escolhidas
pelo IMSEAR (INSTITUTO DO MILENIO DO SEMI-ARIDO), com base em um
trabalho de selecdo de plantas ativas quanto a atividade tripanocida,

linfoproliferagédo, inibicdo de *NO e atividade antibibtica. Entre estas cinco espécies
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encontra-se a Zeyheria tuberculosa, cuja fracao cloroféormica da particdo do extrato
bruto das folhas, feita pelo IMSEAR, apresentou-se ativa quanto a inibicdo da
linfoproliferacdo e por isso a planta nos foi enviada para o isolamento do(s)

principio(s) ativo(s) responsavel(is) por esta atividade.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A espécie Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau

A espécie Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau (Figura 01), de acordo com a
linha filogenética de Arthur Cronquist (BASTOS, 2008) apresenta a seguinte
classificacdo sistematica:

Dominio: Eukaryota
Reino: Plantae
Sub reino: Viridaeplantae
Filo: Tracheophyta
Sub filo: Euphyllophytina
Infra filo: Radiatopses
Classe : Magnoliopsida
Sub classe : Lamiidae
Super ordem: Lamianae
Ordem: Scrophulariales
Familia: Bignoniaceae
Género: Zeyheria
Espécie: Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau

Figura 01. Zeyheria tuberculosa; (a) Folhas e Flores, (b) Frutos, (c) Sementes
(d) Casca (e) Madeira.

Fonte: http://www.achetudoeregiao.com.br/Arvores/Zeyheria_tuberculosa.htm, acessado em novembro de 2007.


http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Eukaryota_Domain.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Plantae_Kingdom.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Viridaeplantae_Subkingdom.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Tracheophyta_Phylum.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Euphyllophytina_Subphylum.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Radiatopses_Infraphylum.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Magnoliopsida_Class.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Lamiidae_Subclass.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Lamianae_Superorder.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Scrophulariales_Order.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Bignoniaceae_Family.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Zeyheria_Genus.asp
http://www.achetudoeregiao.com.br/Arvores/Zeyheria_tuberculosa.htm

A familia Bignoniaceae, € representada por mais de 100 géneros e 800
espécies com distribuicdo pantropical, sendo o maior numero de espécies desta
familia encontradas no Neotrépico (MACHADO et al., 2006).

O género Zeyheria € composto pelas espécies Z. barbata Miq., Z. digitada
Mig., Z. fluviatilis Mig., Z. hamburiana Corr. Mello, Z. kuntzei K. Shum., Z.
surinanmensis Miq., Z. velloziana Miers, Z. montana Mart., Z. digitalis (Vell.) Hoehne
e Z. tuberculosa (Vell) Bureau (BASTOS, 2008).

A espécie Z. tuberculosa recebe varios nomes populares como ipé-tabaco,
ipé-felpudo, bucho-de-carneiro, bucho-de-boi, ipé branco, bucho de bode e ocorre no
Brasil em area de mata atlantica a florestas deciduas de S&o Paulo a Pernambuco,
em altitudes de 50-1000 m (ZIDKO, 2002; LUCCHESE, 2006).

A arvore é de médio a grande porte, atinge mais de 30 m de altura. Possui
folhas em tufos terminais, opostas cruzadas, pentadigitadas, grandes (40-60 cm de
comprimento x 25-40 cm de largura), com peciolo longo (15-30 cm), grosso, rolico e
felpudo. A folha inteira, assim como o resto da planta, é recoberta por um tomento
espesso, semelhante a um veludo, pulverulento, sendo desta caracteristica a origem
do nome felpudo (FERREIRA e LUZ, 1985).

A inflorescéncia surge apés a brotacdo das folhas, em panicula terminal com
20-30 cm, densa, ereta, piramidal, felpuda, com dezenas de pequenas flores (menos
de 2 cm) pouco vistosas. O fruto possui cipsula do tipo siliqua, lenhosa, grande
(desde 13x10 cm até 20x15 cm), achatada, oval a oblonga e externamente
muricada, isto €, revestida de densas expansdes semelhantes a um pélo grosso,
com 1-2 cm de espessura, pulverulentas, sendo esta a razdo do nome da espécie, Z.
tuberculosa, termo alusivo a pequenas saliéncias; pelo mesmo motivo, vulgarmente
também é conhecida por bucho-de-boi (FERREIRA e LUZ, 1985).

As sementes sdo aladas, achatadas; nucleo cordiforme, branco-amarelado,
felpudo, com 2 cm ou menos de diametro e ndo possuem dorméncia, germinando
facilmente entre 1 e 2 semanas quando colocadas sob uma fina camada de solo ou
palha umidoso (FERREIRA e LUZ, 1985).

Espécies pertencentes a familia Bignoniaceae (Jacaranda micranta Cham.,
Tabebuia caraiba Bur., Tecoma sambucifolia Kunth e T. stans L.) foram bastante
utilizadas como anestésico, antiinflamatoério, anticoncepcional, antisifilitico e

antireumatico por culturas indigenas da América do Sul (BASTOS, 2008).



Quanto as espécies do género Zeyheria, as raizes da Z. montana sao
bastante usadas na medicina popular contra as doencas de pele. Ha indicacdo de
gue o extrato aquoso da Z. tuberculosa seja utilizado no tratamento do cancer, e
estudos biologicos realizados com o caule desta espécie revelou atividade
antimicrobiana (BASTOS, 2008; SILVEIRA et al., 1975; WEINBERG et al., 1976). A
fracdo cloroférmica desta espécie apresentou-se ativa quanto a inibicdo da
linfoproliferacéo, em testes feitos pelo IMSEAR.

A literatura descreve o estudo fitoquimico de trés espécies do género
Zeyheria: a Z. Montana M., onde da madeira (extratos benzénico e etandlico) foi
isolada uma naftoquinona, o Lapachol (1), e das raizes os quinoides a-Lapachona
(2), o Desidro-a-Lapachona (3) e o 4-hidroxi-a-Lapachona (4) (JACOME et al., 1999;
MAGANHA et al., 2006); a Z. digitalis (Vell.), de onde foi isolado a D-glicose (5), 0
Acido Veratrico (6), a Vanilina (7), o Lapachol (1), a lignana Zeyherol (8) e o
B-Sitosterol (9) (SILVEIRA et al., 1975; FACCIONE et al., 2004); e a Z. tuberculosa
(Vell) Bureau, onde do extrato da folha foram isolados a lignana Zeiherol (8), os
flavondides 5,6,7-Trimetoxiflavona (10), 5,6,7,8-Tetrametoxiflavona (11), 4’-Hidroxi-
5,6,7,8-Tetrametoxiflavona (12) e 3,5,7,8-Tetrametoxiflavona (13), o Lapachol (1), a-
Lapachona (2), o Desidro-a-Lapachona (3) o 4-Hidroxi-a-Lapachona (4) e o B-
Sitosterol (9) (BASTOS, 2008; GRAHAM et al., 2000; KUTNEY e HANSSEN, 1971;
WEINBERG et al.; 1976).
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2.2 Linfoproliferagao

A Linfoproliferacdo esta relacionada a imunomodulagéo, que € um mecanismo
fisiolégico de regulacdo da resposta imunolégica, que estimula ou suprime esta
resposta. Portanto, a imunomodulacdo divide-se em imunoestimulacdo e
imunossupressao (RUBEL, 2006).

A imunoestimulacéo implica diretamente na estimulacdo do sistema imune e
potencializacdo da resposta de defesa. Ao contrario, a imunossupressao implica
principalmente no decréscimo da atividade do sistema imune, ocorrendo devido a
varios fatores genéticos, ambientais e terapéuticos, favorecendo o estabelecimento
de infeccbes, mas sendo, porém, de suma importancia no sucesso dos transplantes
(PATWARDHAN et al., 1990; MAKARE et al., 2001).

A imunossupressdo pode ser ndo-especifica, como na administracdo de
agentes imunossupressores (medicamentos, radiacdo) ou pela diminuicdo de
linfécitos, ou pode ser especifica como na dessensibilizacdo ou administracao
simultdnea de antigenos e drogas imunossupressivas, sendo uma das principais
causas da imunossupressao a administracao de farmacos para impedir a rejeicdo de
um 6rgao transplantado ou o transplante de medula 6ssea (SILVA e FIGUEIREDO,
1998).

Nas ultimas décadas, o aumento do numero de 6rgaos transplantados levou a
um incremento e aperfeicoamento da terapéutica imunossupressora, objetivando a
preservacdo do 6rgao transplantado com um minimo de efeitos colaterais para o
doente. Mais de 40 doencas decorrentes de respostas imunoldgicas sdo passiveis
de tratamento com agentes inibidores da resposta imune (STITES et al., 2000).

As respostas imunes e inflamatérias podem ser modificadas por certas
classes de farmacos: Os corticosteréides, com acdo moduladora da ativacdo de
macrofagos (essa ativacdo leva a producdo de °*NO entre outros mediadores
imunoldgicos) e linfocitos, que suprimem as respostas imunes e reduzem a
inflamacéo; e os imunossupressores ndo corticosterdides que impedem a rejeicao de
orgaos transplantados e podem ser utilizados no tratamento da doenca auto-imune
(RUDNICK, 2003).

Considerando as necessidades de controle e equilibrio entre as duas

atividades (a imunoestimulagdo e a imunossupressédo) para o funcionamento
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imunolégico normal, a busca por novos medicamentos com baixa toxicidade e mais
eficazes no tratamento das imunopatologias, e o fato da grande diversidade vegetal
do nosso planeta poder ser uma importante fonte de substancias com atividade
imunomoduladora, desde a década de 80 a identificacdo e caracterizacdo de
compostos naturais com atividade imunomodulatéria tem se apresentado como érea
de interesse cientifico (COSTA et al., 2008; PHILLIPSON, 2003).

A linfoblastogénese, ou ensaio de proliferacao de linfécitos, € um dos modelos
in vitro empregados para avaliar o efeito desses compostos naturais sobre a

proliferagao celular (DEVI et al., 2003).

2.3 Consideracfes Gerais sobre Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN foi desenvolvida no final da década de 1940
objetivando-se o estudo das propriedades de nucleos atbmicos. Em 1951, os
guimicos perceberam que a espectroscopia de RMN também poderia ser usada para
determinar as estruturas de substancias organicas (SILVERSTEIN, 1998).

Segundo esse estudo, os nlcleos de alguns elementos, como H e *3C,
comportam-se como se fossem imas girando em torno de um eixo. Desta forma, se
um composto contendo H* ou C*? for colocado em um campo magnético muito forte
e irradiado simultaneamente com energia eletromagnética, os seus nucleos podem
absorver energia através de um processo chamado de ressonancia magnética.
Nesse contexto, “ressonancia” refere-se a transicdo do spin nuclear entre 0s niveis
de energia a e B em resposta a radiacdo de radiofrequiéncia (KOSKELA, 2005;
SILVERSTEIN, 1998).

Essa absorcdo de energia é quantizada e produz um espectro caracteristico
para o composto, sendo a absor¢cdo medida em espectrometros de RMN. Para isso
dois tipos de espectrometros podem ser utilizados: os de Onda Continua (OC) e os
de Transformada de Fourier (TF) (BENTO, 1997; GIL e GERALDES, 1987).

e Método de Onda Continua (CO):

No espectrometro de onda continua utiliza-se um ima que gera um campo

magnético e um oscilador de frequéncia de radio. A condicdo de ressonancia pode
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ser obtida de duas maneiras: irradiando a amostra com energia eletromagnética de
frequéncia variadvel, enquanto que o campo magnético é mantido constante, ou ainda
irradia-la com frequéncia constante, enquanto a forca do campo magnético € variada
(KOSKELA, 2005).

Estas duas abordagens séo chamadas de frequéncia varrida e campo varrido,
respectivamente, e nas duas técnicas, a amostra estd em continua irradiagdo da
radiofreqiiéncia transmitida. Cada nucleo é excitado individualmente, levando-se
varios minutos para ser fornecido o espectro, originado diretamente como uma
funcéo da frequéncia (BENTO, 1997; WILLIAMS e FLEMING, 1987).

e Método de Transformada de Fourier (TF)

Ao contrario do método OC, no qual cada ndcleo é irradiado com frequéncias
consecutivas, a amostra € irradiada por um pulso curto e poderoso de radio
freqiéncia, que excita todos os nucleos simultaneamente. Quando o0s nucleos
relaxam, produzem um sinal complexo chamado decaimento livre da indugéo (FID)
(GIL e GERALDES, 1987; SILVA, 2002).

Um computador converte as informacdes que sao fornecidas como uma funcao
do tempo (FID) para um formato em funcao da frequiéncia, através de uma operacéao
matematica chamada Transformada de Fourier, produzindo um espectro em poucos
segundos. Neste espectro podem ser explorados, entre outras caracteristicas, o
deslocamento quimico (posicdo do sinal), os acoplamentos (interacdes) mostrados

pelos sinais desdobrados e a area do pico (integracédo) (HOLLER et al., 2002).

e Deslocamento Quimico (6) em ppm

Em uma determinada molécula alguns nucleos estdo em regibes de maior
densidade eletrbnica do que os outros e, como resultado, os nucleos absorvem
energia  em forcas de campos magnéticos ligeiramente diferentes.
Consequentemente, 0s sinais para esses protons ocorrem em posicdes diferentes
no espectro de RMN. A posi¢do na qual um sinal aparece no espectro de RMN é

chamada deslocamento quimico, e esse deslocamento depende do ambiente
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magnético de cada nudcleo, do efeito anisotropico, do efeito do solvente e das
ligacGes de hidrogénio (GIL e GERALDES, 1987; SILVERSTEIN, 1998).

Os deslocamentos quimicos sdo medidos em uma escala de (d). Diz-se que os
sinais a esquerda do espectro aparecem em campo baixo (alta frequéncia) e aqueles
a direita aparecem em campo alto (baixa frequéncia). Uma caracteristica observada
€ a relacdo entre o nimero de sinais no espectro e o numero de diferentes tipos de
nacleos de hidrogénio no composto (PARELLA,1998; WILLIAMS e FLEMING, 1987).

e Acoplamento (J) em Hz

A multiplicidade de um sinal em um espectro de RMN aparece como uma
consequéncia das interagdes magnéticas entre nucleos com spin (I # 0) transmitido
através das ligacdes da molécula e isto é conhecido como acoplamento escalar
(spin-spin). O sinal de RMN de um nucleo acoplado para “n” nucleos equivalentes
com spin | sera dividido em um multipleto com (2nl+1) linhas (KOSKELA, 2005).

A distancia, em hertz (Hz), entre duas linhas, ou seja, entre dois picos adjacentes
de um sinal de RMN desdobrado, é chamado de constante de acoplamento (J). No
caso do acoplamento a trés ligagcdes em fragmentos H-C-C-H, o J ir4 depender do
angulo diedro, no qual a relacdo de Karplus correlaciona o valor da constante de
acoplamento com o angulo diedro (SILVA, 2002; MACKIN, 1996).

e Integracao

No célculo das areas de cada sinal, 0 mais importante ndo € a sua altura, mas a
area abaixo deste sinal. Esta area € proporcional ao niumero de hidrogénios que
deram origem ao sinal. O programa que gera 0 espectro mede essas areas
automaticamente e constroéi curvas de integracédo sob cada sinal (SHOOLERY, 1972;
SILVERSTEIN, 1998).

e Relaxagéo Nuclear

Existem dois tipos principais de processos de relaxacdo em RMN: a relaxagao

spin-rede (ou longitudinal) e a relaxagdo spin-spin (ou transversal). A relaxacéo
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longitudinal € um decaimento exponencial de primeira ordem, caracterizado por um
tempo de relaxagdo T; (tempo de vida médio dos nucleos no estado de maior
energia). A relaxacdo transversal também € um processo de primeira ordem, que
pode ser caracterizada por um tempo de relaxacdo T,, sendo a causa do
alargamento das linhas de RMN (MACKIN, 1996; HOLLER et al., 2002).

e RMN de C

Os espectros de C'® sdo normalmente menos complexos e mais faceis de
interpretar do que os espectros de RMN H!. Um aspecto dos espectros de RMN de
13C que simplifica o processo de interpretacdo é que cada nicleo de carbono em
uma molécula organica produz apenas um pico de RMN de C®, isto por que os
efeitos do acoplamento carbono-carbono, responsaveis pelo desdobramento de
sinais em picos multiplos, sédo cancelados (HOLLER et al., 2002; PARELLA,1998).

Os nucleos de C*® sdo de baixa abundancia, de pequena razdo giromagnética e
de sensibilidade baixa. Os espectros de RMN de C** s6 podem ser obtidos por
espectrometros de pulso de RMN TF, onde se torna possivel o acimulo de FIDs
(HOLLER et al., 2002; REIF et al., 1996).

e DEPTs

Na interpretacdo de um espectro de RMN de C* é de grande utilidade
identificar quais sinais pertencem ao nucleo de C (quaternario), CH (metinico), CH,
(metilénico) e CH3 (metila). Para as aplicacdes de rotina, os experimentos DEPT 90
e DEPT 135, sao suficientes. O DEPT 90 gera somente 0s sinais dos grupos CH,
enquanto que o DEPT 135 gera sinais negativos para os nucleos de carbono em
grupos CHy e sinais positivos para os grupos CH e CHs (SILVA, 2002).

e Experimentos de RMN Bidimensionais

- COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy)
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Um dos experimentos de RMN 2D aplicado ao 'H é chamado de
espectroscopia de correlagdo 'H - 'H (COSY). No espectro COSY, sinais de
correlacdo sédo observados quando dois ndcleos interagem um com 0 outro atraves
de um acoplamento escalar. Com esta técnica € possivel estabelecer as correlacdes
entre os hidrogénios que estdo acoplados por 23Ju4 (acoplamentos geminais e
vicinais), discernindo a multiplicidade dos sinais do espectro de RMN *H (PARELLA,
1998; KAISER, 2000).

- HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)

Através dessa técnica, que depende dos acoplamentos Jcn, pode-se
distinguir os carbonos que contém os hidrogénios ja anteriormente assinalados no
espectro de RMN'H, ou vice-versa. O espectro apresenta um eixo horizontal,
dimensdo F,, que corresponde ao &y e um eixo vertical, dimensédo Fi,
correspondente ao 6¢ (KAISER, 2000; SILVA et al., 2005).

- HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

O experimento HMBC, normalmente realizado para a caracterizacdo estrutural
de moléculas organicas naturais e sintéticas, € uma técnica de correlacdo
heteronuclear que fornece informacdes sobre as interacdes escalares entre prétons
e carbonos a longa distancia e separados por duas, trés ou quatro ligacdes

covalentes (SILVA et al., 2005; RICCIO et al., 2003).

- NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy)

O NOESY tem o aspecto de um COSY e a sua utilizacdo permite que
correlacdes espaciais, estreitamente espacadas, entre nucleos sejam observadas
simultaneamente em uma Unica experiéncia. Assim, esta técnica mostra as
correlagdes que envolvem interacdes devidas ao NOE entre hidrogénios que estao
espacialmente préximos, estabelecendo a configuragcdo de cada hidrogénio na
molécula, podendo definir a geometria molecular do composto em estudo (BENTO,
1997; KAISER, 2000).
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3. EXPERIMENTAL
3.1 Local de Realizagdo do Trabalho

A coleta do material botanico foi realizada em Salinas (MG) pelo grupo de
botanica da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), dentro do projeto
do Milénio de estudo da biodiversidade nordestina (IMSEAR).

Os procedimentos de preparagdo do extrato e de isolamento, purificacdo e
identificacdo estrutural dos constituintes quimicos do extrato etandlico das folhas de
Z. tuberculosa foram realizados nos Laboratérios de Pesquisa em Recursos Naturais
(Figura 02-a), e de Ressonéancia Magnética Nuclear (Figura 02-b), do Instituto de
Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas.

Os ensaios de atividades biologicas (inibitéria da linfoproliferacdo) dos
extratos e fracdes de Z. tuberculosa foram realizados no Laboratério de Engenharia

Tecidual e Imunofarmacologia do Centro de Pesquisas Gong¢alo Muniz da Fundacéao

Oswaldo Cruz em Salvador-BA.

Figura 02. Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais (a), Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear (b)

3.2 Material Botanico
A espécie Z. tuberculosa foi coletada em agosto de 2006, na cidade de
Salinas (MG), pela Dra. Tania Ribeiro, e selecionada no projeto do Milénio de estudo

da biodiversidade nordestina — IMSEAR. Uma exsicata encontra-se depositada no
Herbério de Plantas Medicinais da UEFS em Feira de Santana (BA), com o n° 186.
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3.3 Material, Equipamento, Método de Extracdo e Purificagéo

3.3.1 Solventes - Os solventes utilizados foram: etanol, hexano, cloroférmio, acetato
de etila, acetona, metanol e agua destilada, sendo que na preparacdo do extrato
bruto, nas particbes, filtracdes e colunas cromatograficas os solventes utilizados
foram destilados no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais, enquanto que
nas cristalizagoes e recristalizacbes foram utilizados solventes de grau PA (Merck).

3.3.2 Andlise cromatografica - O adsorvente utilizado nas filtracdes e separacdes
cromatograficas em coluna foi o gel de silica G 60 (70-230 Mesh ASTM, Merck,
Darmstadt - Alemanha) e nas andlises feitas através de cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizou-se como adsorvente a silica gel 60 PF254 da Merck
(Darmstadt - Alemanha). Na preparacdo das placas de CCD foi utilizado um
espalhador mecanico com espessura de 0,25 mm, para a distribuicdo da suspenséo
de silica com agua destilada (10 mL) sobre as placas de vidro, que foram ativadas
em estufa a 100° por uma hora. Também foram utilizadas placas de CCD da Merck
(Merck, Darmstadt - Alemanha); o comprimento e o diametro das colunas utilizadas
variaram conforme as quantidades das amostras e de gel de silica utilizados. A

quantidade da silica foi de 20 a 25 vezes a quantidade da amostra.

3.3.4 Reveladores - Os cromogramas nas cromatoplacas foram visualizados por
irradiacdo com Luz na regido do Ultravioleta (UV), nos comprimentos de onda 254 e
366 nm, por imersdo em cuba com lodo, seguindo-se por borrifacdo com Sulfato
Cérico, ou Anisaldeido, ou solucio de Acido Fosfomolibdico 5% ou solugdo de
Liebermann-Burchard. As placas apds borrifacdo foram aquecidas em estufa por 5

minutos, a 100 °C.

- Para a solucdo de Sulfato Cérico dissolveu-se 2,1 g de Ce(SO,4), em uma solucdo
contendo 21 mL de H,S0,4 e 50 mL de agua destilada. Em seguida adicionou-se mais
agua destilada completando o volume da soluc&o para 300 mL.

- Para a solucdo de Anisaldeido foi preparada uma mistura de 3 mL de Anisaldeido
com 150 mL de Acido Acético Glacial, a qual foi adicionada a uma solugéo de 6 mL
de H,S04 e 141 mL de agua destilada.
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- Para a solugdo de Acido Fosfomolibdico 5% dissolveu-se 5 g de Acido
Fosfomolibdico em 100 ml de Alcool Etilico a quente (80-90°C), por 5 minutos.

- Para a solucédo de Liebermann-Burchard misturou-se 50 mL de Anidrido Acético

com 10 gotas de Acido Sulfarico concentrado.

3.3.5 Método de Extracdo - Na preparagdo do extrato etandlico utilizou-se uma
forrageira para trituracdo das folhas (Nogueira, Itapia - Sdo Paulo) e um extrator de
aco inoxidavel para extracdo (Fabra - Sdo Paulo). As concentracfes das solucdes
contendo grandes volumes de solventes foram efetuadas em evaporador rotativo
sob presséao reduzida, enquanto que as soluc¢des contendo pequenos volumes foram

concentradas a temperatura ambiente em capela de exaustao.

3.3.6 Método de Purificacdo - O procedimento de isolamento do principio ativo do
extrato etandlico envolveu um conjunto de técnicas seqiienciais como: a particao
liquido-liquido, a coluna filtrante de silica, a cromatografia em coluna de silica e
cristalizacdo. Esse conjunto de técnicas fez-se necessario por que o extrato bruto da
planta utilizada € rico em diversos componentes e sua andlise cromatogréfica direta
seria extremamente trabalhosa, por isso 0 uso prévio da parti¢cao liquido-liquido e da
coluna filtrante permitiu o fracionamento do extrato etandlico bruto em misturas
menos complexas e em numero pequeno, facilitando o trabalho de isolamento. A
pureza das substancias isoladas foi visualizada pela obtencdo de uma s6 mancha na

placa cromatografica, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes.

3.3.7 Espectrometros - Os espectros de RMN unidimensionais (H*, C**, DEPT 135,
DEPT 90) e bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e NOESY) foram realizados em
espectrometro BRUKER AVANCE (400 MHz para H!' e 100 MHz para C'%). Os
deslocamentos quimicos dos sinais dos carbonos dos solventes deuterados
utilizados foram expressos em escala de & (delta). A espectrometria de massas foi
realizada em aparelho Shimadzu, modelo GCMS-QP5050A acoplado ao
cromatografo gasoso. Foram obtidos os espectros de massas por ionizagdo quimica
com isobutano no modo positivo. Os espectros na regido do Infravermelho da

substancia ZTC9, foram feitos em solucdo de KBr na forma de pastilhas.

20



3.3.8 Polarimetro - A rotacdo Optica foi realizada em polarimetro Rudolph Research
Analytical (AUTOPOL IV, Automatic Polarimeter), em cubeta de 10 cm, utilizando-se

o comprimento de onda de 589 nm a temperatura de 26,6 °C.

3.4 Etapas de Isolamento do Principio Ativo

3.4.1 Preparacao do Extrato Etandlico Bruto das Folhas de Z. tuberculosa

As folhas secas de Z. tuberculosa (5400 g) foram trituradas a p6 em uma
forrageira (Nogueira, Itapira — S&o Paulo). O material depois de pulverizado foi
submetido a extracdo com 20 L de Etanol a 90 % a temperatura ambiente (26x1 °C)
por 3 dias e filtrado. O procedimento de extracdo com o residuo foi repetido por trés
vezes. Apés evaporacgdo do solvente por destilacdo a pressao reduzida em aparelho
rotatorio a 50 °C e remocao da agua residual em dessecador obteve-se o respectivo
extrato bruto (600,45 @), identificado como ZTB.

3.4.2 Particéo Liquido-Liquido do Extrato ZTB das Folhas de Z. tuberculosa

Uma suspensdo de 100 g do extrato etandlico bruto em uma solucédo de
Agua/Metanol (3:2) foi extraida sucessivamente com Hexano (4 x 500 mL),
Cloroférmio (4 x 500 mL), Acetato de Etila (4 x 500 mL) e Butanol (4 x 500 mL). O
processo foi realizado seis vezes. Apdés remocao do solvente por destilacdo a
presséo reduzida foram obtidas seis fracdes em Hexano (ZTP1) (90,30 g; 13,59 %),
Cloroférmio (ZTP2) (223,60 g; 33,65 %), Acetato de Etila (ZTP3) (25,40 g; 3,82 %);
Butanol | (ZTP4) (15,45 g; 2,33 %), Butanol Il (ZTP5) (20,70 g; 3,11 %) e
Hidroalcoolica (ZTP6) (220,5 g; 20,39 %) (Fluxograma 1, p. 22).

A particdo com Butanol deu origem a duas fracdes: ZTP4 e ZTPS5. Isto
aconteceu porque a medida que a fase butandlica foi sendo concentrada as
primeiras coletas apresentaram-se como sendo um concentrado oleoso, ja as
tltimas coletas quando concentradas mostraram-se solidas, por isso a fase foi
separada em duas fracdes, butandlica | (oleosa) e butandlica Il (sélida).

No projeto do Milénio do Semi-Arido estas fracdes ja tinham sido preparadas

e submetidas aos ensaios de atividade inibitéria da linfoproliferacdo, na
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FIOCRUZ/BA. A fragdo cloroférmica apresentou-se ativa quanto a inibicdo da
linfoproliferagdo. Por isso, a ZTP2 também foi a fragdo escolhida, nesta nova

particdo, para dar continuidade ao processo de isolamento do principio ativo.

Fluxograma 1. Particdo Liquido-Liquido do Extrato ZTB das Folhas de

Z. tuberculosa.

Folhas de Zeyheria tuberculosa
(5400 g)

Extracdo com Etanol

Extrato Etandlico Bruto
(600 g)

- Solubilizagao em Metanol
- Particado com Hexano

Fragao em Hexano

(90,30 g)

Fragao Hidroalcoolica

- Solubilizada em agua
- Particdo com Cloroférmio

Fragao em Cloroférmio

Fracao Hidroalcoolica
(223,60 g)

- Particdo com Acetato de Etila

Fragdao em Acetato de Etila Fragao Hidroalcoolica

(25,40 g)
- Particdo com Butanol
Fragao em Butanol | e | Fragao Hidroélcéolica
(15,45 g e 20,70 g) (220,50 g)

3.4.3 Filtracdo da Fracédo ZTP2 Proveniente do Extrato ZTB

ApoOs solubilizacdo em Cloroférmio, a fracdo ZTP2 (215,0 g) foi incorporada
em gel de silica ativada utilizando como solvente: Hexano, Cloroférmio, Metanol e

mistura dos mesmos, fornecendo nove fragdes identificadas conforme mostra a
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tabela 01, as quais foram submetidas a andlise comparativa através de CCD e
reveladas com Anisaldeido, Sulfato Cérico e/ou vapores de lodo.

A andlise das fracdes provenientes da ZTP2 em CCD serviu de suporte para
esta proxima cromatografia, onde foi selecionada para fracionamento a fracdo em
cloroférmio identificada por ZTF3. Esta fracdo foi escolhida porque estava mais pura

a olho nu.

Tabela 01. Filtragdo da Fragdo ZTP2 Proveniente do Extrato ZTB

Fracdo da Filtracao Peso da Amostra
Hexano (ZTF1) 0,40g
Hexano/Cloroférmio 1:1 (ZTF2) 105,80 g
Cloroférmio (ZTF3) 10,80 g
Cloroférmio/Metanol 2% (ZTF4) 15,759
Cloroférmio/Metanol 5% (ZTF5) 12,259
Cloroférmio/Metanol 10% (ZTF6) 21,25¢g
Cloroférmio/Metanol 20% (ZTF7) 24,50 g
Cloroférmio/Metanol 1:1 (ZTF8) 13,25¢g
Metanol (ZTF9) 9,009

3.4.4 Filtracdo da Fracédo ZTF3 Proveniente da Fracao ZTP2

A fracdo ZTF3 (10,50 g) de cor verde-escura, apds solubilizacdo em
cloroférmio, foi incorporada em silica gel ativada e submetida a cromatografia em
uma coluna de silica (200 g). Foram utilizados como solventes: Hexano, Cloroférmio,
Metanol e mistura dos mesmos, fornecendo oito fragdes, conforme mostra a tabela
02 (p. 24).

Essas fracdes foram submetidas a analise comparativa através de CCD e

reveladas com Anisaldeido, Sulfato Cérico e/ou vapores de lodo.
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Tabela 02. Filtracdo da Fracdo ZTF3 Proveniente da Fracédo ZTP2

Fracéo da Filtracao Peso da Amostra
Hexano/Cloroférmio 1:1 (ZTF3.1) 0,06 g
Cloroférmio (ZTF3.2) 2,55¢g
Cloroférmio/Metanol 2% (ZTF3.3) 525¢g
Cloroférmio/Metanol 5% (ZTF3.4) 1,809
Cloroférmio/Metanol 10% (ZTF3.5) 0,50¢g
Cloroférmio/Metanol 20% (ZTF3.6) 0,16 g
Cloroférmio/Metanol 1:1 (ZTF3.7) 0,07 g
Metanol (ZTF3.8) 0,03 g

3.4.5 Filtracdo da Fracédo ZTF3.3 Proveniente da Fracdo ZTF3

Apébs a andlise das fracdes da filtracdo da ZTF3 através de cromatografia em
camada delgada (CCD) e revelacdo com Sulfato Cérico, foi realizada entdo uma
filtracdo com a fracéo identificada como ZTF3.3 (5,0 g) de maior massa. Esta fracdo
foi solubilizada em Cloroférmio e incorporada em gel de silica ativada utilizando
como solventes: Hexano, Cloroférmio, Metanol e mistura dos mesmos, fornecendo
cinco fra¢cBes, identificadas como mostra a tabela 03.

Essas fracbes foram submetidas a analise comparativa através de CCD
usando Sulfato Cérico como revelador. Todas as fracbes desta filtragdo mostraram
ser iguais na CCD e por isso foram reunidas e fracionadas em uma coluna

cromatografica.

Tabela 03. Filtracdo da Fracdo ZTF3.3 Proveniente da Fracdo ZTF3

Fracao da Filtracao Peso da Amostra
Hexano/Cloroférmio 30 % (ZTF3.3.1) 2,209
Hexano/Cloroférmio 30 % (ZTF3.3.2) 1,30g
Hexano/Cloroférmio 1:1 (ZTF3.3.3) 1,15¢g
Hexano/Cloroformio 1:1 (ZTF3.3.4) 0,109
Cloroférmio (ZTF3.3.5) 0,05¢
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3.4.6 Fracionamento Cromatografico |, Cristalizacdo e Recristalizacdo das
Fracdes Reunidas da Filtragdo da ZTF3.3

O material obtido apds a reunido das fracdes da filtracdo da ZTF3.3 (4,80 g),
foi solubilizado em Cloroférmio, incorporado em silica (8 g) e submetido a uma
cromatografia em coluna de silica gel. Foram utilizados como fase movel os
seguintes solventes: Hexano, Cloroférmio, Metanol e misturas destes. Foram
coletadas 85 subfracbes com um volume de 5 mL cada. Essas subfracbes, apos
andlise comparativa através de CCD, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes e
revelagdo com &cido fosfomolibidico e sulfato cérico, foram reunidas conforme a
Tabela 04 (p. 26).

As subfracdes, na analise comparativa através de CCD, mostravam uma
grande quantidade de clorofila. O trabalho de isolamento de constituintes de extratos
de folhas normalmente apresenta como problema a remocéo da clorofila, pois a sua
natureza quimica e cor forte se torna um problema na purificacdo dos compostos.

Para a remocdo da clorofila, as fracdes foram lavadas com acetona. O
processo foi satisfatorio, possibilitando a cristalizacdo de um soélido de cor branca,
que foi separado de sua agua-mée de cor verde por filtragdo em funil de buckman.

O solido foi solubilizado com Etanol (P. A.), a quente, a seguir submetido a
ultrassom e ap6s 24 h, foi filtrado em um funil de Buchner. Seguiram-se
recristalizacbes de cada subfracdo e andlise em CCD. A subfracdo (48 — 78)
mostrou dois pontos na placa e devido a quantidade foi selecionada para
fracionamento em coluna (ll).

As subfracdes (1), (2 - 4) e (79 - 85) ndo foram trabalhadas devido a pequena
guantidade e complexidade demonstrada em CCD. As demais subfracdes
codificadas conforme mostra a Tabela 04 (p. 26) demonstraram em CCD apenas um
ponto na placa, e apesar da semelhanca entre si receberam coédigos diferentes e

foram levadas para analise de RMN.
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Tabela 04. Fracionamento Cromatografico das Fracfes Reunidas da Filtracdo da
Fracdo ZTF3.3

Subfracoes Condigao de Eluigdo Massa (g) das Substancias
Reunidas Subfracdes Isoladas
(2) Cloroférmio/Hexano 1:1 0,12

(2-4) Cloroférmio/Hexano 2:1 0,08

5-9) Cloroférmio/Hexano 2:1 0,59 ZTC1
(10 -19) Cloroférmio/Hexano 2:1 0,68 ZTC2
(20 - 21) Cloroférmio/Hexano 2:1 0,24 ZTC3
(22 - 31) Cloroférmio/Hexano 2:1 1,04 ZTC4
(32 -34) Cloroférmio 0,53 ZTC5
(35-47) Cloroférmio 1,98 ZTC6
(48 —78) Cloroférmio/Metanol 5 % 4,55

(79 — 85) Cloroférmio/Metanol10 % 0,04

3.4.7 Fracionamento Cromatogréafico Il, Cristalizacdo e Recristalizacdo da

Subfracéo (48 — 78) Proveniente da Colunall

A subfracdo (48 — 78) (4,00 g), proveniente da coluna | foi solubilizada em
Cloroféormio/Metanol 5%, incorporada em gel de silica e submetida a uma
cromatografia em coluna de silica (100 g). Foram coletadas 56 subfragdes com um
volume médio de 5 mL cada, utilizando-se como fase mével Hexano, Cloroférmio,
Metanol e mistura destes. Essas subfracdes, apds analise comparativa através de
CCD, utilizando-se diferentes sistemas de eluentes e revelacdo com Acido

Fosfomolibidico e Sulfato Cérico, foram reunidas em 8 grupos (Tabela 05, p 27).
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Tabela 05. Fracionamento Cromatografico da Subfracdo (48 — 78)

Subfracbes Reunidas Condicado de Eluicdo Massa(g) Substancias Isoladas

(1-3) Hexano/Cloroférmio 0,81
(30%, 40%, 50%)
(4-12) Hexano/Cloroférmio 0,31

(60%, 80%)
Cloroférmio e

(13-19) Cloroférmio/Metanol 0,41 Z1C7
(2%, 5%)

(20 - 26) Cloroférmio/Metanol 0,18 7TCS
(5%, 10%)

(27 - 31) Cloroférmio/Metanol 0,17 ZTC9
(10%, 20%)

(32 - 34) Cloroférmio/Metanol 0,30
(20%)
Cloroférmio/Metanol

(35-42) 0,79
(20%, 50%)

(43 -56) Metanol 0,39

As subfracdes (1 - 3) e (4 - 12) sao oleosas e mostraram-se complexas em
CCD, As subfracdes (32 - 34), (35 - 42) e (43 - 56) demostraram, ap0s analise
comparativa em CCD, possuirem o mesmo sélido encontrado na subfracéo (27 - 31),
além de varias outras substancias, e por isso nao foram trabalhadas. As subfracdes
(13 - 19), (20 -26) e (27 - 31), apresentaram um Unico ponto em CCD, foram
solubilizadas com Etanol (P. A.) a quente, a seguir submetido a ultrassom. Apés 24
h, foram filtradas em um funil de Bichner.

Apos recristalizacdes sucessivas em Etanol, obteve-se um produto sélido de
cor branca, para cada uma das trés amostras codificadas como mostra a Tabela 05.

Estas trés subfracdes foram submetidas a analise de RMN.
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3.4.8 Fracionamento Cromatogréfico lll, Cristalizacdo e Recristalizacdo da
Fracdo ZTF3.2

A fracdo ZTF3.2, tabela 02 (p. 24), (2,30 g) foi lavada com acetona, seguindo-
se cristalizacdo de grande quantidade de um solido de cor branca, que foi separado
de sua agua-mae de cor verde com o auxilio de uma pipeta. O soélido foi entédo
recristalizado em Etanol (PA). A analise em CCD mostrou mais de um ponto na
placa, sendo necessario o seu fracionamento cromatografico.

A fracdo ZTF3.2 (2,30 g) foi solubilizada em Cloroférmio, incorporada em gel
de silica e submetida a uma cromatografia em coluna de gel de silica (50 g). Foram
coletadas 35 subfracbes com um volume médio de 5 mL cada, utilizando-se como
fase mével Hexano, Cloroférmio e mistura destes.

Essas subfracdes, ap6s analise comparativa através de CCD, utilizando-se
diferentes sistemas de eluentes e revelacdo com acido fosfomolibidico e sulfato
cérico, mostraram-se puras e semelhantes as subfracdes (ZTC 1 - 6) ja isoladas da
coluna |. Apesar da semelhanca, as fragcbes 10, 19 e 27, escolhidas de forma
aleatoria, receberam codigos diferentes como ZTC10, ZTC11 e ZTC12 (Tabela 06),
sendo entdo enviadas para identificacdo e posterior comparagcdo com as subfracoes
isoladas da coluna I.

Tabela 06. Fracionamento Cromatogréafico da Fracdo ZTF3.2

Subfragdes Condicdo de Eluicdo Massa(g) sybstancias Isoladas
(10) CIorofc’)rrg:i(i)/Hexano 0.06 2TC10
(19) CIorofc’)rrg:i(i)/Hexano 0.11 7TC11
27) Clorofér?:i(l)/Hexano 0.09 7TC12
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3.5 Prospeccdao Fitoquimica

Foram realizados os testes de prospeccéo fitoquimica com o extrato ZTB das
folnas da Zeyheria tuberculosa, seguindo-se a descricdo de Matos, 1997. Os
métodos utilizados nesta abordagem sdo apenas qualitativos. Para os testes foram
utilizados sete tubos de ensaio, numerados de 1 a 7. Em cada tubo foram colocados

3 mg do extrato solubilizados em 4 mL de Etanol.

3.5.1. Teste para Fendis e Taninos

Para esse teste foram utilizadas duas soluc¢des que ja estavam preparadas:

- Solucéo de cloreto férrico (FeCl3) — Adicionou-se 9 g de FeCl; em 50 mL de
agua destilada contendo 2 mL de &cido cloridrico 3 mol.L™. Em seguida completou-

se o0 volume para 100 mL com etanol, em um baldo volumétrico.

- Solugéo de HCI 3 mol.L™ — Adicionou-se 33,3 mL de HCI concentrado em

agua destilada suficiente para 100 mL de solu¢do, em um baldo volumétrico.

No tubo de ensaio de nimero 1 foram adicionadas trés gotas de solucéo
alcodlica de FeCl; 1 mol.L™. Agitou-se bem e observou-se a variacdo de cor e a
formacao de precipitado verde escuro abundante. Este resultado foi comparado com
um teste em branco, usando-se agua e FeCl;. A coloragdo variando entre azul e
vermelho é indicativo de fendis. A formacdo de um precipitado azul escuro indica a
presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis). A cor verde indica a presenca

de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

3.5.2 Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides

Para este teste foi preparada um solucdo de NaOH 1 mol.L™ dissolvendo-se 4
g deste reagente em agua destilada para 100 mL de solucdo em baldo volumétrico.
O tubo de nimero 2 foi acidulado com HCI 3 mol.L™ a pH 3 e os tubos 3 e 4 foram

alcalinizados com NaOH 1 mol.L™ a pH 8,5 e 11, respectivamente. A observacdo de
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qualquer mudanca da coloracdo da solucdo foi interpretada como mostrado na

tabela 07.

Tabela 07. Variacdo de Coloracdo Observada nos Tubos (1)

Cor
Constituintes Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Acido Alcalino Alcalino
pH =3 pH =8,5 pH=11
Antocianinas e Antocianidinas Vermelha Lilas Azul — Purpura
Flavonas, Flavondis e Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha Vermelha - Vermelho Purpuro

Flavanonois

Vermelho Laranja

3.5.3 Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavononas

O tubo 5 foi acidulado por adicdo de HCI 3 mol.L™* até pH 1 - 3 e o tubo 6 foi

alcalinizado com NaOH 1 mol.L™ até pH 11. Os tubos foram cuidadosamente

aguecidos. Foi observada modificacdo na coloracdo por comparacdo com os tubos

com pH correspondentes usados no teste anterior. A interpretagéo dos resultados foi

feita como mostrado na tabela 08.

Tabela 08. Variacdo de Coloracdo Observada nos Tubos (1)

Cor
Constituintes Tubo 5 Tubo 6
Meio Acido Meio Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -

Catequinas (Taninos Catéquicos)
Flavononas

Pardo-amarelada

Vermelho Laranja
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3.5.4 Teste para Flavondis, Flavanonas, Flavanondis e Xantonas

No tubo de numero 7, foram adicionados alguns miligramas de magnésio
granulado e 0,5 mL de HCI concentrado. Aguardou-se o término da reacao indicado
pelo fim da efervescéncia. Comparou-se a cor dos tubos 5 e 7 (acidificados). O

aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha € indicativo da presenca de

flavondis, flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

3.5.5 Teste para Esteroides e Triterpenoides

Adicionou-se 10 mL de uma solucdo etandlica do extrato em um béquer e
deixou-se secar em banho-maria. Extraiu-se o residuo seco do béquer com trés
porcdes de 2 mL de CHCIs. Filtrou-se a solucdo cloroférmica em um pequeno funil
fechado com um pouco de algoddo, coberta com uma pequena quantidade de
Na SO, anidro, para um tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido
acético e agitou-se suavemente. Juntou-se cuidadosamente trés gotas de H,SO,
concentrado. Tornou-se a agitar suavemente, e foi observado se havia o rpido
desenvolvimento de cores. A coloracdo azul seguida da verde permanente é um
indicativo da presenca de esterodides livres. A coloragdo parda até vermelha indica

triterpendides pentaciclicos livres.

3.5.6 Teste para Saponinas

Os residuos insoluveis em cloroférmio, separados no teste anterior, foram
solubilizados em agua destilada e a solucado foi filtrada para um tubo de ensaio.
Agitou-se fortemente o tubo com a solucédo, por trés minutos e observou-se a
formacdo da espuma. Uma espuma persistente e abundante (colarinho) indica a

presencga de saponinas.
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3.5.7 Teste para Alcal6ides

O extrato foi colocado em um tubo de ensaio, solubilizado com metanol e
submetido a CCD. Apos eluicéo, a placa foi revelada com reagente de Dragendorff.

O surgimento de manchas de cor alaranjada sugere a presenca de alcaloides.

- Preparacdo do reagente de Dragendorff — 5 g de Subnitrato de Bismuto
foram solubilizados em 50 mL de agua, seguido da adicdo de 12 mL de HCIl. Em
seguida, adicionou-se lentamente e sob agitacdo, 25 g de lodeto de Potassio. Apos
a dissolucédo, o volume foi completado com agua destilada para 100 mL de solucao
em baldo volumétrico. A 25 mL desta solucéo foram adicionados 18 mL de Acido
Acético glacial e completou-se o volume para 100 mL com agua destilada, obtendo-

se o reagente de Dragendorff.

3.5.8 Teste para Antraquinonas, Antronas e Cumarinas

Foram marcados pontos com o extrato em uma placa cromatografica, a qual
foi eluida em cloroférmio. A placa foi borrifada com uma solu¢éo de Hidroxido de
Potassio a 10%. Observou-se a presenca das cores indicativas com luz na regido do
UV a 365nm. A cor vermelha indica antraquinona, a amarela indica antrona e a azul

indica cumarina.

3.6 Ensaio Bioldgico

As folhas de Z. tuberculosa foram submetidas aos bioensaios de
citotoxicidade, sendo utilizadas células de bago de camundongos isogénicos,
inibicdo da linfoproliferagcdo e atividade tripanocida in vitro. Os bioensaios foram
executados pelo grupo da professora Dra. Milena Botelho Pereira Soares. A
metodologia seguida foi publicada por Costa, 2004.

Todas as etapas experimentais, desde a preparacao do extrato etandlico bruto

até o isolamento das substéncias, estéo representadas no fluxograma 2 (p. 33).
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Fluxograma 2. Esquema geral das etapas experimentais

- Seca e pulverizada
- Extragdo com ETOH

- Bioprospeccéo

- Particéo
- Bioensaio
ZTP1 ZTP3 ZTP4 ZTPS ZTP6
(90,3g) (25,49) (15,459) (20,79) (220,59)
- Quantificagdo da ZTC9 e ZTC10
- Filtragdo 1
ZTF1 ZTF2 ZTF4 ZTF5 ZTF6 ZTF7 ZTF8 ZTF9
(0,49) ||(105,89) (15,759) || (12,259) | | (21,259) | | (24,59) || (13,259) (99)

- Filtragdo 2

| |
ZTF3.1 ZTF3.4 ZTF3.5 ZTF3.6 ZTF3.7 ZTF3.8
(0.069) (1,809) (0,509) (0,169) (0,07g) (0,03g)
- Cristalizagéo
- Recristalizagéo - Filtragdo 3
- Coluna lll
I |
- Coluna |
F@Q) F (2-4) F (79-85)
(0,129) (0,08g) (0,049)
- Cristalizacéo
- Cristalizacédo o
o - Recristalizagéo
- Recristalizagdo - Coluna Il
I I I |
F(1-3) F (4-12) F(32-34) F(35-42) F(43-56)
(0,819) (0,319) (0,309) (0,79g) (0,399)

- Cristalizacé@o
- Recristalizagdo
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3.7 Resultado da Prospeccéo Fitoquimica do Extrato ZTB das Folhas de

Z.tuberculosa

A prospeccao fitoquimica teve como objetivo conhecer 0s constituintes
quimicos e/ou avaliar sua presenca no extrato da planta. Esta metodologia €
importante quando nao se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse.

A analise fitoquimica preliminar indica os grupos de metabdlitos secundarios
relevantes. Caso o interesse esteja restrito a uma classe especifica de constituintes
ou substancias responsaveis por certa atividade biolodgica, a investigacdo sera
direcionada para o isolamento e elucidagdo estrutural das substancias desejadas
(ESTEVAM, 2006).

A prospeccédo fitoquimica do extrato etandlico (ZTB) obtido da folha de Z.
tuberculosa sugeriu 0s seguintes constituintes quimicos: taninos, flavononas,
flavonais, xantonas, esteroides, triterpenos e saponinas (Tabela 09). Sendo que das
fracOes da particdo do ZTB que foram submetidas aos ensaios bioldgicos, a fracédo
gue mostrou atividade foi a cloroférmica (ZTP2), e desta somente foram isolados

triterpenos, em grande quantidade.

Tabela 09. Resultado da Prospeccdo Fitoquimica do Extrato ZTB da Folha de
Z. tuberculosa

Extrato ZTB da Folha de
Z. tuberculosa
1- Fendis -
2- Taninos +
1- Antocianinas -
2- Antocianidinas -
3- Flavonoides -
1- Leucoantocianidinas -
2- Catequinas -
3- Flavononas +
1- Flavonois +
2- Flavanonois -
3- Xantonas +
1- Esteroides +
+
+

Constituintes Quimicos

2- Triterpenos

1- Saponinas

1- Alcaloides -
1- Antraquinonas -
2- Antronas -
3- Cumarinas -
(+) - Presente; (-) - Ausente.
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3.8 Resultado do Bioensaio

3.8.1 Atividade Citotoxica do Extrato e Fracfes das Folhas de Z. tuberculosa

Foi feita uma avaliagdo da citotoxicidade com o objetivo de escolher as
concentracfes do extrato e fragcbes a serem utilizados no bioensaio de atividade
inibitéria da linfoproliferacdo. As concentracfes escolhidas foram aquelas que
apresentaram uma toxicidade de até 30%. Para a frac&o cloroférmica, da particdo do
extrato bruto das folhas de Z. tuberculosa, que foi a fracdo ativa e por isso a
escolhida para fracionamento neste trabalho, foi determinada a concentracdo de 0,1

mg.mL™.

3.8.2 Atividade Inibitéria da Linfoproliferacdo in vitro, da Fracdo Cloroféormica

das Folhas de Z. tuberculosa

A fragdo cloroférmica (ZTP2) da particdo do extrato ZTB das folhas da
espécie Z. tuberculosa apresentou 99,28% de atividade inibidora da linfoproliferacao
(Tabela 10). Sendo que desta fracdo ZTP2 foram isolados dois triterpenos

pentaciclicos, em grande quantidade.

Tabela 10. Apresentacdo dos Resultados Obtidos Neste Trabalho Acerca da
Atividade Inibitéria da Linfoproliferacdo da Fracdo Ativa ZTP2 da Particdo da Folha
de Z. tuberculosa.

Parte ~. % Inibicdo .
da_ Fragao CONCENUAcAC gqipro. % TriRANC
planta g- ConA'!
Clorofér
Folha mio 0,1 99,28 Em teste
(ZTP2)

o Inib. Linfo. ConA: Fracdes com inibicdo > 80% sao consideradas ativas;
@ o4 Tripanocida: Fragdes com reducéo > 50% sao consideradas ativas.

Sendo assim, apesar da auséncia de resultados do ensaio da fracdo
cloroféormica quanto a atividade tripanocida e de néo terem sido feitos os bioensaios
com 0s compostos isolados da fracdo ZTP2, os dados sdo promissores para esta

fracao.
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3.9 Identificacdo Estrutural das Substancias Isoladas da Fracdo ZTP2

Da fracéo ativa ZTP2 da particdo do extrato ZTB (Fluxograma 1, p. 21) foram
isoladas doze substancias em quantidades significativas. Desses isolados, seis
vieram do fracionamento cromatogréfico (coluna 1) das fra¢cdes reunidas da filtracdo
da ZTF3.3, trés vieram do fracionamento cromatografico (coluna IlI) da subfracdo
(48 — 78) e trés vieram do fracionamento cromatografico (coluna lIll) da fracdo
ZTF3.2.

Os espectros de RMN 'H e *C dessas amostras comprovaram que as
substancias codificadas como ZTC1, ZTC2, ZTC3, ZTC4, ZTC5, ZTC6, ZTC10,
ZTC11l e ZTC12, sao iguais entre si, e aquelas codificados como ZTC7, ZTC8, ZTC9
também sado iguais entre si, por isso foram tomadas para dar continuidade a
identificacdo apenas as substancias ZTC9 e ZTC10.

3.10 Identificacédo Estrutural da Substancia Codificada como ZTC9
¢ Infravermelho (1V)
A carbonila carboxilica (1690,79 cm™) e o grupo hidroxila (3434,39 cm™) da

ZTC9 foram confirmados por andlise do espectro do composto na regido do
Infravermelho (IV) (Figuras 03), (MAHATO e KUNDU, 1994; BARBOSA, 2007).

ES'BIST

61'859FL

Sl §58Z

64 D69+

3000 2000 1000
Figura 03. Espectro da Substancia ZTC9 na Regido do Infravermelho
[Y=Transmitancia/X=ntmero de ondas (cm™)]
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e RMN 1D H?

A anélise do espectro de RMN H* da substancia codificada como ZTC9, obtido
a 400 MHz em CDCI3/MeOD (3:1) (Figura 04, p. 38), mostrou 7 sinais na regido mais
blindada entre & 1,03 e 1,36; sendo 5 simpletos (s) (6 1,03; 1,09; 1,19; 1,23; 1,36)
atribuidos a hidrogénios de grupos metilas ligados a carbonos ndo hidrogenados e 2
dupletos (d) (6 1,13; J =6,4 Hz e & 1,20; J=8,0 Hz) relativos aos prétons de metilas
ligadas a carbonos monohidrogenados (Figura 05, p. 38); um sinal em & 3,43 na
forma de um duplo dupleto (dd) com constantes de acoplamento (J) ( 5,20 Hz e
10,80 Hz), relativo ao hidrogénio carbindlico que esta orientado em posicdo axial; um
sinal em & 5,49 ftripleto (t) com J = 3,60 Hz, relativo ao hidrogénio olefinico (Figura
04, p. 38) (ARAUJO e CHAVES, 2005; JUNGES et al., 2000).

A anélise conjunta do espectro de H' com os espectros DEPTs, HSQC e
COSY, permitiu a identificacdo de 19 sinais na forma de multipletos (m), sendo 18
relativos aos préotons de grupos metilénicos H (6 1,27; 1,91), H (6 1,26; 1,85), H (6
1,64; 1,80), H (6 1,61; 1,79), H (6 1,33; 2,17), H (6 1,79; 2,18), H (6 1,90; 2,27), H (&
1,60; 1,75), H (6 1,88; 1,94) e um sinal relativo a um préton de grupo metinico H (&
1,78), e 4 sinais, sob a forma de dupletos, relativos aos hidrogénios metinicos em &
0,99 (J=10,48 Hz), © 2,45 (J=11,4 Hz), 6 1,21 (J=8,1Hz) e & 1,12 (J=6,44), referentes
a prétons de grupos metinicos. Todos os deslocamentos quimicos dos sinais do
espectro de H' encontram-se na tabela 11 (p. 56).
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A anélise comparativa dos espectros de *3C (Figuras 06 e 07, p. 39-40), DEPT
90° (Figuras 08 e 09, p. 40-41) e DEPT 135° (Figura 10, p. 41) da substancia ZTC9

de 30 atomos de carbonos: sendo 7

evidenciou uma molécula com um total
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carbonos metilicos (6 14,75; 15,00; 16,31; 16,34; 20,36; 22,28; 27,39) e 9 carbonos
metilénicos (& 17,88; 22,80; 23,76; 26,22; 27,58; 30,22; 32,66; 36,43; 38,35),
segundo o DEPT de 135°, 7 carbonos metinicos (& 38,60; 38,72; 47,22; 52,54,
54,96; 78,15; 125,13), conforme o DEPT de 90° e 7 carbonos néo hidrogenados (&
36,48; 38,24; 39,07; 41,63; 47,45; 137,85; 180,26), sendo um deles um grupo
carbonila, segundo o espectro **C por diferenca com os DEPTs de 90° e 135°
(SILVA, 2006; SOLOMONS e FRYHLE, 2005), conferindo a molécula a indicacao de

um esqueleto ursanico.
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Figura 06. Espectro de RMN C*® de ZTC9 com Expanséo, Solvente CDCls/MeOD
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Os valores de deslocamento quimico sugerem a presenca de uma carbonila
de um grupo acido em & 180,26. O sinal em & 78,15 indica a presenca de um
carbono carbindlico e os sinais em & 125,13 e & 137,86 indicam a existéncia na
molécula de uma ligacao dupla do tipo trissubstituida, ligacdo esta caracteristica dos
esqueletos ursanicos e oleananicos (MAHATO e KUNDU, 1994). A analise completa
dos deslocamentos quimicos do RMN *3C encontra-se na tabela 11 (p. 56).

e RMN 2D

Para se obter um mapeamento estrutural mais preciso do composto, do que
utilizando somente as técnicas unidimensionais e dados de possiveis compostos
similares da literatura, foram utilizados as técnicas bidimensionais de RMN (HSQC,
HMBC, COSY e NOESY), que permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos
que possuam alguma relacdo escalar ("Jun; "Jcn) ou espacial (H,H- ou H,C —-NOE)
entre si (CARVALHO e BRAZ FILHO, 1992; KAISER, 2000; MALHEIROS et al.,
1996).

A andlise dos espectros de RMN de 'H e *C da substancia codificada como
ZTC9 demonstraram a natureza dos prétons e dos carbonos. Os espectros de °C e
DEPTs de 90° e 135° possibilitaram a identificacdo dos sinais dos carbonos quanto
aos grupos metila, metileno, metinico e quanto aos carbonos nédo hidrogenados, mas
a numeracao dos sinais de carbono foi feita através dos espectros de RMN COSY e
HMBC. A identificacdo dos hidrogénios dos grupos foi feita via RMN HSQC (Figuras
11 e 12, p. 43), que mostrou a correlacdo direta destes com 0s seus respectivos

carbonos (Tabela 11, p. 56).
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Através do espectro de HSQC observou-se todas as correlacdes
diretas C-H como indicado na tabela 11 (p.56). Este espectro confirma as
correlagdes do hidrogénio carbindlico (6 3,43) com o carbono & 78,15; do hidrogénio
vinilico (6 5,49) com carbono & 125,13 e dos hidrogénios metilicos (6 1,03; 1,09;
1,13; 1,19; 1,20; 1,23; 1,36) com o0s seus respectivos carbonos (& 15,00; 16,31;
16,34; 14,75; 20,36; 27,39; 22,88).

O espectro de RMN de COSY (Figuras 13 a 16, p. 45-46) mostrou as
correlaces entre os hidrogénios que estdo acoplados por #3J, 4 (acoplamentos
geminais e vicinais) e ainda por “®Ju4, permitindo assim a montagem de
microfragmentos da estrutura.

Acoplamentos geminais: Hia (8 1,27) e Hig (8 1,91), Hoa (& 1,26) € Hoz (8
1,85), Hea (3 1,64) € Heg (5 1,80), H7a (8 1,61) € Hzg (B 1,79), Hi1a (B 1,33) € Hiig (B
2,17), Hisa (6 1,79) € Hisg (6 2,18), Hiea (& 1,90) € Hies (6 2,27), Ho1a (6 1,60) € Haip
(6 1,75), Haza (6 1,88) e Haos (6 1,94).

Acoplamentos vicinais: Hia (d 1,27) e Hag (5 1,85), Hig (5 1,91) e Hoa (B 1,26),
His (& 1,91) € Hog (6 1,85), Hog (6 1,85) e H3 (8 3,43), Haa (0 1,26) e H3 (8 3,43), Hs
(6 0,99) e Hega (0 1,64), Hs (3 0,99) e Hep (O 1,80), Hea (0 1,64) € H7g (0 1,79), Hep (O
1,80) e Hza (0 1,61), Hg (& 1,78) e Hiia (© 1,33), Hg (6 1,78) € Hiig (6 2,17), Hi1a (O
1,33) e Hi2 (6 5,49), Hi1p (8 2,17) € Hi2 (8 5,49), Hisg (6 2,18) € Hiea (8 1,90), Hisg (O
2,18) e Hiep (0 2,27), Hig (0 2,45) € Hig (O 1,21), Hao (& 1,12) € Hz1a (8 1,60), Hoo (O
1,12) e Hz15 (8 1,75), Ha1a (0 1,60) € Hooa (8 1,88), Haia (8 1,60) € Hoos (0 1,94).

Hidrogénios acoplados por *°Jy n: Has (3 1,23) € Has (5 1,03), Hg (5 1,78) e Hag
(6 1,09), Hi2 (8 5,49) e Hig (6 2,45), His (8 2,45) e H21a (8 1,60), Hig (6 2,45) e Haa (6
1,88).
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A analise do espectro HMBC (Figuras 17 e 18, p. 47-48) (correlacdo H-C a
longa distancia) foi responsavel pela unido dos fragmentos definidos pela analise do
espectro COSY, devido as interacbes observadas entre atomos de carbono néo
hidrogenados. A analise do espectro NOESY (Figuras 19 e 20, p. 48-49) (correlacdo
H-H espacial) permitiu extrair informagfes relacionadas com a estereoquimica da
molécula. A montagem completa da estrutura da ZTC9 esta descrita na figura 21 (p.
50).
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Figura 17. Espectro de RMN 2D HMBC de ZTC9, Solvente CDCI3/MeOD 3:1
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Figura 20. Expansao (1) do Espectro de RMN 2D NOESY de ZTC9, Solvente
CDCl3/MeOD 3:1

A figura 21 (p. 50) refere-se & montagem estrutural do composto ZTC9
através de dados de RMN bidimensionais e mostra alguns fragmentos (a-f) em
vermelho montados com base nas correlacbes observadas no espectro COSY
(Figura 23, p. 52) e a ligacdo destes em linhas pontilhadas, sugeridas através das
correlacdes observadas nos espectros HMBC e NOESY (Figuras 22 e 24, p. 51-52),

e com base nos principais valores de #3J, e *%Jc .
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Figura 22. Correlagbes Observadas no Espectro HMBC de ZTC9.
(@ **Jch; (b) Wep; (€) Nep; (d) e
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Figura 23. Correlaces Observadas no Espectro COSY de ZTC9

Figura 24. Correlagcbes Observadas no Espectro NOESY de ZTC9
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Determinados os fragmentos a-f (Figuras 21 e 23, p. 50-52), partiu-se para
definicdo de como estes estéo interligados atraveés dos carbonos ndo hidrogenados,
sendo utilizado para isso as correlacdes observadas no espectro HMBC (Figuras 21
e 22, p. 50-51), >3Jc: Partindo-se do fragmento a observa-se que o Cs (5 78,15)
esta correlacionado com os hidrogénios das metilas Cy3 (04 1,23) e Cy4 (64 1,03) e
que o C, (0 38,24) quaternario correlaciona com o H-3 (6 3,43) e, com 0s
hidrogénios das duas metilas Co3 (On 1,23) e Cos (O 1,03), que estdo
correlacionadas entre si (esta correlacdo em W também €& mostrada no espectro
COSY), isto confirma que estas metilas estdo no mesmo carbono, a a hidroxila; o
espectro NOESY mostra ainda que a metila Cy3 (64 1,23) estd espacialmente
préxima ao hidrogénio carbindlico H-3 (& 3,43), pois ha correlacdo do H-3 (6 3,43)
carbindlico, que se encontra na posicao axial conforme definido pelo espectro de
RMN H', com o H-23 (5 1,23), na posicdo equatorial o H-5 (3 0,99), esti
correlacionado com o Cyg (8 36,48) quaternario, o qual mostra ainda correlacdo com
o H-1 (6 1,91) e com os hidrogénios do C, (& 26,22) e da metila Cys (6 14,75) [cujos
hidrogénios também correlacionam com o C; (® 38,35) e Cq (6 47,22)]. O espectro
NOESY mostra ainda a correlagéo do hidrogénio do C;3 (6 78,15) com o H-5 (6 0,99),
confirmando que realmente o Cs (6 54,96) é o carbono monohidrogenado que esta
ligado ao C,4 (6 38,24). Logo, tem-se que o fragmento a esta ligado através do Cs (6
78,15) ao C,4 (O 38,24), que por sua vez esta ligado as duas metilas Cy3 (0 27,39) e
C24 (0 15,00) e ao Cs (0 54,96), que esta ligado ao Cyq (0 36,48), que se liga a metila
C2s (0 14,75) e ao C; (d 38,35), fechando o primeiro ciclo.

Partindo do fragmento b, observa-se que os hidrogénios do C; (& 32,66)
correlacionam com o Cg (6 39,07) quaternario, que mostra correlacdo com o0s
hidrogénios do C;; (d 27,58) e das metilas Cy (5 16,31) e Cy7 (d 22,88), sendo que o
Cu4 (© 41,63) quaternario também mostra correlacdo com estas mesmas metilas e
ainda com um dos hidrogénios do C; (6 32,66), porém observa-se que o carbono C;
(06 32,66) esta ligado ao Cg (6 39,07) e ndo ao Ci4 (6 41,63), porque 0 Ci4 (6 41,63)
mostra correlacdo com hidrogénios mais distantes, os H dos carbonos C;5 (6 22,80)
e Cis (0 52,54), que pertencem ao quarto ciclo, enquanto que todas as correlacdes
do Cg (6 39,07) restringem-se aos segundo e terceiro ciclos. Tem-se ainda que 0 Cq
(0 47,22) esta correlacionado com os hidrogénios das metilas Cs5 (0 14,75) e Cys (0
16,31) e também com os hidrogénios do Ci; (6 27,58), C; (6 38,35) e Cs (0 54,96)
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comprovando que ele é o carbono monohidrogenado pertencente ao segundo e
terceiro ciclos. Considerando que o Cyo (® 36,48) € o Unico carbono quaternario que
correlaciona com a metila Cys (& 14,75), cujos hidrogénios correlacionam com o
carbono C; (© 38,35) e Cq (6 47,22), confirma-se que esta metila esta ligada ao Cjo
(® 36,48), e este esta ligado ao Cy (6 47,22) [O Cyo (0 36,48) também esti
correlacionado com o H-9 (6 1,78). Consequentemente, confirma-se que o fragmento
b esta ligado através do C; (& 32,66) ao carbono Cg (6 39,07), que esta ligado a
metila Cy (0 16,31) e ao Co (& 47,22), que se liga a Cyo (0 36,48) fechando o
segundo ciclo.

Considerando agora o fragmento c, observa-se que os hidrogénios do Ci; (&
27,58) estdo correlacionados com o Cg (6 47,22) e com 0 Cg (6 39,07), e que 0 H-12
(® 5,49) mostra correlagdo com o C;3 (6 137,85), altamente desprotegido, e com o
carbono quaternario Ci4 (& 41,63), sendo que este mostra correlagdo com 0s
hidrogénios das metilas Cys (0 16,31) e C,7 (0 22,88). Logo, tem-se que o fragmento
c esta ligado através do Cg (0 47,22) ao Cg (0 39,07), que esta ligado a metila Cys (O
16,31) e ao Cy4 (® 41,63), o qual se liga ao Ci3 (& 137,85), que se funde ao
fragmento c através do C;; (& 125,13), fechando o terceiro ciclo.

Os outros fragmentos e as demais ligacbes estdo mostradas na figura 22
(p. 51). Todas as correlagdes observadas nos espectros HMBC, COSY e NOESY,
qgue proporcionaram a determinacdo estrutural da substancia ZTC9, identificada
como sendo um triterpeno da classe ursanica conhecido como Acido Ursélico
(rotacdo especifica [0]p?®®=+242°, CHCls/MeOH 1:1) (Figura 25, p. 55), estdo
demonstradas nas figuras 22 (p. 51), 23 (p. 52) e 24 (p. 52), respectivamente.

54



HO

5
//&
Z
-
~

Figura 25. Estrutura do (+)-Acido Ursélico (ZTC9)

Os valores dos deslocamentos dos sinais mostrados nos espectros
unidimensionais e bidimensionais e suas respectivas correlacbes podem ser vistas
na tabela 11 (p. 56).

Segundo Silva, 2006, das fracbes ativas da folha da Mansoa hirsuta, com
atividade tripanocida, foi isolado um triterpeno pentaciclico conhecido como Acido
Ursélico. O Acido Ursolico foi testado contra as cepas Y e CL de Trypanossoma
cruzi, e apresentou CLigo= 0,8 mg.mL™ para cepa CL (MAFEZOLI et al., 2000), além
de demonstrar atividade significativa na concentracdo de 1,2 e 0,8 mg.mL™ contra

formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi (LEITE et al., 2001).
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Tabela 11. Dados de RMN H, *C (DEPT 90° e 135°), HSQC, HMBC, COSY e NOESY, para a Amostra ZTC9. Valores de
Deslocamento Quimico em ppm, Solvente CDCl3/MeOD 3:1.

C13 Ht HMBC COosYy NOESY
Carbon gc*® SH! SH! SHa SHb SHa SHb
1 CH, 3835 1,27m; 1,91m 1,19 (H-25) 127 (Ha); o1 vy DO (D18 (H2): 127 (H-L): iég é:;g]

1,91 (H-1); 1,85 (H-2); 3,43 (H-3); [1,27 (H-1);

2 CH, 2622 1,26m; 1,85m 1,27 (H-1); 1,91 (H-1); 3,43 (H-3) 1,26 (H-2); [1,85 (H-2)] 1,01 (H-1); 1,96 (H-2): 343 (H-)] 1,26 (H-2) 1,03 (H-24)
3 CH 78,15  3,43dd (J= 5,20 e 10,80 Hz) 1,91 (H-1); 1,85 (H-2); 1,23 (H-23); 1,03 (H-24) 3,43 (H-3) 1,26 (H-2); 1,85 (H-2) 3,43 (H-3) 1,85 (H-2); 0,99 (H-5); 1,23 (H-23)
4 c 38,24 3,43 (H-3); 1,80 (H-6); 1,79 (H-7); 1,23 (H-23); 1,03 %
5 CH 54,96 0,99d 0,99 (H-5) 1,64 (H-6); 1,80 (H-6) 0,99 (H-5) 1,64 (H-6)
6 CH, 17,88 1,64m; 1,80m 0,99 (H-5); 1,61 (H-7); 1,79 (H-7) 1,64 (H-6); [1,80 (H-6)] 1,80 (H-6); 0,99 (H-5); 11'7694(;:"_2);_[2’22 E:?;] 1,80 (H-6) 0,99 (H-5); 1,61 (H-7); 1,36 (H-27)
7 CH, 3266 1,61m; 1,79m 1,61 (H-7); [1,79 (H-7)] 1,79 (H-7); 1,80 (H-6); [1,61 (H-7); 1,64 (H-6)]
8 C 39,07 1,61 (H-7); 1,79 (H-7); 2,17 (H-11); 1,09 (H-26); 1,36 g;)
1,27 (H-1); 0,99 (H-5); 1,33 (H-11); 2,17 (H-11); 1,19 (H- | o . i
9 CH 47,22 1,78m 25 1,00 (H-26) 1,78 (H-9) 1,09 (H-26); 1,33 (H-11); 2,17 (H-11)
0 ¢ 3648 1,91 (H-1); 1,26 (H-2); 1,85 (H-2); 0,99 (H-5); 1,78 (H-9);
' 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); 1,19 (H-25); 1,09 (H-26)
1,78 (H-9); 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); [1,78 (H-9);
H . 11): N
11 CH, 27,558 1,33m; 2,17m 1,33 (H-11); [2,17 (H-11)] 1,33 (H-11): 5,49 (H-12)]
12 CH 12513 5,49t (J=3,60 Hz) 2,17 (H-11); 2,45 (H-18) 5,49 (H-12) 1,33 (H-11); 2,17 (H-11); 2,45 (H-18) 5,49 (H-12) 2,17 (H-11); 2,45 (H-18); 1,13 (H-29)
13 C 137,85 2,17 (H-11); 5,49 (H-12); 2,45 (H-18); 1,36 (H-27)
1,79 (H-7); 5,49 (H-12); 2,18 (H-15); 2,45 (H-18); 1,09
“oc 41,63 (H-26); 1,36 (H-27)
15 CH, 22,80 1,79m; 2,18m 1,79 (H-15); [2,18 (H-15)] 2,18 (H-15); [1,79 (H-15); 1,90 (H-16); 2'271('6'; 2,18 (H-15) 1,33 (H-11); 1,90 (H-16); 1,09 (H-26)
16 CH, 2376 1.00m; 2.27m 133 (H-11): 217 (H-11); 2,45 (H-18); 1,88 (H-22): 1.95 | o (H-16); [2.27 (H-16)] 2,18 (H-15); 2,27 (H-16); [1.90 (H-16);2.18 (H- (H-16) 1,88 (H-22); 1,36 (H-27); 1,60 (H-21);
(H-22) 15)] 1,09(H-26)
2,27 (H-16); 2,45 (H-18); 1,60 (H-21); 1,75 (H-21); 1,88
o c 47.45 (H-22); 1,95 (H-22)
18 CH 5254 2459 217 (D549 (FA2) 1,42 (-20): 1,88 (223 195 245 (H-18) 160 (H-21); 188 (H-22); 549 (H12); 121 (H-19) 2,45 (g 71 (19100 (1207 138 (L2
19 CH 38,60 1,21d 1,12 (H-20); 1,88 (H-22); 1,94 (H-22) 1,21 (H-19) 2,45 (H-18)
20 CH 38,72 1,12d 2,45 (H-18) 1,12 (H-20) 1,60 (H-21); 1,75 (H-21)
1,12 (H-20); 1,75 (H-21); 1,88 (H-22); 1,94 (H-22);
21 CH, 30,22 1,60m; 1,75m 1,88 (H-22); 1,95(H-22); 1,20 (H-30) 1,60 (H-21); [1,75 (H-21)] 1,60 (H-21). 112 (H-20)] 1,75 (H-21) 1,20 (H-30)
22 CH, 3643 1,88m; 1,94m 218 (H-15) 1,88 (H-22); [1,94 (H-22)] B0 (H-21);1,88 (H-22); [1,94 (H-22); 1’602(1';
23 CHy 27,39 1,23s 1,03 (H-24) 1,23 (H-23) 1,03 (H-24)
24 CHy 15,00 1,03s 1,03 (H-24) 1,23 (H-23) 1,03 (H-24) 1,64 (H-6)
25 CH; 14,75 1,19s 1,19 (H-25) 1,64 (H-6)
26 CH; 16,31 1,09s 1,78 (H-9) 1,09 (H-26) 1,78 (H-9)
27 CH; 2288 1,365 1,36 (H-27) 1,64 (H-6)
28 C 180,26 2,27 (H-16); 2,45 (H-18); 1,88 (H-22)
29 CH, 16,34 1,13d (J=6,4 Hz) 2,45 (H-18); 1,21 (H-19); 1,60 (H-21)
30 CH; 20,36 1,20d (J=8,0 Hz)
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e [Espectrometria de Massas (EM)

O espectro de massas (Figura 26) da substancia codificada como ZTC9,
identificada como Acido Ursolico, obtido por ionizagdo quimica no modo positivo,
indicou 0 peso molecular de M = 456 u com férmula molecular C3H403. O espectro
mostra o pico M+1 = 457 u. O ion molecular sofre uma fragmentacao do tipo retro-
Diels-Alder (Figura 27), sendo mostrado no espectro o pico M-208 = 248 u, que é

caracteristico dessa classe de compostos (BUDZIKIEWICZ et al., 1964).
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Figura 26. Espectro de Massas (m/z) do Acido Ursélico (ZTC9)
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Figura 27. Fragmentac&o do Acido Ursélico do Tipo Retro-Diels-Alder.
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3.11 Identificag&o Estrutural da Substancia Codificada como ZTC10

¢ Infravermelho (IV)

A carbonila carboxilica (1692,82 cm™) e o grupo hidroxila (3442,69 cm™) da
substancia codificada como ZTC10 foram confirmados por analise do espectro do
composto na regido do infravermelho (IV) (Figuras 28), (MAHATO e KUNDU, 1994;
BARBOSA, 2007).
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Figura 28. Espectro da Substancia ZTC10 na Regido do Infravermelho
[Y=Transmitancia/X=ntmero de ondas (cm™)]

e RMN 1D

A andlise do espectro de RMN *H da substancia codificada como ZTC10,
obtido a 400 MHz em CDCI3/MeOD (3:1) (Figura 29, p. 59), mostrou 7 sinais na
regidao mais blindada entre 6 1,26 e 1,63; todos simpletos (s) (6 1,46; & 1,26; & 1,40;
0 1,27; 6 1,63; 6 1,39; & 1,42) atribuidos a hidrogénios de grupos metilas ligados a
carbonos nao hidrogenados (Figura 30, p. 60); um sinal em & 3,67 na forma de um
duplo dupleto (dd) com constante de acoplamento (J) (J = 7,20 Hz e J = 13,20 Hz)

relativo ao hidrogénio carbindlico que esta orientado em posicao axial; um sinal em &
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5,76 tripleto (t) com J=3,60 Hz, relativo ao hidrogénio olefinico (Figura 29, p. 59)
(ARAUJO e CHAVES, 2005)

A anélise conjunta do espectro de H' com os espectros DEPTs, HSQC e
COSY, permitiu a identificacdo de 21 sinais na forma de multipletos (m), sendo 20
deles relativos aos prétons de grupos metilénicos H (& 1,46; 2,11), H (& 1,42; 2,07),
H (6 1,87; 2,02), H (6 1,80; 1,95), H (& 1,42; 2,36), H (5 2,09; 2,45), H (& 1,57; 2,20),
H(® 1,63; 2,12), H (& 1,69; 1,83), H (d 2,04; 2,22) e um sinal relativo a um préton de
grupo metinico H (& 2,05). Foram identificados ainda um sinal relativo ao hidrogénio
H (6 1,23; J=10,60 Hz) na forma de um dupleto (d) e um sinal relativo ao hidrogénio
H (6 3,33; J=4,16 Hz e J=3,64 Hz) na forma de um duplo dupleto (dd), sendo estes
sinais referentes a prétons de grupos metinicos. Todos os deslocamentos quimicos

dos sinais do espectro de *H encontram-se na tabela 12 (p. 77).
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Figura 29. Espectro de RMN H* de ZTC10 com Expans&o, Solvente CDCls/MeOD 3:1
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Figura 30. Expanséo do Espectro de RMN H* de ZTC10, Solvente CDCls/MeOD 3:1

A anélise comparativa dos espectros de **C (Figuras 31 e 32, p. 61), DEPT 90
(Figura 33, p. 62) e DEPT 135° (Figuras 34 e 35, p. 62-63) da substancia ZTC10
evidenciou uma molécula com um total de 30 atomos de carbonos: sendo 7
carbonos metilicos (15,16; 15,46; 16,71; 23,40; 25,77; 27,89; 32,95) e 10 carbonos
metilénicos (18,27; 22,97; 23,33; 26,66; 27,61; 32,69; 32,51; 33,81; 38,45; 45,93),
segundo o DEPT de 135°, 5 carbonos metinicos (41,20; 47,58; 55,22; 78,72;
122,22), conforme o DEPT de 90° e 8 carbonos nao hidrogenados (30,59; 36,93;
38,64; 39,19; 41,68; 46,37; 143,86; 180,96), sendo um deles um grupo carbonila,
segundo o espectro C* por diferenca com os DEPTs de 90° e 135° (SILVA, 2006;
SOLOMONS e FRYHLE, 2005), conferindo a molécula a indicacdo de um esqueleto

oleananico.
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Figura 31. Espectro de RMN C*3 de ZTC10 com Expanséo, Solvente CDCls/MeOD
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Figura 33. Espectro de RMN DEPT 90° de ZTC10, Solvente CDCI3/MeOD 3:1
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Figura 34. Espectro de RMN DEPT 135° de ZTC10, Solvente CDCl3/MeQOD 3:1
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Figura 35. Expansdo do Espectro de RMN DEPT 135° de ZTC10, Solvente
CDCl3/MeOD 3:1

Os valores de deslocamento quimico sugerem a presenca de uma carbonila
de um grupo acido em & 180,96. O sinal em & 78,72 indica a presenca de um
carbono carbindlico e os sinais em 0 122,22 e ® 143,86 indicam a existéncia na
molécula de uma ligacao dupla do tipo trissubstituida, ligacdo esta caracteristica dos
esqueletos ursanico e oleananico (JUNGES et al., 2000; MAHATO & KUNDU, 1994).
A anélise completa dos deslocamentos quimicos do RMN *3C encontra-se na tabela
12, p. 77.

e RMN 2D

Para se obter um mapeamento estrutural mais preciso do composto, do que
utilizando somente as técnicas unidimensionais e dados de possiveis compostos
similares da literatura, foram utilizados as técnicas bidimensionais de RMN (HSQC,
HMBC, COSY e NOESY), que permitem correlacionar hidrogénios e/ou carbonos

que possuam alguma relagdo escalar ("Jun; "Jcn) ou espacial (H,H- ou H,C —-NOE)

63



entre si (CARVALHO e BRAZ FILHO, 1993; KAISER, 2000; MALHEIROS et al.,
1996).

A anélise dos espectros de RMN de 'H e *C demonstraram a natureza dos
prétons e dos C-13. Os espectros de *C e DEPTs de 90° e 135° possibilitaram a
proposta de numeracao dos sinais dos carbonos (Tabela 12, p. 77). J& a proposta de
numeracdo dos sinais dos proétons foi feita via RMN HSQC (Figura 36 e 37), que
mostrou a correlacéo direta destes com 0s seus respectivos carbonos (Tabela 12, p.
77).
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Figura 36. Espectro de RMN 2D HSQC de ZTC10, Solvente CDCl3/MeOD 3:1
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Figura 37. Expansdo do Espectro de RMN 2D HSQC de ZTC10, Solvente
CDCls/MeOD 3:1

Através do espectro de HSQC observou-se todas as correlacdes diretas C-H
como indicado na tabela 12 (p.77). Este espectro confirma as correlacdes do
hidrogénio carbindlico (6 3,67) com o carbono & 78,72; do hidrogénio vinilico (& 5,76)
com o carbono & 122,22 e dos hidrogénios metilicos (& 1,26; 1,27; 1,39; 1,40; 1,42,
1,46; 1,63) com os seus respectivos carbonos (6 15,46; 16,71; 32,95; 15,16; 23,40;
27,89; 25,77).

O espectro de RMN de COSY (Figuras 38 a 41, p. 66-68) mostrou as
correlaces entre os hidrogénios que estdo acoplados por #3J, 4 (acoplamentos
germinais e vicinais) e ainda por “®Jyu, permitindo assim a montagem de
microfragmentos da estrutura.

Acoplamentos geminais: Hia (& 1,46) € Hig (6 2,11), Hoa (© 1,42) € Hys (O
2,07), H7a (6 1,80) e H7g (6 1,95), Hisa (6 2,09) € Hisg (8 2,45), Hipa (0 1,57) € Hies (O
2,20), Hioa (6 1,63) € Higs (8 2,12), Ha1a (& 1,69) € Hois (6 1,83), Hooa (6 2,04) € Hoop
(6 2,22).

Acoplamentos vicinais: Hia (6 1,46) e Hyg (6 2,07), Hog (8 2,07) € H3 (8 3,67),
Hza (8 1,42) e H3 (8 3,67), Hs (3 1,23) € Hea (0 1,87), Hs (0 1,23) e Heg (0 2,02), Hes
(5 2,02) e Ha (8 1,80), Heg (8 2,02) e Hg (8 1,95), Hg (8 2,05) & Hiia (8 1,42), Ho (&
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2,05) e Hy1g (6 2,36), Hiia (0 1,42) € Hyz (8 5,76), Hiis (0 2,36) € Hi2 (© 5,76), Hisg (O
2,45) e Hipa (0 1,57), Hisg (0 2,45) e Hies (O 2,20), Hig (© 3,33) € Higa (O 1,63), Hig (O
3,33) € Higs (0 2,12), Hz1a (© 1,69) € Haoa (© 2,04), Ha1a (6 1,69) € Hoog (8 2,22), Haip
(© 1,83) e Haoa (6 2,04), Ha1s (6 1,83) e Haog (0 2,22).

Hidrogénios acoplados por “®Jyn: Haos (3 1,46) e Hos (3 1,26), Hip (5 5,76) e
Has (5 3,33), Hazs (5 2,22) € Haea (8 1,57)
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Figura 38. Espectro de RMN 2D COSY de ZTC10, Solvente CDCI3/MeOD 3:1
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Figura 40. Expansédo (2) do Espectro de RMN 2D COSY de ZTC10, Solvente
CDCI3/MeOD 3:1
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Figura 41. Reducéo dos Sinais da Expansao (2) do Espectro de RMN 2D COSY de
ZTC10, Solvente CDCl3/MeOD 3:1

A analise do espectro HMBC (Figuras 42 e 43, p. 69) foi responsavel pela
unido dos fragmentos definidos pela analise do espectro COSY, devido as
interacbes observadas entre atomos de carbono ndo hidrogenados. A analise do
espectro NOESY (Figuras 44 a 46, p. 70-71) permitiu extrair informacdes
relacionadas com a estereoquimica da molécula. A montagem completa da estrutura
da ZTC10 esta descrita na figura 47 (p. 72).
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Figura 42. Espectro de RMN 2D HMBC de ZTC10, Solvente CDCI3/MeOD 3:1
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Figura 43. Expansao (1) do Espectro de RMN 2D HMBC de ZTC10, Solvente
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Figura 44. Espectro de RMN 2D NOESY de ZTC10, Solvente CDCI3/MeOD 3:1
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Figura 45. Expansédo (1) do Espectro de RMN 2D NOESY de ZTC10, Solvente
CDCI3/MeOD 3:1
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Figura 46. Expansédo (2) do Espectro de RMN 2D NOESY de ZTC10, Solvente
CDCls/MeOD 3:1

A figura 47, p. 72, refere-se a montagem estrutural do composto ZTC10
através de dados de RMN bidimensionais e mostra alguns fragmentos (a-f) em
vermelho montados com base nas correlacdes observadas no espectro COSY
(Figura 48) e a ligacdo destes em linhas pontilhadas, sugeridas através das
correlagbes observadas nos espectros HMBC e NOESY (Figuras 49 e 50), e com

base nos principais valores de 33y e “®Jch.
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Figura 48. Correlacbes Observadas no Espectro HMBC de ZTC10.
(@ e (b) ek, (€) *dcm: (d) e .
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Figura 49. Correlac6es Observadas no Espectro COSY de ZTC10
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Figura 50. Correlagcbes Observadas no Espectro NOESY de ZTC10

Determinados os fragmentos a-f (Figuras 47 e 48, p. 72-73), partiu-se para
definicAo de como estes estao interligados através dos carbonos ndo hidrogenados,
sendo utilizado para isso as correlacdes observadas no espectro HMBC (Figuras 47
e 49, p. 72-74), z'ch,H- Partindo-se do fragmento a observa-se que: o C3 (0 78,72)

estd correlacionado com os hidrogénios de duas metilas, C,3 (04 1,46) € Cys (04
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1,26), as quais estdo correlacionadas entre si (esta correlacdo em W também é
mostrada no COSY) e com o C4 (0 38,64), isto confirma que estas metilas estdo no
mesmo carbono C, (6 38,64) e que este esta ligado ao C3 (6 78,72); o C4 (0 38,64)
também mostra correlacdo com o H (& 1,23) do Cs (6 55,22), e este H (& 1,23)
mostra correlacdo com o Cyp (6 36,93), o qual esta correlacionado com o H (6 1,40)
da metila Cys5 (8 15,16), cujos hidrogénios estédo correlacionados com o C; (6 38,45).
Isto confirma que o fragmento a esta ligado através do C3 (6 78,72) ao C,4 (0 38,24),
que por sua vez esta ligado as metilas Cp3 (& 27,89) e Cp4 (® 15,46) e a0 Cs (O
55,22), o qual esta ligado ao Cip (6 36,93), que esta ligado a metila Cps (6 15,16) e
ao fragmento a, através do C; (6 38,45), fechando o primeiro ciclo. O NOESY mostra
ainda que a metila C,3 (6 27,89) esta espacialmente proxima ao hidrogénio
carbindlico H (& 3,67), pois ha correlagao do H (& 3,67) carbindlico, que se encontra
na posigao axial, com o H (& 1,46) desta metila, na posigdo equatorial (estas
posicdes sdo definidas no espectro de *H pelo sinal em & 3,67 na forma de um duplo
dupleto (dd) que mostra o acoplamento do H-3 carbindlico com os hidrogénios H-2,
J3=7,20 Hz e J°=13,20 Hz, sendo que a correlacdo espacial com o H-2 (3 2,07)
confirmada pelo espectro NOESY);

Observando-se agora o fragmento b, os hidrogénios do Cg (6 18,27) e do Cy
(6 32,69) correlacionam com o Co (& 32,66) (a correlacdo do C; (& 32,69) é
confirmada pelo NOESY), sendo que o C; (6 32,69) mostra ainda correlacdo com
duas metilas Cys (0 16,71) e Cy7 (6 25,77), que sdo as mesmas e unicas correlagdes
do Cg (6 39,19); logo, considerando que o Co (6 32,66) esta correlacionado com Cg
(0 18,27), C7 (0 32,69) e com a metila Cs (0 15,16), ligada ao Cio (d 36,93), e ainda
com a metila Cy (6 16,71), ligada ao Cg (& 39,19), conclui-se que o fragmento b esta
ligado ao Cg (0 39,19) através do C; (0 32,69), e o0 Cg (0 39,19) liga-se a metila Cy5 (0
16,71) e ao Cq (0 32,66), 0 qual esté ligado ao Cio (& 36,93), fechando o segundo
ciclo.

Considerando o fragmento c, observa-se que o H (& 5,76) do Ci, (0 125,13),
identificado como carbono vinilico, bastante desprotegido, mostra correlagdo com o
Ci14 (0 41,68) quaternario, que esta correlacionado também com o C;; (6 23,33) e
com as mesmas metilas do Cg (0 39,19), a Cy (0 16,71) e a Cy; (& 25,77);
observando-se ainda que o C;3 (6 143,86) € altamente desprotegido, devido a

ligacdo dupla, e estando este correlacionado com os hidrogénios do C;; (& 23,33) e
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do Cis (0 41,20), confirma-se entdo que o fragmento c esta fundido através do Cj, (6
125,13) ao C;3 (6 143,86), 0 qual esta ligado ao Cy4 (0 41,68), que liga-se ao Cg (6
39,19), sendo este ligado a metila Czs (O 16,71) e ao Co (O 32,66), fechando o
terceiro ciclo.

Os outros fragmentos e as demais ligagbes estdo mostradas na figura 47.
Todas as correlacdes observadas nos espectros HMBC, COSY e NOESY, que
proporcionaram a determinacdo estrutural da substancia ZTC10, identificada como
sendo um triterpeno da classe oleanolica, conhecido como Acido Oleandlico (rotacéo
especifica [a]p?*®=+273°, CHCls/MeOH 3:1) (Figura 51), estdo nas figuras 48 (p. 73),
49 (p. 74) e 50 (p. 74), respectivamente.

HO

W

Z
Z
74

Figura 51. Estrutura do (+)-Acido Oleandlico (ZTC10)

\

Os valores dos deslocamentos dos sinais mostrados nos espectros
unidimensionais e bidimensionais e suas respectivas correlagbes também constam
na tabela 12 (p. 77).
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Tabela 12. Dados de RMN *H, *C (DEPT 90° e 135°), HSQC, HMBC, COSY e NOESY, para a Amostra ZTC10. Valores de
Deslocamento Quimico em ppm, Solvente CDCl3/MeQOD 3:1

FE H HMBC cosy NOESY
Carbonos  sC*® SH! SH* SHa SHb SHa SHb
CH, 38,45 1,46; 2,11 1,40 (H-25) 2,11 (H-1); [1,46 (H-1)] 1,46 (H-1); [2,11 (H-1)]; 2,07 (H-2)]
2 CH, 26,66 1,42;2,07 3,67 (H-3) 2,07 (H-2); [L42(H-2)) 146 (H-D)i 142 (H-2): 3,67 (zk;??;e[%(olj-é;
3 CH 7872 367dd (3=130e7,0Hz 211 (H1):207(H-2); 1,46 (H'232Lﬁ'224§ 3,67 (H-3) 207 (H-2); 142 (H2) 3,67 (H-3) 2,07 (H-2); 1,23 (H-5); 1,46 (H-23)
4 cC 38,64 1,23 (H-5); 1,46 (H-23); 1,26 (H-24)
5  CH 55,22 123 146 (H-23); 1,26 (H-24); 1,40 (H-25) 1,23 (H-5) 1,87 (H-2); 2,02 (H-6) 1,23 (H-5) 2,02 (H-6)
6 CH, 18,27 1,87;2,02 1,87 (H-6); (2,02 (H-g)] 123 (9 11,23 (H-9): 1,80 (H-7); 1’953;1'
7 CH, 32,69 1,80; 1,95 1,27 (H-26) 1,80 (H-7); [1,95 (H-7)] 202 (H-6): 1,95 (H-7); [2,02 (H-6); 1’803;;'
c 39,19 1,27 (H-26); 1,63 (H-27)
1,87 (H-6); 2,36 (H-11); 5,76 (H-12); 1,40 _ o ) ) ]
9 CH 47,58 2,05 25127 (36, 2,05 (H-9) 1,42 (H-11); 2,36 (H-11) 2,05 (H-9) 1,80 (H-7)
10 c 36,93 1,23 (H-5); 1,40 (H-25)
1 CH 23,33 Lazi2ge 70 (HAA212(H19: 14D (L2 142 (H-11); (236 (a1)) 200 (FOROTO (HADIIZ00 (R 78 5 36 (.02) 1,40 (H-25); 1,27 (H-26)
12 CcH 122,22 5,76t (3=3,40 H2) 5,76 (H-12) 1,42 (H-11); 2,36 (H-12); 3,33 (H-18) 5,76 (H-12) 11'6{430%_121;);_21'3267({";_1216);,31’3;32%_1383)3
2,36 (H-11); 3,33 (H-18); 1,63 (H-19);
13 ¢ 143,86 AN
2,36 (H-11); 5,76 (H-12); 2,20 (H-16);
1w C 41,68 3,33 (H-18); 1,27 (H-26): 1,63 (H-27)
15 CH, 22,97 2,09; 2,45 3,33 (H-18) 2,00 (H-15); 2,45 (H-15) 245 (H-15): [2,09 (H-15); ;gg Eﬂig] 2,45 (H-15) 2,09 (H-15)
16 CH, 27,61 157;2,20 1,63 (H-27) 157 (H-16); [2.20 (H-16) 220 (H-10) [22’4255(3;_1155);.21‘2;7%_212&);
17 ¢ 46,37 3,33 (H-18)
18 CH 41,20 3,33 3,33 (H-18) 1,63 (H-19); 2,12 (H-19) 3,33 (H-18) 1,63 (H-19); 2,22 (H-22); 1,42 (H-30)
19 CH, 45,93 1,63 2,12 1,39 (H-29); 1,42 (H-30) 1,63 (H-19): [2,12 (H-19)] >33 (H-18); 2,12 (H-19); [136333 ((:'fgiif
20 C 30,59 1,39 (H-29); 1,42 (H-30)
21 CH, 3381 1,69;1,83 1,39 (H-29); 1,42 (H-30) 1,83 (H-21); [1,69 (H-21)] &'Sg Eﬂjggfg*gj Eﬂzg zzg E:igl 1,83 (H-21) 1,42 (H-30)
1,69 (H-21); 1,83 (H-21); 2,22 (H-22); 1,57 (H-16); 1,69 (H-21); 1,83 (H-21);
2 CH, 32,51 2,04: 2,22 204(H22) 222 (H22)] g EH_Zl;; Lo EH.Z& > on EH-21;] 2,22 (H-22) (H-16) 2’04((H_22)); 1,42((H—3g)
23 CH, 27,89 1,465 3,67 (H-3); 1,26 (H-24) 1,46 (Me-23) 1,26 (Me-24)
24 CH, 15,46 1,265 142 (H-2); 3,67 (H-3); 1,23 (H-5); 1’462(;' 1,26 (Me-24) 1,46 (Me-23)
25 CH, 15,16 1,408
2%  CH, 16,71 1,27s 1,42 (H-11)
27 CH, 2577 1,63s 1,80 (H-7); 5,76 (H-12) 163 (Ha7) 195 (H7):205(H-9):2,09 (H'152;f’126‘;
28 C 180,96 2,45 (H-15); 3,33 (H-18); 2,22 (H-22)
29 CH; 32,95 1,39s 1,42 (H-30)
30 CH, 23,40 1,425
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Espectrometria de Massas (EM)

O espectro de massas (Figura 52) da substancia codificada como ZTC10,

identificada como Acido Oleandlico, obtido por ionizagcdo quimica no modo positivo,

indicou o peso molecular de M =456 u com férmula molecular C3pH403. O espectro

mostra o pico M+1 = 457 u. O ion molecular sofre uma fragmentacdo do tipo

retro-Diels-Alder (Figura 53), sendo mostrado no espectro o pico M-208 = 248 u, que

€ caracteristico dessa classe de compostos (BUDZIKIEWICZ et al., 1964).

6,0e6—f
5.0e6—f
4,0e6—f
3.0e6—f
2,0e6—f

1.0e6

0.0e6-—

191

203
69 81 95 109121 135147 163175 |
T T L e

Il 221235
T I. I. T

248

| 261275 291 315 329341 355 369 i
e e e

411

393 l

457

A 425 I.I‘ Il 81495 513 5p9 543557571 500
e Ml it SAE See S be oL S0

50

HO

T
100 150 200

1
250

300

350 400

450

500 550 600

Figura 52. Espectro de Massas (m/z) do Acido Oleanolico (ZTC10)
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COOH

\/

Dieno (m/z=248)

COOH

HO

Dienofilo

Figura 53. Fragmentac&o do Acido Oleandlico do Tipo Retro-Diels-Alder.

78



3.12 Metodologia das Quantificagcdes da ZTC9 e ZTC10 no Extrato Semi-Bruto
(Fracdo Cloroférmica da Particdo) da Folha de Z. tuberculosa pelo Método de
RMN H*.

Das fracOes da particdo do extrato ZTB das folhas da Z. tuberculos, que foram
submetidas aos bioensaios, a fracdo cloroférmica (extrato semi-bruto), identificada
como ZTP2, mostrou atividade inibitoria da linfoproliferacdo in vitro, por este motivo
foi tomada para fracionamento. Deste fracionamento foram isoladas duas
substancias, codificadas como ZTC9 e ZTC10, que podem ser 0s principios ativos e
por esta razédo foram quantificadas.

Na quantificacdo (Fluxograma 3, p. 81) foi utilizada uma amostra de 500 mg
da ZTP2 (Fluxograma 1, p. 22), que ap0s solubilizada em Acetona/Cloroférmio 3:1
com auxilio do ultrasom, foi submetida a filtracdo em carvao ativo para a remocao da
clorofila (CASTILHO et al., 2008).

O carvao ativado foi adicionado ao extrato solubilizado e apés duas horas
filtrou-se a mistura em funil de Buchner a vacuo. O liquido filtrado foi concentrado em
um evaporador rotatorio sob pressdo reduzida a 35 °C e deste concentrado sem
clorofila (358 mg) foram utilizados 60 mg para a preparacado de 12 amostras para a
quantificacdo. Inicialmente, foram preparadas 4 solucdes, duas para a preparacao
das seis amostras para a quantificacdo da ZTC9 e duas para a preparacao das seis
amostras para quantificacdo da ZTC10. Para diminuir o erro na quantificacdo, foram
preparadas seis amostras com volume de 1 mL cada.

Para a quantificacdo da ZTC9 a primeira solugcéo (S1) foi de concentragcéo 10
mg.mL™ partindo de 30 mg da fracdo ZTP2 desclorofilada, solubilizada em 3 mL de
solvente (CDCls/MeOD 1:1) e a segunda solucdo (S2) foi de concentracdo 5 mg.mL™
partindo de 10 mg de ZTC9 pura, solubilizada em 2 mL de solvente (CDCl3/MeOD
1:1). Estas duas solucdes serviram de base para a preparacdo de seis amostras
com volume de 1 mL cada (as amostram que nédo chegaram ao volume de 1 mL

foram completadas com solvente), de acordo com os dados a seguir:

* Amostra 1: 0,5 mL (S1) + 0,5 mL de solvente (CDCI3/MeOD 1:1)
* Amostra 2: 0,5 mL (S1) + 0,1 mL (S2) + 0,4 mL de solvente (CDCl3/MeOD 1:1)
* Amostra 3: 0,5 mL (S1) + 0,2 mL (S2) + 0,3 mL de solvente (CDCl3/MeOD 1:1)
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« Amostra 4: 0,5 mL (S1) + 0,3 mL (S2) + 0,2 mL de solvente (CDClI3/MeOD 1:1)
« Amostra 5: 0,5 mL (S1) + 0,4 mL (S2) + 0,1 mL de solvente (CDCI3/MeOD 1:1)
« Amostra 6: 0,5 mL (S1) + 0,5 mL (S2)

Para a quantificagdo da ZTC10 a primeira solugao (S1’) foi de concentragédo 10
mg.mL™ partindo de 30 mg da fracdo ZTP2 desclorofilada, solubilizada em 3 mL de
solvente (CDCI3/MeOD 3:1) e a segunda solugdo (S2’) foi de concentragéo
5 mg.mL™ partindo de 10 mg de ZTC10 pura, solubilizada em 2 mL de solvente
(CDClI3/MeOD 3:1), de acordo com os dados abaixo:

* Amostra 1’: 0,5 mL (S1’) + 0,5 mL de solvente (CDCI3/MeOD 3:1)

* Amostra 2’: 0,5 mL (S1’) + 0,1 mL (S2’) + 0,4 mL de solvente (CDCI3/MeOD 3:1)
* Amostra 3’: 0,5 mL (S1’) + 0,2 mL (S2’) + 0,3 mL de solvente (CDCI3/MeOD 3:1)
* Amostra4’: 0,5 mL (S1’) + 0,3 mL (S2’) + 0,2 mL de solvente (CDCI3/MeOD 3:1)
* Amostra 5: 0,5 mL (S1’) + 0,4 mL (S2’) + 0,1 mL de solvente (CDCI3/MeOD 3:1)
* Amostra 6’: 0,5 mL (S1’) + 0,5 mL (S2’)

Todas as amostras foram submetidas a RMN 'H e seus espectros foram
registrados em aparelho equipado com uma sonda de 5 mm. Para cada amostra, 16
varreduras foram gravadas com o0s seguintes parametros: 32K pontos de dados,
com largura do pulso de 9.0 ps (angulo de 90°); tempo de aquisicdo 3,958 s e
relaxamento de 1 s, sendo uma largura espectral de 2564 Hz. Transformada de
Fourier com LB de 1,5 Hz (ZTC9) e LB de 0,3 Hz (ZTC10).
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Fluxograma 3: Metodologia das Quantificacdes da ZTC9 e ZTC10 no Extrato Semi-Bruto (Fragdo Cloroférmica da Particdo) da
Folha de Z. tuberculosa pelo Método de RMN H*.

ZTC9

ZTP2 Clorofilado

(500 mg)

- Filtracdo em carvao ativo

ZTP2 Desclorofilado

ZTC10

(358 mq)
Solugdo S2 (5 mg.mL™) Solugdo S1 (10 mg.mL™) Solugdo S1’ (10 mg.mL™) Solugdo S2’ (5 mg.mL™)
10 mg ZTC9 30 mg ZTP2 desclorofilada 30 mg ZTP2 desclorofilada 10 mg ZTC10
+2mLC/M1:1 +3mLC/M1:1 +3mLC/M3:1 +2mLC/M3:1
- Quantificacdo da ZTC9
- Solvente deuterado cloroférmio/metanol 1:1 (C/M 1:1)
l | | | |
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
0,5 mL (S1) 0,5 mL (S1) 0,5 mL (S1) 0,5 mL (S1) 0,5 mL (S1) 0,5 mL (S1)
+05,mL(C/M 1:1) +0,1 mL (S2) +0,2mL (S2) +0,3mL (S2) + 0,4 mL (S2) +65mL(SZ)
’ ' +0,4 mL (C/M 1:1) +0,3mL (C/M 1:1) +0,2mL (C/M 1:1) +0,1mL (C/M 1:1) ’
- Quantificagédo da ZTC10
- Solvente deuterado cloroférmio/metanol 3:1 (C/M 3:1)
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5 Amostra 6
0,5 mL (S1) 0,5mL (S1)) 0,5mL (S1) 0,5mL (S1)) 0,5mL (S1)) 0,5mL (S1)
10 5 mL (C/M 3:1) +0,1 mL (S2) +0,2mL (S2) +0,3mL (S2) +0,4 mL (S2) N 0 5mL (S2)
! ) +0,4 mL (C/M 1:1) +0,3mL (C/M 1:1) +0,2mL (C/M 1:1) +0,1 mL (C/M 1:1) '
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3.13 Resultados das Quantificagbes da ZTC9 e ZTC10 no Extrato Semi-Bruto
(Fracdo Cloroférmica da Particdo) da Folha de Z. tuberculosa pelo Método de
RMN H™.

Nos espectros das amostras que foram submetidas & RMN H*, os sinais dos
protons selecionados para a quantificacdo da ZTC9 (Figuras 54 e 55, p. 82-83)
foram & 5,38 (sinal da ZTC9 ligeiramente sobreposto ao sinal da ZTC10, mas bem
distintos um do outro, como mostrado no espectro de RMN H* do extrato semi-bruto)
(Figura 56, p. 83); e © 2,97 (sinal da ZTC10, usado como referencial nas
integracdes); ® 2,33 (sinal da ZTC9) e os sinais dos protons selecionados para a
guantificacdo da ZTC10 (Figuras 57 e 58, p. 84) foram & 5,39 (sinal da ZTC10); &
2,96 (sinal da ZTC10); & 2,32 (sinal da ZTC9, usado como referencial nas

integracdes).
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Figura 54. Espectro de RMN H! de ZTC9 (Deslocamentos dos Picos Escolhidos
para a Quantificacdo de ZTC9), Solvente CDCl3/MeOD 3:1
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Escolhidos para a Quantificacdo de ZTC9), Solvente CDCl3/MeOD 3:1
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Figura 57. Espectro de RMN H' de ZTC10 (Deslocamentos dos Picos Escolhidos
para a Quantificacdo de ZTC10), Solvente CDCl3/MeOD 3:1
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Figura 58. Espectro de RMN H* da Fracdo Cloroférmio (Deslocamentos dos Picos
Escolhidos para a Quantificacao de ZTC10), Solvente CDCl3/MeOD 3:1
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Estes sinais foram escolhidos porque estavam mais bem diferenciados e nao
demonstravam sobreposicéo de sinais, quando comparados os espectros de RMN
'H da ZTC9, ZTC10 e extrato semi-bruto (Figura 59). Para as andlises quantitativas
foram utilizadas as areas das bases destes sinais escolhidos, apds as correcoes
interativas das suas respectivas fases e linhas de bases (CASTILHO et al., 2008;
HAZEKAMP, 2007).
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Figura 59. Espectro de RMN H! de ZTC9 (A), ZTC10 (B) e Extrato Semi-Bruto (C)
(Fracdo Cloroférmica), Solvente CDCI3/MeOD 3:1

3.13.1 Resultado da Quantificagcdo da Substéncia ZTC9 no Extrato Semi-Bruto
(Fracéo Cloroférmica da Particdo) das Folhas de Z. tuberculosa.

Das seis amostras preparadas para a quantificacdo da ZTC9 a primeira
(amostra 1) continha apenas o extrato semi-bruto sem clorofila (5 mg de ZTP2 sem
clorofila) e as cinco outras amostras com a mesma quantidade desse extrato semi-
bruto sem clorofila (5 mg de ZTP2) adicionada de diferentes quantidades da
substéancia codificada como ZTC9 (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 mg). Nestas seis amostras a
ZTC9 foi quantificada através de dois sinais (6 5,38 e & 2,33) (Tabela 13, p. 86;

Figuras 60 a 72, p. 88-94), utilizando-se a formula M 5 para calcular a média das
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diferencas das integracdes de cada um desses sinais, e em seguida a regra de trés
simples para se obter a massa (Xs) da ZTC9 em cada sinal. Em cada amostra (1 - 6)
as integracbes dos sinais em & 5,38 e 6 2,33 foram codificadas como I; — I,
respectivamente. Por fim, somando as duas massas e dividindo-as por dois (Média
aritmética), ttm-se a massa final em mg e a percentagem em massa (%), sendo esta
comparada a massa do extrato semi-bruto sem clorofila utilizado (5 mg). Sabendo-se
ainda que a ZTC9 foi identificada como sendo o Acido Ursodlico (CsoHssO3), de
massa molecular (MM) igual a 456 u, pode-se calcular também a sua concentracao
([]) em mol.L™* (CASTILHO et al., 2008; HAZEKAMP, 2007; HOEK et al., 2001).

Tabela 13. Quantificacdo da ZTC9

Cédigo Medidas das Integracdes dos Sinais
() ZTC9 (6=5,38) ZTC9 (6=2,33) ZTC10 (6=2,97)
Iy 1,7157 1,7101 1
P 1,9493 2,3866 1
I3 2,4838 2,6164 1
l4 3,1125 2,8433 1
Is 3,1685 3,4289 1
l 3,6261 3,7858 1

Média das diferencas das integracfes (M 5) dos sinais (6 5,38 e & 2,33):

(lo=1l) + (I3 =12) + (la=13) + (Is = 14) + (ls = Is)

M 5=
5
0,2336 + 0,5345 + 0,6287 + 0,0560 + 0,4576
M 55,38— = 0,38
5
0,6765 + 0,2298 + 0,2269 + 0,5856 + 0,3569
M 52,33= = 0,42

5
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Massa da ZTC9 nos sinais quantificados (6 5,38 e & 2,33), obtida por regra de trés

simples:

n - Massa (mg)
0,38  --------- 0,5mg
1,7157 --------- X 55,38

X5233=2,04mg

Determinagdo da meédia aritmética das duas massas:

Xosss+Xooas - 226+2,04 -5 15mg

2 2

O valor acima calculado corresponde a 43 % de ZTC9, em massa, no extrato

cloroférmico (ZTP2).

Determinacéo da concentracdo em mols.L * ([ ]) da ZTC9 (Acido Ursélico):

[]1= X (9)
MM (mol).V (L)

[ 1=_2.15.10° =4,71 x 10° mol.L*

456 x 1.10°3
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Figura 60. Quantificacdo da ZTC9, Espectro de RMN *'H (Amostra 1), Solvente
CDCI3/MeOD 1:1
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Figura 62. Quantificacdo da ZTC9, Espectro de RMN *H (Amostra 2), Solvente
CDCI3/MeOD 1:1
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Figura 63. Quantificacdo da ZTC9, Expansédo do Espectro de RMN *H (Amostra 2),
Solvente CDCI3/MeOD 1:1
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Figura 64. Quantificacdo da ZTC9, Espectro de RMN 'H (Amostra 3), Solvente
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Figura 65. Quantificacdo da ZTC9, Expansédo do Espectro de RMN *H (Amostra 3),

Solvente CDCI:/MeOD 1:1
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Figura 66. Quantificacdo da ZTC9, Espectro de RMN *'H (Amostra 4), Solvente

CDCls/MeOD 1:1
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Figura 67. Quantificagéo da ZTC9, Expansao do Espectro de RMN *H (Amostra 4),

Solvente CDCI;/MeOD 1:1
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Figura 68. Quantificacdo da ZTC9, Espectro de RMN 'H (Amostra 5), Solvente
CDCI3/MeOD 1:1
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Figura 69. Quantificacdo da ZTC9, Expansdo do Espectro de RMN *H (Amostra 5),
Solvente CDCI:/MeOD 1:1
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Figura 70. Quantificacdo da ZTC9, Espectro de RMN 'H (Amostra 6), Solvente
CDCI3/MeOD 1:1
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Figura 71. Quantificacdo da ZTC9, Expansédo do Espectro de RMN *H (Amostra 6),
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Figura 72. Quantificacdo da ZTC9, Espectro de RMN 'H (Amostra 1-6), Solvente
CDCI3/MeOD 1:1

3.13.2 Resultado da Quantificacdo da Substancia ZTC10 no Extrato Semi-Bruto

(Fracdo Cloroférmio da Particdo) das Folhas de Z. tuberculosa.

Das seis amostras preparadas para a quantificacdo da ZTC10 a primeira
(amostra 1) continha apenas o extrato semi-bruto sem clorofila (5 mg de ZTP2 sem
clorofila) e as cinco outras amostras com a mesma quantidade desse extrato semi-
bruto sem clorofila (5 mg) adicionada de diferentes quantidades da substancia
codificada como ZTC10 (0,5;1,0;1,5;2,0;2,5 mg). Nestas seis amostras a ZTC10 foi
guantificada através de dois sinais (6 5,39 e 6 2,96) (Tabela 14, p. 95; Figuras 73 a
85, p. 97-103), utilizando-se a férmula M 5 para calcular a média das diferencas das
integracOes de cada um desses sinais, e em seguida a regra de trés simples para se
obter a massa (X 5) da ZTC10 em cada sinal. Em cada amostra (1 - 6) as integracdes
dos sinais em & 5,39 e & 2,96 foram codificadas como |; — lg, respectivamente. Por
fim, somando as duas massas e dividindo-as por dois (Média aritmética), tém-se a
massas final em mg e a percentagem em massa (%), sendo esta comparada a

massa do extrato semi-bruto sem clorofila utilizado (5 mg). Sabendo-se ainda que a
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ZTC10 foi identificada como sendo o Acido Oleandlico (CzoHsgOs), de massa
molecular (MM) igual a 456 u, tém-se também a sua concentracdo ([ ]) em mol.L™
(CASTILHO et al., 2008; HAZEKAMP, 2007; HOEK et al., 2001).

Tabela 14. Quantificagdo da ZTC10

Caodigo Medidas das Integracdes dos Sinais
0 ZTC10 (8=5,39) ZTC10 (5=2,96) ZTC9 (5=2,32)
Iy 0,9430 0,5903 1
l, 1,1008 0,7438 1
I3 1,2021 0,9008 1
I 1,2805 0,9787 1
ls 1,4977 1,1589 1
ls 1,8474 1,3224 1

Média das diferencas das integracdes (M 5) dos sinais (6 5,39 e 6 2,96):

(lo=10) + (I3 =12) + (la=13) + (Is = 14) + (Is — Is)

M 53—
5
0,1578 + 0,1013 + 0,0784 + 0,2172 + 0,3497
M 5 5,39= =0,18
5
0,1535 + 0,1570 + 0,0779 + 0,1802 + 0,1635
M 5 2,96= =0,15

5

Massa da ZTC10 nos sinais quantificados (6 5,39 e & 2,96), obtida por regra de trés

simples:

- Massa (mQ)
0,18 --------- 0,5 mg
0,9430 --------- X 55,39

Xs539 =2,62mg
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X 52,96 = 1,97 mg

Determinacéo da média aritmética das duas massas:

X 55|392+ X529 _ 2,62 ‘;1’97 = 2,30 mg

O valor acima calculado corresponde a 45,9 % de ZTC10, em massa, no
extrato cloroférmico (ZTP2).

Determinacdo da concentracdo em mols.L ([ ]) da ZTC10 (Acido Oleandlico):

[]= X (9)
MM (mol).V (L)

__230.10° 3 1
[1=75¢ 1103 = 5:04 x10° mol.L
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Figura 74. Quantificacdo da ZTC10, Expansédo do Espectro de RMN H* (Amostra 1),
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Figura 75. Quantificacdo da ZTC10, Espectro de RMN H' (Amostra 2), Solvente
CDCls/MeOD 3:1
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Figura 76. Quantificacdo da ZTC10, Expansédo do Espectro de RMN H* (Amostra 2),
Solvente CDCI3/MeOD 3:1

98



| e

T . T . T . . . : T " T : . . T
g [ 4 2 [ppm]

0.9008

1.2021

.0000

Figura 77. Quantificacdo da ZTC10, Espectro de RMN H' (Amostra 3), Solvente
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Figura 78. Quantificacéo da ZTC10, Expansédo do Espectro de RMN H* (Amostra 3),
Solvente CDCI:/MeOD 3:1

| 12021

T T T T T T T T T T T T T T T T
5 4 3 [kpm]

99



N S [ L

| . . ! | . ! . | ! ! ! | . ! . |
g 8 4 2 [ppm]

0.9787

1.2805

1.0000

Figura 79. Quantificacdo da ZTC10, Espectro de RMN H' (Amostra 4), Solvente
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Figura 80. Quantificagéo da ZTC10, Expanséo do Espectro de RMN H* (Amostra 4),
Solvente CDCI3/MeOD 3:1
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Figura 81. Quantificacdo da ZTC10, Espectro de RMN H' (Amostra 5), Solvente
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Figura 82. Quantificagéo da ZTC10, Expanséo do Espectro de RMN H* (Amostra 5),

Solvente CDCI;/MeOD 3:1
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Figura 83. Quantificacdo da ZTC10, Espectro de RMN H' (Amostra 6), Solvente
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Figura 84. Quantificacdo da ZTC10, Expanséo do Espectro de RMN H* (Amostra 6),
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Da fracdo ativa ZTP2 da particdo do extrato ZTB foram isoladas duas
substancias em quantidades significativas, codificadas como ZTC9 e ZTC10.

A ZTC9 foi identificada, através da analise dos espectros obtidos na regido do
Infravermelho e métodos de RMN unidimensionais e bidimensionais, como sendo
um triterpeno da classe ursanica conhecido como Acido Ursolico, rotacéo oOtica
especifica [a]p?*°=+242° (CHCls/MeOH 1:1), peso molecular de M = 456 u, e férmula
molecular C3oHasgO3.

A ZTC10 foi identificada, através da andlise dos espectros obtidos na regido
do Infravermelho e métodos de RMN unidimensionais e bidimensionais , como
sendo um triterpeno da classe oleandlica conhecido como Acido Oleandlico, rotacéo
optica especifica [a]p?*°=+273° (CHCls/MeOH 3:1), peso molecular de M = 456 u, e
formula molecular C3pHg03.

A fracdo cloroférmica (ZTP2), da particdo do extrato etandlico bruto (ZTB) das
folhas da Zeyheria tuberculosa, foi a frag&o ativa na inibigdo da linfoproliferacéao, por
iIsso escolhida para fracionamento neste trabalho, promovendo 99,28% de atividade
inibidora na concentracéo de 0,1 mg.mL™,

Apesar da auséncia de resultados dos ensaios da fracdo ZTP2 e dos produtos
isolados quanto & atividade tripanocida, os dados da literatura mostram que o Acido
Ursalico é ativo contra as cepas Y e CL de Trypanossoma cruzi.

A quantificacdo das substancias ZTC9 e ZTC10 isoladas do extrato semi-
bruto sem clorofila (ZTP2) das folhas de Zeyheria tuberculosa mostrou que a ZTC9
(Acido Ursélico) se encontra nesta fracdo numa concentracdo de 4,71 x 10° mol.L?,
0 que constitui 43% da fracdo ZTP2 sem clorofila, ativa na inibicdo da
linfoproliferacdo. J& a ZTC10 (Acido Oleandlico) se encontra nesta fracdo numa
concentracdo de 5,04 x 102 mol.L™?, o que constitui 45,9% da fracdo ZTP2 sem
clorofila. Logo, tem-se que 88,9% da fragdo ZTP2 sem clorofila, com atividade

inibitoria da linfoproliferacéo, contitui-se dos Acidos Ursélico e Oleandlico.
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