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RESUMO

O presente trabalho relata pela primeira vez a investigagdo fitoquimica relacionada ao
isolamento de saponinas na espécie Pentaclethra macroloba Kuntze, mimosoideae, conhecida
popularmente como “pracaxi” na regido Amazonica.

A investigagdo fitoquimica dos extratos das sementes (PES), cascas (PEC) e lenho (PEL)
de Pentaclethra macroloba levou ao isolamento de oito glicosideos triterpénicos do acido
oleandico e da hederagenina, denominados de saponinas, constituidas de dois a sete agucares,
a saber: PES-F1(1) acido 3-O-a-L-ramanopiranosil-(1—2)—a-L-arabinopiranosil oleanoico, PES-
F2 (2) 3-O-a-L-ramanopiranosil (1—2)-a-L-arabinopiranosil-hederagenina, PEC-76 (3) acido
3-O-B-D-glicopiranosil(1—4)-[o-L-ramnanopiranosil-(1—2)]-a-L-arabinopiranosil-oleandico,
PEC—6P (4) acido 3-O-B-D-glicopiranosil (1-3)-a-L-ramnanopiranosil-[3-D-glicopiranosil
(1-4)]- a-L-arabinopiranosil-oleanéico, PES-2V (5) 3-O-B-D-glicopiranosil (1—3)-a-L-
ramnanopiranosil-(1—-2)[3-D-glicopiranosil-(1—4)]-a-L-arabinopiranosil-hederagenina, PEC-
5P (6) acido 3-O-{[B-D-glicopiranosil<{1—4)-B-D-glicopiranosil-(1—3) - a- L-ramnanopiranosil-
(1-2)]-[B-D-glicopiranosil-(1—4)]}-a-L-arabinopiranosil-oleandico, PEC-A3 (7) 4cido3-O-
{B-D-glicopiranosil-(1—-2)—-p-D-glicopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosil-(1—3)-a-L-
ramnanopiranosil-(1—2)-[B-D-glicopiranosil(1—3)—-3-D-glicopiranosil-(1—4)]}-a-L-
arabinopiranosil-oleandico, PEL-LH1 (8) 3-O-{B-D-glicopiranosil-(1—2)-f-D-glicopiranosil-
(1—4)-B-D-glicopiranosil-(1—3)-a-L-ramnanopiranosil-(1—>2)-[3-D-glicopiranosil-(1-—3)-p-
D-glicopiranosil-(1—4)]}-a-L-arabinopiranosil-hederagenina. Cabe ressaltar que das saponinas
supracitadas, quatro sdo inéditas: PES-2V (5), PEC-5P (6), PEC-A3 (7), PEL-LH1 (8).

Através da utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, realizou-se a
andlise quantitativa da composig@o da mistura de saponinas presentes no extrato etanélico das
sementes (PES), revelando a presenga majoritaria de PEC-76 (3)'7[30,2%], PES-F1 (1) [23,0%)
e PES-F2 (2) [18,5%)].

As estruturas das saponinas triterpénicas foram elucidadas utilizando-se métodos
espectrométricos, principalmente EM. (FAB, EI), RMN 'H e *C, bem como, as técnicas
bidimensionais (COSY, NOESY, HMQC, HMBC) ¢ comparagido com dados da literatura.



ABSTRACT

In the present work it is reported, for the first time, the phytochemical investigation
related to the isolation of present saponins in the specie Pentaclethra macroloba Kuntze -
mimosoideae, popularly known as “ pracaxi “ in the Amazon Region .

From an ethanolic seed (PES), bark (PEC) and stem (PEL) extracts of a specimen of
Pentaclethra macroloba were isolated eight triterpenoid saponins of the acid oleanolic and the
hederagenin, constituted of two to seven sugars: 3-O-a-L-thamnopyranosyl-(1—2)-a-L-
arabinopyranosyl oleanolic acid (1); 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-a-L-arabinopyranosyl
hederagenin (2); 3-O-{B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)]}-a-L-
arabinopyranosyl oleanolic acid (3), 3-O-{B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glupyranosyl{1—3)-
a-L-ramnopyranosyl-(1—2)]}-a-L-arabinopyranosy! oleanolic acid (4); 3-O-{B-D-
glucopyranosyl-(1—4)-[B-D-glupyranosyl-(1-3)-a-L-ramnopyranosyl-(1—2)]}-a-L-
arabinopyranosyl hederagenin (5); 3-O-{-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glucopyranosyl(1—4)
- B-D-glupyranosyl-(1—3)-a-L-ramnopyranosyl-(1—2)] }-a-L-arabinopyranosyl oleanolic acid
(6); 3-O-{B-D-glucopyranosyl-(1—3) - B-D-glucopyranosyl-(1—4)-[3-D-glucopyranosyl-(1—2)
- B-D-glucopyranosyl(1—4) - B-D-glupyranosyl-(1—3)-a-L-ramnopyranosyl-(1—2)]}-a-L-
arabinopyranosyl oleanolic acid (7) and 3-O-{3-D-glucopyranosyl-(1—3) - B-D-glucopyranosyl-
(1-4)-[B-D-glucopyranosyl-(1—2) - -D-glucopyranosyl(1—4) - B-D-glupyranosyl-(1—3)-a-
L-ramnopyranosyl-(1—2)]}-a-L-arabinopyranosyl hederagenin (8). It is noteworthy that, among
the aforementioned compounds, the saponins S, 6, 7 and 8 were novel saponins.

Quantitative analyses of saponins by HPLC, in reverse phase, of the ethanolic extract of
seeds (mixture saponins), showed the major presence of saponins components (1) [ 23%], (2)
[18,5%] and (3) [30%)].

The structures were elucidated by spectroscopy methods such as IR, MS (FAB, ESI), 'H
NMR and *C NMR including two dimensional techyniques (COSY NOESY, HMQC and HMBC)

and comparation with literature data.
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1. INTRODUCAO

O género Pentaclethra (Leguminosae — mimosoideae), tdxon natural de regides
tropicais, é constituido de trés espécies, Pentaclethra macrophilla Benth. , Pentaclethra
eetveldeana De Willd, encontradas na Africa e a Pentaclethra macroloba é encontrada nas
Américas, especificamente na regides de varzea de florestas da Costa Rica, do Panama e da
Regido Amazodnica'?,

O interesse pelo estudo da espécie Pentaclethra macroloba (Fig. Oi, Pag. 06)
encontrada na regido Amazonica, especificamente no Estado do Amapd, decorreu de sua
utilizagdo na medicina popular no tratamento de dores de ouvido e de picadas de cobra’, bem
como, cicatrizag@o pos-parto cesariano , além de estudos relacionados as propriedades inseticidas
de suas sementes*>; e da detecgdo na outra espécie do tAxon, Pentaclethra eetveldeana’, de
uma classe de metabdlitos secundarios denominados de saponinas, detentoras de um amplo
espectro de atividades bioldgicas, tais como, atividade anticancerigena, moluscicida, entre outras®
%10 Estas observagdes reforgaram a proposta de estudo fitoquimico da espécie Pentaclethra
macroloba presente no Estado do Amapa.

No presente trabalho ¢ relatada pela primeira vez a investigagio fitoquimica
relacionada ao isolamento de saponinas presentes na espécie Pentaclethra macroloba Kuntze,
conhecida popularmente como “pracaxi” na Regido Amazonica, particularmente no Estado do
Amapd; com objetivo de contribuir para o processo de desenvolvimento de alternativas de
recursos naturais sustentdveis para a populacdo local, através de possiveis aplicagdes
farmacoldgicas e quimiossistematicas, ampliando assim o conhecimento cientifico da flora
amapaense.

Do extrato etandlico das sementes da Pentaclethra macroloba, denominado PES,
foram isoladas quatro saponinas, sendo uma inédita, designada como PES-2V (5) e as outras
trés designadas como PES-F1 (1) 12, PES-F2 (2) >3, PES-3V (4)'"!. De acordo com a literatura,
a saponina PES-F2 (2), um 3-O- glicosideo da hederagenina, revelou em estudos recentes,
atividades tais como, antiespamédica'?, citotoxica'®! e antileishmaniose®’, onde sugere-se a
possibilidade do uso da mesma saponina como provavel fairmaco no tratamento de cancer e de
leishmaniose.

A partir do extrato etanélico das cascas, denominado PEC, foram isoladas as
saponinas triterpénicas PEC-76 (3), PEC—6P (4), PEC-5P (6), PEC-4P, PEC-A3 (7) e PEC-
A2. Destas saponinas isoladas, apenas duas ndo foram caracterizadas, ou seja, as saponinas PC-
4P e PC-A2. Entretanto, as saponinas PEC-5P (6) e PEC-A3 (7), glicosideos do 4cido oleanélico
constituidas, respectivamente, de cinco e sete agucares, na unidade osidica, sdo descritas pela
primeira vez na literatura.
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Por outro lado, o estudo do extrato etanélico do lenho, denominado PEL, permitiu o
isolamento de quatro saponinas triterpénicas PEL-F17 (1), PEL-F-30 (3), PEL-LH1 (8) e PEL-
LH2 (7), sendo as saponinas PEL-F17, PEL-F30 e PEL-LH2 equivalentes estruturalmente as
saponinas PES-F1 (1), PEC-76 (3) e PEC-A3 (7), respectivamente. A posterior pesquisa
bibliografica sobre estas saponinas, revelou que PEL-LHI1 (8), um glicosideo da hederagenina,
constituido de sete unidades de agucares, ¢ uma substincia inédita.

E valido salientar que neste trabalho, isolou-se saponinas sem a necessidade
de derivatizagdo, através do processo de acetilag@o dos extratos, além de nfo usar do processo
de hidrdlise das mesmas para a sua caracterizagdo. Empregou-se no processo de isolamento
uma combinagdo de técnicas cldssicas de purificagdo em coluna cromatografica de gel de silica,
precipitagdo com acetona, cromatografia de exclusdo molecular com sephadex LH-20, bem
como, técnica atual de alta precisfo e reprodutibilidade como cromatografia liquida de alta
eficiéncia— CLAE em fase reversa; aliadas ao emprego de novas técnicas espectroscopicas de
RMN 'H e C uni e bidimensionais no processo de elucidagdo estrutural, bem como,
espectrometria de massa por ionizagdo quimica por eletrospray (ESI) e por bombardeamento
rapido de atomos (FAB), fundamentais na andlise da seqii€ncia de ligacdo dos aglicares nas
unidades osidicas.

O capitulo 1 trata da presente Introdug@o; o capitulo 2 relata as consideragdes
boténicas sobre a familia Leguminosae - Mimosoideae e o género Pentaclethra, bem como, da
revisdo bibliografica das substincias isoladas das espécies pertinentes ao género Pentaclethra.
O capitulo 3 trata das consideragdes gerais sobre saponinas triterpénicas, o capitulo 4 relata a
elucidagdo estrutural das saponinas triterpénicas isoladas de Pentaclethra macroloba. No capitulo
5 s#o descritos bioensaios do extrato etandlico das sementes e de algumas saponinas, o capitulo
6 trata da andlise quantitativa das saponinas por cromatografia liquida de alta eficéncia— CLAE,;
o capitulo 7 descrevel® os procedimentos experimentais envolvidos no processo de isolamento
dessas saponinas, as técnicas utilizadas e especificagdes dos materiais e instrumentos. Nos
capitulos 8, 9 e 10 sdo relatados, respectivamente, conclusio, constantes fisicas e dados
espectrométricos e referéncias bibliograficas citadas no presente trabalho.
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Quadro 01 - Saponinas triterpénicas isoladas de Pentaclethra macroloba.
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Quadro 01 - Saponinas triterpénicas isoladas de Pentaclethra macroloba.
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Quadro 01 - Saponinas triterpénicas isoladas de Pentaclethra macroloba.
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Figura 01 - Fotografia da arvore da espécie Pentaclethra macroloba Kuntze.
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE A ESPECIE ESTUDADA E
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE O TAXON GENERICO Pentaclethra

2.1. Introducéo

A familia Leguminosae compreende aproximadamente 17000 a 18000 espécies,
distribuidas em torno de 750 géneros, difundidas nas diversas regides do globo, especialmente
nas regides subtropicais'. Tradicionalmente, a familia ¢ dividida em trés grandes grupos, as
subfamilias Mimosoidea, Caesalpinoidea e a Papilionoidea constituidas por diversas tribos,
géneros e espécies. As espécies das subfamilias Caesalpinioideae e Mimosoideae sio,
principalmente, tropicais € as da Papilonoideae encontram-se, freqiientemente, nas regides sub-
tropicais?'.

Sdo plantas de habitos muito variados, desde grandes arvores das matas tropicais, a
arbustos, subarbustos, ervas anuais e perenes e também trepadeiras; vivendo nos mais variados
ambientes, em diferentes altitudes e latitudes. Entretanto, todas sdo plantas que vivem
simbioticamente com certas bactérias capazes de fixar o nitrogé€nio do ar, encontradas nos
conhecidos nddulos das raizes?>?,

A subfamilia Mimosoideae compreende cerca de 60 géneros, que abrangem
aproximadamente 2800 espécies, distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e calido-
temperado do globo?'. Apresentam flores de simetria radial, podendo estas serem pentdmeras
ou tetrdmeras, diclamideas e hermafroditas. Sdo plantas subarbustivas, arbustivas ou arbdreas,
de folhas fregiilentemente pinadas. Apresentam calice gamossépalo com 4 a 5 dentes, corola
gamopétala com 4 a 5 pétalas, e em geral ndo s@o vistosas e t€m estames isdbmeros com a corola
em numero duplo, livre entre si, e fruto seco, tipo legume, ou indeiscente, com sementes
mergulhadas em polpa doce, ou do tipo lomento como encontramos em Mimosa.

Representantes desta subfamilia s3o especialmente abundantes nas regides tropicais.
Dentre os géneros que se encontram no Brasil destacam-se pelo niimero de espécies; Mimosa
(jurema, sabia, bracatinga), Calliandra (esponjinha), Inga (inga), Pithecellobium (olho de
cachorro), Piptadenia (angico) e Parkia??. O género Pentaclethra encontra-se inserido na tribo
Parkia que atualmente compreende dois géneros: Parkia e Pentaclethra' "%,

As espécies do género Pentaclethra sdo arvores altas que habitam regides de florestas
umidas, especificamente localizadas em terras baixas ao longo dos rios. Sdo arvores que crescem
aproximadamente 21 metros e apresentam didmetro em torno de 6 metros e produzem madeira
de boa qualidade. Possuem folhas bipinadas, linear-obliquas, agudas, dez ou mais pares de
jugas, escuras e brilhantes, foliolos numerosos; flores alvas bissexuais normalmente brancas e
dispostas em grandes cachos ou espigas cilindricas compridas, frequentemente peniculatas; fruto
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vagem, comprida, chata coriacea'* %>

As duas espécies localizadas na Africa, a Pentaclethra macrophylla e Pentaclethra
eetveldeana sdo comumente conhecidas pela denominagéio de arvore do dleo do feijdo (oil
bean tree) e 6leo de owala. Suas sementes fornecem 6leos comestiveis, que também sfo utilizados
na fabricagdo de sabdes, lubrificantes e loges medicinais® .

A espécie Pentaclethra macroloba, denominada de Pracaxi ou Paraocaxi na Regido
Amazodnica e de Gavilan na Costa Rica, no Panamé e na Nicardgua, fornece madeira avermelhada,
resistente, usada em obras hidréulicas e na construgfo civil. Sua casca é adstringente e as sementes
tém varias aplicagdes medicinais, especialmente na cicatrizag@o de ulceras e de picadas de
cobras?, além de exibir propriedades inseticidas® .
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2.2. Quimica da Pentaclethra

A pesquisa bibliografica realizada sobre o tixon Pentaclethra no Chemical Abstract,
revelou estudos relacionados ao aproveitamento do 6leo extraido das sementes, nas dreas de
alimentos, de bebidas e medicinal, além do isolamento de substancias pertencentes a diferentes
classes de metabolitos secundarios como alcaldides, quinonas, triterpenos e saponinas, cujos
nomes estdo listadas no Quadro 02 (Pag. 11) e suas respectivas estruturas estfio apresentadas no
Quadro 03 (Pag. 12).

Estudos relacionados a espécie Pentaclethra macrophylla Benth, relatou a analise da
composigdo dos aminoacidos e acidos graxos presentes nas sementes, em virtude da utilizagdo
desse dleo ser usado como fonte de proteinas e calorias na alimentagdo de 14 milhdes de pessoas,
bem como, do melhoramento do processo do sistema de produgéo de alimento popular rico em
proteinas, denominado ugba?*. Também revelou o isolamento de aminoacidos denominados
de 4cido penmarico*-**, de 4cido dicostachinico® e de um alcaléide denominado de paucina®’.

Estudo fitoquimico do extrato etandlico das sementes da espécie Pentaclethra
eetveldeana, levou ao isolamento e identificagdo de uma mistura de saponinas triterpénicas’,
constituidas de geninas identificadas como hederagenina e 4cido oleanélico, e unidade osidica
constituidas dos aguicares arabinose, ramnose e glicose. O estudo fitoquimico dessa espécie™®,
levou ao isolamento e identificagdo de outros triterpenos e derivados do triacilglicerol.

Os primeiros estudos descritos na literatura sobre a espécie Pentaclethra macroloba,
relatam o uso de sua madeira como matéria prima, sob a forma de polpa, na fabricagdo de
papel®*. Em 1957, foi relatada uma abordagem sobre o uso do 6leo das sementes de Pracaxi
na 4rea industrial*!, bem como, a analise da composi¢do deste dleo, no qual foi observada a
presenca dos fitoesterdides 3-Sitosterol, estigmasterol, campestrol e de dcidos graxos* .

Estudos desenvolvidos na area de entomologia revelaram efeitos inibitérios do extrato
bruto aquoso das sementes sobre o crescimento de insetos e de herbivoros roedores*®, além de
estudos sistematicos na area botanica**2.

Segundo a literatura, ndo existe nenhum registro de estudos relacionados ao isolamento
de saponinas na espécie Pentaclethra macroloba. Desta forma, esta é primeira vez que se aborda
o estudo fitoquimico relacionado ao isolamento de saponinas presentes nesta espécie, bem
como, da analise quantitativa das saponinas no extrato etan6lico das sementes — PES, empregando
a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa.
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Quadro 02 - Lista das substancias isoladas no género Pentaclethra registradas na literatura

Substancias Estutwas | hyoes 90800 | Refergncins
Friedelna 09 eetveldeana 38
3-Epiftiedelanol 10 " o
2-Hidroxi-4-metoxi-6-n-propilbenzoato 11 " "
3-B-palmitoxi- 13-b-hidroxioleanano 12 " "
2,6-Dimetoxi- 1-acetonilquinol 13 " .
Lupeil - estearil - éter 14 " J
1-(26-Hidroxihexacosanoil) - glicerol 15 J ;
1-(26-Fermuliloxihexacosanoil)-glicerol 16 " ;
Acido 24-palmitoxioleandlico 17 " X
Hederagenma 18 " 07
Acido olean6lico 19 " ¥
Glicose 20 " i
Arabmose 21 " 9
Rhammnose 22 " i
Acido hexacosanéico 23 macrophylla 4%
Acido octacosandico 24 " -
Acido dicostachinico 25 E 36
Acido Penmacrico 26 " 34, 35
Paucina 27 " < i
B- Sitosterol 28 macroloba .
Estigmasterol 29 " 2
Campesterol 30 " ”
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Quadro 03 - Estruturas das substincias isoladas do género Pentaclethra

(09) (10)
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Quadro 03 - Estruturas das substincias isoladas do género Pentaclethra

CH,0R¢ (15) Ri=H,R2= CHzCOCH=CH—Q—-CCH3
¢HOR1

CHO,C(CH;)24CH20R; OH
Ry, Ry =H (16) Ry = Ac, R, = CH,COCH=CH Q—OCH:;
OAc

CH,0,C(CH2)14CH3
(17) (18)
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Quadro 03 - Estruturas das substéncias isoladas do género Pentaclethra

CHj3(CH;)14COH CH3(CH;)6COH HO,CCH{NH,)CH,SCH,S0,CH,CH(OH)CO,H

(23) (24) (25)
CH(NH,)CO,H
HO CH=CHCONH(CH,);CH,NH,
h
(26) 27)

(28) 29

30
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3. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE SAPONINAS TRITERPENICAS

3.1. Introdugfo

Quimicamente o termo saponina € reservado aos derivados glucoconjugados de
triterpenos e esterdides, isto €, sdo glicosideos de esterdides e de triterpenos. Sdo substincias
anfifilicas de elevada massa molar (600 a 2000), que possuem em suas estruturas, uma parte
com caracteristicas lipofilicas (triterpénica ou esteroidal) e outra parte, hidrofilica (agticares).
O balango hidrofilo- lipéfilo (BHL) entre essas duas partes determina diferentes propriedades,
tais como, redugdo da tensdo interfacial, agdo detergente e emulsiﬁcantef“"“.

Outras propriedades fisicoquimicas e biologicas’**® encontradas, mas, nem sempre,
presentes em todas as saponinas, sd0 agdo sobre as membranas das células sanguineas (atividade
hemolitica) ou sobre células das branquias em peixes (atividade ictiotéxica); e complexagdo
com esterdides, razdo pela qual frequentemente apresentam agdo antiflingica e
hipocolesterolemiante.

3.2. Saponinas triterpénicas

Nas saponinas triterpénicas, a aglicona ou genina € formada por um esqueleto constituido
de 30 atomos de carbono. Biogeneticamente, formam-se via pirofosfato de isopentenila originando
o 6xido de esqualeno, que cicliza numa conformacgio cadeira — cadeira — cadeira - barco e de
acordo com dois tipos de rearranjos, podem originar os triterpenos tetraciclicos e os
pentaciclicos®™ (Fig. 02, Pag. 18).

Os triterpenos pentaciclicos podem ser divididos em trés grupos principais, segundo seu
esqueleto B-amirina, a-amirina e lupeol. As saponinas do tipo 3-amirina isoladas nesse trabalho
conhecidas como oleananos, apresentam dois grupos metilas em C-20, enquanto aquelas do
tipo a-amirina ou ursanos, apresentam um grupo metila em C-20 e outro em C-19. Nessas
saponinas, a estereoquimica da fusdo entre os anéis A/B, B/C € C/D ¢€ trans e entre D/E, € cis
(Fig. 03, Pag. 19). As saponinas do tipo lupeol diferem, daquelas citadas anteriormente, na
estereoquimica da fusdo entre os anéis D/E, que € trans. Além disso, o quinto anel (E) possui
cinco atomos de carbono, ndo sendo hexagonal como nas outras saponinas triterpénicas.

As saponinas podem ser classificadas também quanto ao nimero de cadeias osidicas
ligadas & aglicona. Assim, as saponinas denominadas monodesmosidicas possuem uma uma
unidade osidica, enquanto as bidesmosidicas tém duas unidades de cadeias osidicas, a maioria
com ligagdo éter em C-3 e outras com ligagdo éster em C-28. Essa diferenciagdo ¢ importante,
uma vez que, frequentemente, as saponinas bidesmosidicas nfo apresentam atividades bioldgicas
relatadas para as saponinas monodesmosidicas®.
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A unidade osidica apresenta um niimero variavel de monossacarideos ligados entre si
em cadeia linear ou ramificada. Os monossacarideos, comumente encontrados nas plantas sdo
D-glicose, D-galactose, L-ramnose, L-arabinose, D-xilose, D-fucose e os 4cidos glicuronico e
galacturOnico’!*8 6062,

Esse trabalho tratara das saponinas triterpénicas de nucleo pentaciclico da série da -
amirina, especificamente do acido oleanélico e da hederagenina isoladas da espécie Pentaclethra
macroloba.
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Figura 02 - Biossintese de triterpenos tetraciclicos e pentaciclicos
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Figura 03 - Nucleos mais comuns de triterpenos pentaciclicos
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3.3. Distribuiciio nos reinos vegetal e animal

Esses compostos sdo frequentemente encontrados nos vegetais, ocorrendo raramente
nos animais. Com algumas poucas excegdes, as saponinas triterpénicas sdo raras nas
monocotiledoneas e abundantes nas dicotiledoneas, em particular nas familias Sapindaceae,
Araliaceae, Caryophyllaceae, Sapotaceae, Polygalaceae, etc®®. No reino animal marinho, as
saponinas triterpénicas ocorrem nos géneros Holothuria, Asteropus e Bbohadshia que fazem
parte do grupo dos Echinodermatas (pepinos do mar)¥.

3.4. Isolamento e andlise estrutural

O isolamento de saponinas € um processo bastante laborioso, pois sendo glicosideos e,
portanto, substdncias polares com muitas variagdes quanto ao numero de agucares presentes
para uma aglicona ou genina, e/ou abrangendo variagdes quanto as agliconas e aos agicares
presentes, proporcionam propriedades fisicas semelhantes. Assim, sfo utilizados diversos tipos
de processos cromatograficos, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(CLAE - FR), cromatografia de micro-gotas em contra corrente versio estatica (DCCC) e
versdo centrifuga (RLCC e CCP), bem como XAD-2 e exclusdo molecular em Sephadex LH-
2063- 65 2

No processo de isolamento das saponinas triterpénicas de Pentaclethra macroloba,
utilizou-se uma combinagio de técnicas, como cromatografia em coluna em gel de silica e em
Sephadex LH-20, cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa em escala
semipreparativa, além de método de precipitagdo quimica com acetona.

As saponinas triterpénicas constituidas de dois e trés agucares foram isoladas em coluna
de gel de silica, eluida com uma mistura ternaria CHCI, : CHHOH : H O (9: 1: 0,1) com
polaridade crescente; precipitagdo com acetona e posteriormente por cromatografia de exclusdo
molecular com sephadex LH-20. No entanto, as demais saponinas triterpénicas constituidas de
quatro, cinco e sete agucares, somente foi possivel isola-las com emprego da cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa, utilizando um sistema de gradiente linear de acetonitrila
e agua, depois da utilizagdo do processo cromatografico em coluna de gel de silica, precipitagdo
com acetona e cromatografia de exclusfo molecular em Sephadex LH-20.

A anélise estrutural das saponinas triterpénicas foi realizada através de métodos
quimicos e espectroscopicos. Como método quimico, a hidrdlise acida ou basica, dependendo
da estrutura da saponina®®’ ajuda a identificar por CCD comparativa, com padrdes de agiicares
e de triterpenos, os tipos de agucares presentes, bem como, a aglicona. A determinagdo da
sequéncia de ligagdo dos agucares na unidade osidica pode ser realizada por cromatografia
gasosa simples ou gasosa acoplada a espectrometria de massas dos derivados acetilados,
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principalmente peracetilados ou por RMN 'H e RMN BC.

O advento de novas técnicas modernas de ressondncia magnética nuclear e de novas
técnicas de espectrometria de massas, contribuiu muito para a elucidagéo estrutural das saponinas
nas suas formas originais, sem langar méo de tratamentos quimicos como hidrolise. A comparagéo
dos dados espectroscopicos dos atomos de carbono anoméricos dos agiicares com seus respectivos
metilglicosideos®®’°, mediante a detecgd@o por meio do efeito da substituigdo do sitio pelo efeito
da glicosilagdo, permitiu definir a sequéncia das ligagdes interglicosidicas. A espectrometria de
massas’3, particularmente as técnicas de ionizagdo quimica (ESI-MS) e de bombardeamento
rapido de atomos (FAB-MS), sdo atualmente, empregadas na determinag@o das massas molares
dos agucares, tais como hexose, metil-pentose, pentose, e da sequéncia de agiicares na unidade
osidica. Estes dados sdo, portanto, de fundamental importdncia na elucidag@o estrutural,
principalmente, de saponinas constituidas de mais de cinco unidades de agticares™ .

A metodologia empregada na determinagd@o estrutural das saponinas isoladas de
Pentaclethra macroloba foi desenvolvida segundo as etapas descritas no Quadro 04 (Pag. 22),
no qual sdo abordados os métodos de analise estrutural da unidade osidica e da aglicona, sem a
necessidade do processo de degradagdo da saponina.
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Quadro 04 - Etapas utilizadas na elucidagfo estrutural das saponinas isoladas de Pentaclethra

macroloba

Identificac@o da Agliconas ou Geninas

Identificacdo dos Acicares

a)

b)

Massa molar identificada no espectro de
massas;

Comparagio de dados de RMN 'H, de
RMN "C — HBBD com os respectivos
dados de

literatura;

agliconas relatados na

Anédlise do espectro de HMBC: pontos

basicos de aglicona;

Correlagdo de sinais de &4tomos de

hidrogénio de grupos metila;

Correlagdo de sinais de atomos de
hidrogénio ligados a atomos de carbono

que estfio ligados a heteroatomos;

Correlagdo de sinais de atomos de
hidrogénio, mostrando sinais bem
definidos no espectro COSY.

b)

d)

Comparagdo por CCD, com padrdes de
aglcares auténticos, depois do processo
de hidrélise acida;

Identificagdo no espectro de massas;
(FAB, ESI), de
caracteristicos de perdas relacionadas as
unidades

pentosila;

fragmentos

hexosila, desoxiesoxila e

Determinagio da configuragdo do atomo
de carbono anomérico através da analise

da constante de acoplamento °J (H,H);

Determinagdo do deslocamento quimico
de cada tipo de carbono através de
HMQC,

com OS

proporcionando comparagdo
sinais correspondentes aos
atomos de carbono de seus respectivos

metilglicosideos;

Analise dos sinais de hidrogénios através
de sinais bem definidos utilizados como
pontos de partida
anoméricos, C-6 (CH3) de deoxihexose,
correlacionado no espectro de COSY,
corroborrados com os dados de HMQC;

(hidrogénios

Comparagio dos deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono das

oses com unidade osidica semelhante.
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SAPONINAS TRITERPENICAS ISOLADAS
DOS EXTRATOS ETANOLICOS DAS SEMENTES, CASCA E DO LENHO DE
Pentaclethra macroloba

4.1. Determinacio estrutural de PES-F1 (1)

A saponina PES-F1 (1) apresentou — se como um so6lido branco amorfo, solivel em
piridina, de ponto de fuséo 221-224 °C. Seu espectro de massa FAB de ions positivos [M + H]*
(Fig. 04, Pag. 24) mostrou fragmentos em m/z 734 [M]*, m/z 588 [M-146]*, m/z 456 [M-146-
132)]", 439 [M-146-132-17)]" sugerindo férmula molecular C, H O, .

No espectro de RMN *C — HBBD (Fig. 05, Pag. 25) foram identificadas 41 linhas
espectrais, que por comparagdo com o espectro de RMN *C — DEPT 135° (Fig. 06, Pag. 25),
permitiu reconhecer o padrdo de hidrogenagdo correspondente a cada atomo de carbono, das
quais oito sdo correspondentes a atomos de carbono metilicos, onze metilénicos, quatorze
metinicos e, por exclusfo, 8 atomos de carbono ndo hidrogenados (Tab.01, Pag. 31) e (Tab. 02,
Pag. 32).

345

23

60 -

Figura 04 - Espectro de massas por bombardeamento rapido de dtomos (ions positivos) —
FAB de PES-F1 (1)
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Figura 05 - Espectro de RMN 3C — HBBD (C,D,N, 125 MHz) de PES-F1 (1)

A anélise comparativa dos espectros de RMN *C — HBBD e DEPT 135, baseados nos
deslocamentos quimicos dos 4tomos de carbono, indicou a presen¢a de uma saponina triterpénica,
constituida de 41 4tomos de carbono, dos quais 30 estfio relacionados a genina ou aglicona
triterpénica do acido oleandlico e os 11 dtomos de carbono restantes estio relacionados a unidade
osidica, constituida de dois agticares, uma metilpentose (desoxiexose) e uma pentose.
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Figura 06 - Espectro de RMN "*C — DEPT (C,D,N, 125 MHz) de PES-F1(1)
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O espectro de RMN 'H (Fig.07, Pag. 26) apresentou sete sinais correspondentes a
hidrogénios de grupos metila ligados a atomos de carbonos néo hidrogenados, compreendidos
entre 8 0,8 € 8 1,3 ppm; um sinal correspondente a um dtomo de hidrogénio olefinico de dupla
ligagdo trissubstituida em & 5,5 (t), sugerindo a presenga de triterpeno pentaciclico da série
olean-12-eno; 0 que estd em concordincia com o aparecimento de dois sinais na regido de
carbonos olefinicos em § 122,8 e 8 145,1 no espectro de RMN “C — HBBD (Fig.05, Pag. 25),
atribuidos aos atomos de carbono C-12 e C-13 de triterpeno, constituido de esqueleto da série
olean-12-eno™. Também observou-se no espectro de RMN *C — HBBD, a presenga de um sinal
em & 180,6 ppm, atribuido a um carbono de carboxila, sugerindo que o triterpeno tratava-se do
acido oleanolico.

Adicionalmente, verificou-se de maneira inequivoca, no espectro bidimensional de
correlagdo heteronuclear direta— HMQC (Fig. 08, Pag. 28), a correlagdo do sinal correspondente
a0 4tomo de carbono C-12 em 8 122,8 com o sinal do hidrogénio H-12; a correlagdo do 4tomo
de carbono C-18 em & 42,3 com o hidrogénio metinico H-18 em & 3,3(dd, 13,7 e 3,9), além do
sinal correspondente ao carbono carbinélico C-3 em & 89,1 que esté correlacionado ao sinal
correspondente ao hidrogénio H-3 em 8 3,2 (dd, 11,7 e 4,1 Hz) definindo-se, portanto, a presenga
do 4cido oleandlico.
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Figura 07 - Espectro de RMN 'H (C,D,N, 500 MHz) de PES-F1 (1)
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Também no espectro de RMN 'H (Fig.07, Pag. 26) observou-se na regido de sinais
correspondentes a hidrogénios de carboidratos, a presenga de dois sinais correspondentes a
atomos de hidrogénio anoméricos em 8 4,9 (d, 5,4 Hz) e em & 6,1 (sl), sugerindo a presenga de
uma unidade osidica constituida de dois agucares®.

Através da hidrodlise acida total’® da saponina PES-F1(1) em solugdo aquosa de acido
cloridrico 2N, pode-se constatar através de CCD comparativa com padrdes de agtcares e de
triterpenos, a presenca de arabinose e ramnose, além de aglicona com comportamento
cromatografico semelhante ao do 4cido oleandlico.

A analise conjunta dos espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear ('"H x
TH-COSY) (Fig.09, Pag. 28) e heteronuclear ("H x *C- HMQC) (Fig. 08, Pag. 28), partindo da
regido ndo congestionada dos espectros, especificamente das absorgdes referentes aos dois
hidrogénios anoméricos e aos dois carbonos anoméricos, bem como do sinal do carbono metilico
da metilpentose em & 18,9 (C-6) e de seus hidrogénios em § 1,6 (d, 6,1Hz), permitiu estabelecer
as absorgdes referentes aos deslocamentos quimicos de atomos de hidrogénio e de carbono
relacionados aos dos monossacarideos arabinose (A) e ramnose (R) (Tab. 02, Pag. 32).

A comparagdo adicional dos sinais correspondentes aos atomos de carbonos de
saponinas estruturalmente semelhantes''? (Tabela 02, Pag. 32), constituidas dos mesmos
aglicares, bem como, a comparagdo com o0s sinais correspondentes aos atomos de carbono de
seus respectivos metilglicosideos® (Tabela 03, Pag. 32), permitiu estabelecer a presenga de
uma o-L-arabinopiranose e de uma a-L-ramnopiranose na saponina PES-F1 (1).

Com relagéo a ligagio da unidade osidica com a aglicona, foi evidenciado o efeito da
glicosilagdo no atomo de carbono metinico hidroxilado C-3 da aglicona, onde observou-se uma
desprotegdo de 10,4 ppm em relagéo ao sinal correspondente ao d&tomo de carbono 3 do 4cido
oleanoico™.

A afirmagdo acima ¢ confirmada pela detecgdo no espectro de correlagdo heteronuclear
alonga distincia— HMBC (Fig.10, Pag. 29) do correlacionamento a trés ligagdes da linha espectral
referente ao atomo de carbono anomérico da arabinose em 8 105,2 com o sinal correspondente
ao atomo de hidrogénio H-3 da aglicona em & 3,2 (dd, 11,7 e 4,2 Hz), bem como, a interagio
dipolar do hidrogénio anomérico da arabinose Hloem & 4,9 (d, 5,4 Hz) com o hidrogénio H-3
no espectro bidimensional 'H x 'H -NOESY (Fig. 12, Pag. 30).
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Figura 08 - Espectro bidimensional de correlag4o heteronuclear 'H x °C 4 uma ligagdo - HMQC |
(C,D\N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F1(1)
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Figura 09 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H- COSY (500 MHz x
500 MHz, C.D,N ) de PES-F1(1)
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Figura 10 - Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x B¥C amais de uma ligagdo
-HMBC (C,D,N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F1(1)
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Figura 11 - Correlagdes entre 'H, 1°C a longa distincia das ligagdes interglicosidicas da unidade
osidica e desta com a genina de PES-F1 (1)
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A ligagdo interglicosidica entre a arabinose e a ramnose, também foi deduzida através
da anélise comparativa do deslocamento quimico do atomo do carbono C-2 da arabinose (C-2,

8 76,2) com o correspondente deslocamento quimico do seu respectivo metilglicosideo (C-2, &
72,2), em virtude do efeito da glicosilagdo® nesse carbono, sugerindo, assim, uma ligagdo
(ramnose 1—»2 arabinose)!'2. Esta dedug¢do foi confirmada pela observagdo, no espectro de
correlagdo heteronuclear a longa distdncia — HMBC (Fig. 10, Pag. 29), do acoplamento a trés
ligagdes do dtomo de carbono anomérico da ramnose em 8 102,0 com o hidrogénio H-2 da
arabinose em & 4,9, bem como, da interagdo espacial entre o hidrogénio anomérico da arabinose
com o hidrogénio H-3a do aglicona (Fig. 10, Pag. 29), definindo a seqliéncia estrutural: ramnose
(1->2) arabinose-O-aglicona (Fig. 11, Pag. 29).

A configuragdo o da arabinose® foi sugerida pela sua constante de acoplamento dos
seus sinais de hidrogénios (J, , = 5,4 Hz), bem como, da ramnose em virtude de apresentar um
singleto largo em 8 6,1 ppm, sendo a saponina denominada de dcido 3-O-a-L-ramanopiranosil
(1-2)-a-L-arabinopiranosil-olean-12-eno-28-6ico.
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Figura 12 - Espectro (expansdo) de RMN 'H - NOESY (500 MHz x 500 MHz, C,D,N) de PES-
F1(1)
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Tabela 01 - Dados de RMN "C, de RMN 'H e correlagdes 'H — *C [HMQC - 'J ,, e HMBC —
"J o (0=2, 3) da genina de PES-F1 (1) em C,D,N.

'H x ¥C - HMQC - ,JCH 'H x BC - HMBC - "Jg Ref. 75
c 3¢ - Om *Jen *Jcn 5 C
1 CH, 39,1 1,5; 0,9 H-5, 3H-25 38,5
2 CH, 26,8 21218 27,4
3 CH 89,1 |3,2(dd, 11,7 ¢4,2) H-1A, H-5,3H-23, 78,7
3H-24
4 C 39,7 < 3H-23, 3H-24 38,7
5 CH 56,2 0,8 (d, 11,5) H-6 H-7b, H-9, 3H-23, 552
3H-24, 3H-25
6 CH, | 188 1,5;1,3 2H-7 18,3
7 CH, | 33,5 2,1;1,8 H-6 H-5 32,6
8 C 40,0 < H-9, 3H-26 H-6°, 2H-11, 3H-27 39,3
9 CH 48,3 1,6 2H-11 H-5, H-12, 3H-25, 47,6
3H-26
10 C 37,3 - H-5, H-9, 3H-25 37,0
11 CH, | 24,1 |1,9(dd, 10,3 ¢e3,0) H-9, H-12 23,1
12 CH 122,8 55 2H-11 H-18 122,1
13C 145,1 5 H-18 2H-11, 3H-27 143,3
14 C 42,4 > 3H-27 H-12, H-18, 3H-26 41,6
15CH; | 28,6 % g . 3H-27 229
16 CH, | 24,1 2,1;2.0 H-15° H-18 23,4
17¢ 46,9 ‘ H-16b, H-18 H-15% 2H-19, H-21° 46,6
18 CH 42,3 |3,3(dd, 13,7¢3,9) 41,3
19CH, | 468 1,8; 1,3 H-18 3H-29, 3H-30 45,8
20 C 31,3 2 2H-19, 3H-29, 3H-30 H-22b 30,6
21CH, | 34,5 15: 1.2 . 33,8
22CH, | 335 1,5:1.3 32,3
23CH; | 284 1,2 (s) H-3, H-5, 3H-24 28,1
24CH; | 173 1,1 (s) H-3, 3H-23 15,6
25CH; | 158 0,8 (s) H-5, H-9 15,3
26CH; | 17,7 1,0 (s) 16,8
27CH; | 26,5 1,3 (s) 26,0
28 C 180,6 - H-18, 2H-16 181,0
29CH; | 33,6 1,0 () 3H-30 33,1
30CH, | 24,0 1,0 (s) 3H-29 23,6

*Deslocamento quimico (8) e constante de acoplamento (J) em Hz.
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Tabela 02 - Dados de RMN “C, RMN 'H e correlagdes 'H—"*C [HMQC -] ,, ¢ HMBC-"J
(n=2, 3) da unidade osidica de PES-F1(1) C,D,N.

'HxBC-HMQC-"Jcy | 'Hx3C-HMBC-"Jcy Rse7f° S
C §C 3H *Jcn *Jen 5 C 5§ C
1A 1052 4,9 (d, 5,4) H-2A 2H-5A,H-3 | 1059 | 104,5
2A| 762 4,6 H-3A HIR 995 | %51
3A | 741 43 H-2A H-1A,285 | 744 | 733
4A| 690 4.2 (s)) H-5A H2A 69,1 | 682
5A| 65,0 43 H-1A 66,6 | 659
3.8 (d,10,4)
1R | 102,0 6,1 (sl) H-2R H-2A 102,4 | 101,7
2R| 727 4,7 (d,3,3) HIR 19 | 133
3R| 72,9 | 4,6 (dd,92¢€33) H-2 R H-1R 72,5 | 72,5
4R | 773 43 (t, 9,4) H-3 R H2R,3H-6 | 73,6 | 74,0
R
5R| 70,1 | 4,6(qd,9,4¢6,1) 3H-6R H-1R 69,9 | 69,9
6R| 18,9 1,6 (d, 6,1) H-5R H-4 R 184 | 18,5

Tabela 03 - Deslocamentos quimicos de alguns metilglicosideos em piridina — C,D,N®.

Metilglicopiranosideo C-1 C-2 C-3 - C-4 C-5 C-6
a-D-Glicopiranosideo 101,2 o 15,3 72,0 73,9 62,7
B-D-Glicopiranosideo 105,4 74,8 78,1 71,4 78,0 62,5
a-L-ramnopiranosideo 102,4 71,9 72,5 73,6 69,4 18,4
B-L-Ramnopiranosideo 102,7 W o B 75,4 73,8 135 18,5
o-L-Arabinopiranosideo 105,9 722 74,4 69,1 66,6 —————
B-L-Arabinopiranosideo 102,0 70,1 70,4 70,8 63,9 e
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4.2. Determinacio estrutural de PES-F2 (2)

A substancia PES-F2 (2), obtida por tratamento cromatografico e quimico do extrato
etandlico das sementes - PES, ¢ um sélido branco amorfo, solivel em metanol e decompde-se
na faixa de temperatura entre 225,1 e 257,0°C. Apresentou natureza triterpénica, evidenciada
pelo teste positivo frente ao reagente de Liebermann-Buchard, bem como teste positivo para
saponinas®.

O espectro de absor¢do na regido de infravermelho (Fig. 13, Pag. 34) apresentou banda
de absorgdo larga em 3412 cm™ caracteristica de compostos hidroxilados, além de um banda em
1701,4 cm™ referente a absorgdo caracteristica de grupamento carboxila de 4cido. Seu espectro
de massas (Fig. 14, Pag. 34) utilizando a técnica de bombardeamento rédpido de atomos (FAB/
MS) de ions positivos [M+H]*, indicou um ion pseudo molecular em m/z 750, sugerindo féormula
molecular C, H,O,,.

O espectro de RMN 'H (Fig. 15, Pag. 35) apresentou na regifo de sinais correspondentes
a 4tomos de hidrogénios metilicos, seis singletos compreendidos entre § 0,9 a 1,2 ppm; um
singleto largo correspondente a um atomo de hidrogénio olefinico em & 5,5 ppm, caracteristico
de triterpenos pentaciclicos da série olean-12-eno™, bem como sinais caracteristicos de dois
hidrogénios anoméricos em & 5,1 (d, 6,1 Hz) e & 6,3 (sl), sugerindo a presenga de uma unidade
osidica constituida de dois aguicares na molécula, evidenciando, portanto, a natureza glicosidica
da mesma’"’, |

O espectro de RMN "*C - HBBD (Fig. 16, Pag. 36) de PES-F2 (2) mostrou a presenga de
21 linhas espectrais e a anélise comparativa entre este e o espectro de RMN *C, utilizando a
sscnica DEPT 135 (Fig. 17, Pag. 36), permitiu observar que dentre estes 41 atomos de carbonos,
7 s3o metilicos, 12 metilénicos, 14 metinicos e por exclusdo 8 sdo dtomos de carbono ndo
fudrogenados (Tab. 4, Pag. 40) e (Tab. 5, Pag. 41), sendo, portanto 30 correspondentes a unidade
mterpénica e os onze restantes referentes a unidade osidica, constituida de uma hexose e de
wma pentose. Dentre os 14 sinais referentes aos atomos de carbonos metinicos, 10 sdo oxigenados,
2os quais dois s3o atomos de carbono anoméricos, com deslocamentos quimicos em 8 104,2 e &
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101,5, podendo-se sugerir que a substincia PES-F2 (2) tratava-se de uma saponina'>*"*, com
unidade osidica estruturalmente semelhante & da saponina PES-F1 (1).
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Figura 13 - Espectro na regifo de infravermelho — IV (KBr) de PES-F2 (2)
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Figura 14 - Espectro de massas por bombardeamento rapido de 4tomos — FAB (ions positivos)
de PES-F2 (2)
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A genina (aglicona) de natureza triterpénica da série olean-12-eno foi confirmada pelo
aparecimento de sinais no espectro de RMN *C — HBBD (Fig. 16, Pag. 36) em & 122,7 e 145,2
atribuiveis aos 4tomos de carbono C-12 e C-13, respectivamente™, bem como, a observagdo de
picos transversais no espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear direta de C x 'H
(HMQC) (Fig. 18, Pag. 37) entre o sinal correspondente ao hidrogénio olefinico em & 5,5 (sl)
com o sinal referente ao atomo de carbono C-12 em § 122,7 ppm. Reforgando esta afirmativa,
observou-se no espectro bidimensional de correlagéo heteronuclear a longa distancia - HMBC
("J 4 n=2,3) (Fig. 19, Pag. 37), 0 acoplamento a duas ligagdes dos hidrogénios metilicos 3H-29
e 3H-30 com o carbono C-20, bem como, o acoplamento a trés ligagdes dos hidrogénios metilicos
de 3H-29 ¢ 3H-30 com o carbono C-19. Adicionalmente, observou-se também neste espectro
o acoplamento a trés ligagdes do hidrogénio H-18 em & 3,3 (dd, 13,6 e 3,6 Hz) com o carbono

C-28 em 6 180,7.
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Figura 15 - Espectro de RMN 'H (C,D,N - 500 MHz) de PES-F2 (2)
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Figura 17 - Espectro de RMN *C — DEPT 135 (C,D,N, 125 MHz) de PES-F2 (2)
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Observou-se também no espectro de RMN C - DEPT 135 (Fig. 17, Pag. 36), a presenca
de dois atomos de carbono hidroximetilénicos em & 63,8 e em & 65.5, sugerindo-se que o sinal
em d 65,5 deva pertencer a uma unidade osidica, em virtude da detecg@o no seu espectro de
HMBC (Fig.19, Pag. 38) de um acoplamento a trés ligagdes deste sinal de carbono com o sinal
de hidrogénio anomérico em 8 5,1 (d, 6,1 Hz) e este sinal, por sua vez, encontrava-se acoplado
a trés ligagdes ao carbono (C-3) da genina em & 80,8, sendo desta forma, definida a ligagdo da
unidade osidica com a genina. A presenca de outro sinal atribuido a outro 4tomo de carbono
hidroximetilénico em 8 63,8 ppm, indicou que um dos grupos metila foi substituido de acordo
com a comparagdo dos dados de RMN *C - HBBD (Fig. 16, Pag. 36) referentes aos 4tomos de
carbono C-3 (6 89,1), C-4 (6 39,7) e C-5 (8 56,2) da saponina PES-F1(1) com os respectivos
deslocamentos atribuidos para a saponina PES-F2 (2), onde pode-se contatar efeitos de
prote¢do gama (y) nos carbonos C-3 (8 80,8), C-5 (8 48,0) e desprotegdo no carbono C-4 (8
43,8) da saponina PES-F2 (2) (Tab. 16, Pag. 36), em virtude da substitui¢do do grupo metila (C
_23) por um grupo hidroximetilénico'*#-#2, sugerindo a hederagenina como genina.
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Figura 18 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x *C a uma ligagdo - HMQC
(C,D,N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F2 (2).



Determinacfio estrutural das saponinas triterpénicas isoladas dos extratos etanélicos das sementes, casca e do lenho de P. 38
macroloba

A presenga dos dois agiicares na unidade osidica foi confirmada através da anélise do
espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a uma ligagdo — HMQC (Fig. 18, Pag. 37),
na qual pode-se observar a correlagfo de dois sinais transversais referentes aos atomos de carbono
anoméricos em 8 101,5 e 104,2 com os sinais de atomos de hidrogénio anoméricos em & 6,3 (sl)
e 5,1 (d, 6,1 Hz), respectivamente. E vélido acrescentar que no respectivo espectro da saponina
PES-F2 (2) (Fig. 10, Pag. 29) foram observadas as mesmas correlagdes descritas anteriormente
para a unidade osidica da saponina PES-F1 (1).

Adicionalmente, a comparagdo dos valores de seus deslocamentos quimicos com os
valores descritos na literatura para saponinas estruturalmente semelhantes (Tab. 04, Pag. 40e
Tab. 05, Pag. 41)'*1% 8182 permitiu identificar os agucares de PES-F2 (2) como arabinose e
ramnose.

A afirmag@o acima é evidenciada, de forma inequivoca, pela observagdo no espectro de
correlagd@o heteronuclear a longa distdncia — HMBC (Fig. 19, Pag. 38), do acoplamento a trés
ligagbes (°J ;) entre o sinal correspondente ao hidrogénio anomérico da arabinose - H1A em &
5,1 (d, 6,1 Hz) com o sinal do carbono C-3 (6 80,8) da aglicona (Fig. 20, Pag. 39). Por sua vez,
a seqiiéncia da ligagdo interglicosidica foi confirmada pela detecgdo de picos transversais
correspondentes a correlagdo do carbono anomérico da ramnose — C1R em & 101,5 com o
hidrogénio H2A da arabinose em & 6,3 (sl), confirmando a mesma sequéncia estrutural observada
na saponina PES-F1 (1), ou seja, ramnose (1—2) arabinose-aglicona.
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Figura 19 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x '*C a mais de uma ligagdo
- HMBC (C,D,N, 500 MHz x 125 MHz) de PES-F2 (2).
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Figura 20 - Correlaggo entre 'H, 1*C a longa distdncia das ligagdes interglicosidicas da unidade
osidica e esta com a genina de PES-F2 (2) observado no espectro de HMBC (Fig. 19, Pag. 38)

A configuragio a da arabinose® foi sugerida pela sua constante de acoplamente (J , =
6,6 Hz), bem como a da ramnose em virtude de apresentar um singleto largo em 8 6,178, sendo a
saponina denominada de 3-O-a-L-ramanopiranosil (1—2)-a-L-arabinopiranosil-hederagenina.
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Tabela 04 - Dados de RMN “C, de RMN 'H e correlagdes 'H—“C [HMQC -'J ,e HMBC -
Joy (=2, 3)] em C,D,N da genina de PES-F2 (2).

'H x 5C- HMQC - J,, "H x 5C - HMBC - *J PEZ;F‘
& 15 8, m J (H2) Ty Ty 5C
1cH| 393 16, 1,1 39,1
2 CH, | 265 22;2,0 26,8
3 CH| 808 | 43(dd, 122¢€34) H-1A, 2H-23, 3H-24 89,1
4 C| 438 - H-3, 2H-23, 3H-24 39,7
5 CH| 480 18 2H-23, 3H-24 562
6 CH,| 185 18,15 18,8
7 CH,| 345 1,512 33,5
8 C | 401 . 3H27 40,0
o CH| 485 18 H-12, 3H-25, 3H-26 183
wc | 372 . 3H-25 373
1CH,| 241 1,9 (dL, 10,3) 241
12CH | 1227 5,5 (s)) H-11 H-18 122,8
13C | 1452 . H-18 H-11, 3H-27 145,1
14C | 425 . 3H-27 H-12, H-18 424
15CH,| 287 22;1,1 3H-27 28,6
16 CH,| 24,0 2,1;2,0 H-18 24,1
17¢ | 470 ’ H-18 47,0
18CH| 423 | 33(dd 13,6636 42,3
19CH,| 467 1,8; 13 3H-29, 3H-30 468
we | s . 2H-19, 3H-29, 3H-30 313
20 CH, | 336 21,13 3H-29, 3H-30 34,5
2.CH,| 332 16,13 33,5
23CH,| 638 [42(d, 10,738 (d, 10,7) 28,4
24CH,| 143 11(s) H-3, 2H-23 17,3
25CH,| 164 09 (9 15,8
26 CH,| 1738 1,0 (5) 17,7
27CH, | 265 12 (5) 26,5
28C | 1807 E H-18 180,6
29CH,| 336 09 (s) 33,6
30CH, | 242 1,0 (5) 24,0

*Deslocamento quimico (8) e constante de acoplamento (J) em Hz.
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Tabela 05 - Dados de RMN 3C (125 MHz), de RMN 'H (500 MHz) e correlagdes 'H — 1°C
[HMQC -7, e HMBC - "J , (n=2, 3)] em C,D,N da unidade osidica de PES-F2 (2).

H x *C - HMQC - J_, 'H x °C - HMBC-"J_, |PES-F1(1)| Ref.11
¢ 1 8e 8 H ey . O 5C 5C
1A | 104,2 5,1 (d, 6,1) H-2A 2H-5A, H-3 1055 | 104,5
24 | 75,6 4,6 (dd, 7.8 ¢ 6,1) H-3A 76,2 76,1
3A | 74,6 4,3 (dd, 7.8 e 3,5) H-2A H-1A 74,1 73,3
4A | 692 4,2 (sh) 2H-5A 69,0 68,2
5A | 655 | 4,3(d1,10,2)3,7 (dI, 10,2) H-1A 65,0 64,5
IR | 1015 6,3 (s} H-2A 102,60 | 101,7
2R | 72,2 4,8 (s H-4R 72,7 72,3
3R | 72,4 4,7 (dd, 9,2 e 3,3) H-4R H-1R 72,9 72,5
4R | 73,9 43 (t,9,2) H-3R H-2R, 3H-6R | 74,3 74,0
5R | 69,5 4,7 (qd, 9,2 e 6,1) H-4R, 3H-6R H-1R 70,2 69,9
6R | 189 1,7 (d, 6,1) H-5R H-4R 18,9 18,5
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4.3. Determinacio estrutural de PEC-76 (3)

A substancia PEC-76 (3) ¢ um solido branco amorfo, solivel em metanol e em piridina, |

decompde-se na faixa de 250-260°C. Seu espectro de absorgéo na regido do infravermelho (Fig.
21, Pag. 43) mostrou-se semelhante ao de saponina PES-F2 (2), com a presenga de banda de
absorgo caracteristica de compostos hidroxilados (v, = 3403 cm™), além da banda de absorgao
correspondente ao estiramento da carboxila de acido (v_= 1692 cm™).

O espectro de massas por bombardeamento rapido de atomos (FAB-MS) de ions
negativos (Fig. 22, Pag. 44) revelou fragmento m/z 895 correspondente ao ion pseudomolecular
[M-HJ", compativel com a férmula molecular C,;H O, .

O espectro de RMN 'H (Fig. 23, Pag. 44) mostrou sinais correspondentes a atomos de
hidrogénio de sete grupos grupos metilas ligados a carbonos néo hidrogenados compreendidos
entre § 0,8 e 3 1,4 ppm, um sinal atribuido a um 4tomo de hidrogénio olefinico de uma dupla
ligacdo trissubstituidaem § 5,4 (sl ), além de sinalem § 3,3 (dd, 13,8 € 3,9 Hz) referente a0 H
-18, sugerindo, desta forma, a presenga da mesma aglicona da saponina PES-F1 (1).

A presenga do acido oleandico”™ como aglicona em PEC-76 (3) ¢, adicionalmente,
confirmada através da analise do espectro de RMN *C—HBBD (Fig. 24, Pag. 45), pela presenga
dos sinais correspondentes aos atomos de carbono C-12 e C-13 em § 122,8 e § 145,1 ppm,
respectivamente (Tabelas 6 e 7, Pag. 52, 53); bem como, pela observagdo no espectro
bidimensional de correlag@o heteronuclear direta - HMQC ('"H x ®C -J ) (Fig. 25, Pag.45),
da correlagfo do hidrogénio H-12 (8 5,4 (sl)) com o atomo de carbono C-12 em § 122,8.

O espectro de RMN C - HBBD (Fig. 24, Pag. 45) mostrou 6 linhas espectrais
adicionais quando comparado ao respectivo espectro da substdncia PES-F1 (1), totalizando
portanto 47 linhas espectrais, compativel com a massa molar detectada no espectro de massa.
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Dessas, 30 linhas correspondem aos sinais de atomos de carbono da aglicona e as 17
restantes sdo referentes a unidade osidica, sugerindo, a presenga adicional de uma unidade de

hexose, bem caracterizada pela presenga de sinais correspondentes a um carbono anomérico, a
um carbono hidroximetilénico e a quatro carbonos metinicos oxigenados.

A analise comparativa entre os espectros de RMN 3C — HBBD (Fig. 24, Pag. 45) e de
RMN BBC - DEPT 135 (Fig. 26, Pag. 46) permitiu deduzir a presenga de 02 atomos de carbono
metilénicos oxigenados (hidroximetilénicos) em § 62,9 € 3 64,9, além de 15 atomos de carbono
metinicos oxigenados (Tab. 6 e 7, Pag. 52, 53).

A presenga de trés unidades de agucares foi confirmada pela presenga no espectro
bidimensional de correlagdo heteronuclear a uma ligagio HMQC ("Hx *C -7, ) (Fig. 25, Pag.
45) de trés sinais correspondentes a atomos de hidrogénio anoméricos em & 4,7 (d, 6,0 Hz), em
85,1 (d, 7,9 Hz) e em & 6,2 (sl), cujos picos transversais estdo relacionados aos 4tomos de

carbono anoméricos em & 105,3, em & 106,7 e em 8 102,1, respectivamente; bem como, pela

detecg@o no espectro de massa por bombardeamento rdpido de atomos (FAB-MS) de ions
negativos dos fragmentos em m/z 733, em m/z 587 e em m/z 455 atribuiveis , respectivamente,
a eliminagdo de uma hexose, de uma metilpentose [M-H-162 - 146] e de uma pentose [M-H-
162 — 146 - 132] (Fig. 27, Pag. 47)".

A hidrélise em meio 4cido da saponina PEC-76 (3) permitiu detectar, por comparago
com padrdes de agticares em processo cromatografico (CCD), a presenga de arabinose, ramnose
e glicose.
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8
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Figura 21 - Espectro na regifio de infravermelho da substancia PEC-76 (3).
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Figura 22 - Espectro de massa por bombardeamento rapido de atomos (ions negativos) da
substincia PEC-76 (3).
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Figura 23 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, C.D,N) de PEC-76(3).
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Figura 25 - Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x *C 4 uma ligagdo - HMQC
(C,D,)N, 500 MHz x 125 MHz) de PEC-76 (3)
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Figura 26 - Espectro de RMN *C — DEPT (C,D,N, 125 MHz) de PEC-76 (3)

A anélise conjunta dos espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear (*H x 'H-
COSY) (Fig. 28, Pag. 48) e de correlagdo heteronuclear ("H x *C - HMQC) (Fig. 25, Pag. 45),
partindo da regido ndo congestionada dos espectros, especificamente, a regido dos sinais
correspondentes aos 4tomos hidrogénio e aos dtomos de carbono anoméricos, bem como a
correlagdo entre os sinais em & 1,6 (d, 6,1 Hz) e em & 18,9 ppm atribuidos ao carbono do grupo
metila da metilpentose, permitiu sugerir as absorgdes referentes aos deslocamentos quimicos
de hidrogénios e carbonos relacionados aos dos monossacarrideos arabinose (A), ramnose (R) e
glicose (G) (Tab. 7, Pag. 53).
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Figura 27 — Proposta mecanistica para as principais fragmentagdes de PEC-76(3) no espectro de
massas.

A comparagdo adicional dos deslocamentos quimicos de 4tomos de carbono anoméricos
destas oses com a dos seus metilglicosideos®® (Tab. 03, Pag. 31), assim como, com a de dados
descritos na literatura para saponinas estruturalmente semelhantes''® (Tab. 06 e 07, Pag. 52,
53), permitiu estabelecer a presenga de uma o-L-arabinopiranose, de uma a- L- ramnopiranose
e de uma f -L- glicopiranose na saponina PEC-76 (3).
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Figura 28 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H - COSY (500 MHz,
C,D,N) de PEC-76 (3).

A determinagdo da seqiiéncia das ligagdes interglicosidicas da unidade osidica e desta
com a aglicona, foi feita através da analise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear
2 longa distancia - HMBC ('"H x *C, *J ,,, n = 2,3) e de experimento bidimensional de efeito
nuclear Overhauser homonuclear 'H x 'H (NOESY).

A observagdo no espectro de correlagdo heteronuclear a Jonga distdncia - HMBC com
acoplamento a trés ligagdes (*J,) (Fig. 29, Pag. 49), da correlagdo entre o sinal correspondente
20 dtomo de hidrogénio anomérico da arabinose H1-A em & 4,7 (d, 6,0 Hz) e o sinal
correspondente ao 4tomo de carbono C-3 (8 89,0) da aglicona (Fig. 30, Pag. 50), bem como, a
correlagdo reversa do atomo de carbono C-3 da aglicona com o hidrogénio anomérico H1A da
arabinose (Tab. 07, Pag.53), bem como, a observagdo no espectro bidimensional de efeito nuclear
Owverhauser homonuclear da interag@o dipolar do 4tomo de hidrogénio anomérico da arabinose
com o 4tomo de hidrogénio (Hc) da genina, permitiu concluir que a unidade osidica esté ligada
20 4tomo de carbono C-3 da genina através da arabinose (Fig. 30, Pag. 50).
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50

102,1; 6,2 (sh)

31 - Correlagdes observadas no espectro de HMBC da substiancia PEC-76(3).
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Por outro lado, também no espectro de HMBC (Fig. 29, Pag. 48), detectou-se a correlagéo
entre o sinal correspondente ao atomo de carbono anomérico da ramnose (HIR) em § 102,1
ppm e o sinal do hidrogénio H2A da arabinose em & 4,5 ppm, bem como, da correlagio a trés
ligagdes do hidrogénio anomérico da glicose HIG em & 5,1 ppm (d, 7,9 Hz) com o carbono C4A
da arabinose em & 79,9 ppm, foram de fundamental importincia na determinagdo da sequéncia
das ligagdes interglicosidicas.

Assim, a sequéncia dos agticares na unidade foi definada como:

Glicose (1 —4)-Arabinose - Genina
T (1-2)

Ramnose

As configuragdes dos agilicares em o para a arabinose e ramnnose e 3 para a glicose sdo
adicionalmente confirmadas com base no valor de suas constantes de acoplamentos (J ,.,)
deduzidas do espectro de RMN 'H (Fig. 23, Pag. 44). Portanto, a saponina PEC-76 (3) € inédita
nesse taxon e denomina-se Acido 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—4)-[o.-L-ramnanopiranosil-
(1>2)]-a-L-arabinopiranosiloleandico e de acordo a literaturas® revelou forte atividade

moluscicida sobre Biomphalaria alexandrina, um vetor do Schistosoma mansoni no vale do Rio
Nilo.



Determinacfo estrutural das saponinas triterpénicas isoladas dos extratos etanélicos das sementes, casca e do lenho de P 52
macroloba

Tabela 06 - Dados de RMN “C e de RMN 'H da aglicona de PEC-76 (3) em C,D,N.

'H x °C - HMQC - J, 'H x °C - HMBC - "J, Ref. 75
c 5C 8 H oy Vo 5C
1 CH, | 3972 1.4, 0.9 - 3H-25, H-5, H-9 38,5
2 CH,| 269 2.0, 1.8 - . 27,4
3 CH| 89,0 3.2 (dd, 11,6; 4.0) F 3H-23, 3H-24, H-5, H-1A | 78,7
4 C | 398 . 3H-23, 3H-24 e 38,7
s CH| 563 0.7 : 3H-23, 3H-24, 3H-25 55,2
& CH,| 188 1.4; 1,3 . - 18,3
BicH,| 325 1.4; 1.2 A 3H-26 32,6
s Cc | 400 : 3H-26 3H-27 39,3
S CH| 483 1.6 - 3H-25, H-12 47,6
10C | 373 - 3H-25 : 37,0
11 CH, | 24,0 1.9 H-9 - 23,1
12CH | 12238 5.4 (1) 2H-11 H-18 122,8
13C | 1450 : H-18 3H-27 143
14C | 425 : 3H-27 H-18, 3H-26 41,6
1SCH,| 286 2,1 . 3H-27 27,7
16 CH, | 24.1 2.1,1.9 . ; 23,4
17C | 470 . H-18 : 46,6
1SCH | 423 3.3 (dd, 13,8 ; 3,9) - . 41,3
19CH,| 47.8 |18, H-19b,1.32, H-19a H-18 3H-29, 3H-30 45,8
20C | 313 - 3H-29, 3H-30, H-19 . 30,6
21 CH,| 345 1.8;1,4 ” 3H-29, 3H-30 33,8
22CH,| 335 2.1; 1.4 - £ 32,3
23CH,| 284 1.2 (s) . H-5; 3H-24 28,1
24CH,| 174 1.1 (s) s 3H-23, H-5 15,6
s CH,| 159 0.8 (s) : H-5; H-9 15,3
26 CH,| 17,7 1.0 (s) - . 16,8
27 CH,| 265 1.3 (s) 4 . 26,0
28C | 180,5 ; a . 181,0
29 CH,| 33,7 0.9 (s) : ; 33,1
30 CH, | 24,1 1.0 (s) : ; 23,6

*Deslocamento quimico (8) e constante de acoplamento (J) em Hz.
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Tabela 07 - Dados de RMN “C e de RMN 'H da unidade osidica de PEC-76 (3) em C,D,N.

'H x ¥C- HMQC- U, 'Hx C- HMBC-"J PES-F1 | Ref11
¢ | sc 5H 2 ey sC | 8C
1A | 1053 4,7 (d, 6,0) H2A H-3,2H-5 A 1052 | 104,9
2A | 756 45 762 | 764
3A | 743 43 74,1 | 74,0
4A | 799 43 2H-5A H-1G 69,0 | 69,5
5A | 649 | 44(dd, 11,1,93,7 (d 11,2) H-1AH-3A 650 | 64,5
IR | 1021 62 (s) H2A 102,0 | 101,5
R | 726 47 H-1R 727 | 7,6
3R | 728 4,6 (dd, 92 ¢33) H-IR 729 | 722
4R | 734 43 3H-6R 743 | 722
5R | 70,1 4,6 (qd, 9,2 € 6,10) H-4R, 3H-6R H-1IR 702 | 69,8
6R | 189 1,6 (d, 6,1) H-5R H-4R 189 | 183
1G | 106,7 5,1 (d, 7.9) H-2G H-4A 106,3
2G | 758 4,0 (dd, 7,8 ¢ 8,8) HIGI 75,4
3G | 7188 42 (t 8,8) H-2G, H4G 78,7
4G | 716 42 (,3.8) H-3G Ee H4G 71,3
56 | 79,1 3.9 (m) 78,4
6G | 62,9 | 4,5dl 11,9)3,8 (dd, 11,8 € 5,0) H-5G 62,5

* Espectros em Piridina
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4.4. Determinacfo estrutural de PEC-6P (4)
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A substancia PEC-6P (4) é um sélido branco amorfo, solivel em piridina e funde com
decomposi¢io na faixa entre 244 — 248 °C. Nos produtos da hidrélise 4cida, foi possivel detectar
através de CCD comparativa, a presenga de glicose, ramnnose e arabinose, além de aglicona
com comportamento cromatografico semelhante ao do 4cido oleanélico.

O espectro de massas utilizando a técnica por ionizagdo quimica por eletrospray
(ESI-MS) de ions negativos (Fig. 32, Pag. 55) revelou fragmentos em m/z 1057,7 relativo ao ion
pseudo-molecular [M — H},, m/z 895,7 [M — H - hexose]; m/z 733,7 [M — H - 2 hexoses]; m/z
587,4 [M - H - 2 hexoses — metilpentose]; m/z 455,4 [M - H - 2 hexoses — metilpentose —
pentose] correspondente 2 aglicona, sugerindo férmula molecular C,;H, O,,.

O espectro de RMN 'H de PEC—6P (4) (Fig. 33, Pag. 55) mostrou sete singletos,
compreendidos entre § 0,8 e § 1,3, correspondentes a d&tomos de hidrogénios de grupos metilas
ligados a 4tomos de carbono ndo hidrogenados; um singleto largo em & 5,5 ppm, correspondente
20 hidrogénio olefinico de dupla ligagdo trissubstituida, sugerindo a presenga de triterpeno
pentaciclico da série olean-12-eno o que estd em concorddncia com o aparecimento de dois
sinais na regido de carbonos olefinicos em & 122,7 e em & 144,9 ppm no seu espectro de RMN
“C — HBBD (Fig. 34, Pag. 56), atribuidos aos atomos de carbono C-12 e C-13 de triterpenos
constituidos de esqueleto da série olean-12-eno™. Também foi observado no espectro de RMN
“C — HBBD (Fig. 34, Pag. 56), a presen¢a de um sinal em & 180,3 atribuivel a um dtomo de
carbono de carboxila. A analise comparativa dos espectros de RMN *C — HBBD e de RMN C
- DEPT 135 (Fig. 35, Pag. 56) permitiu observar a presenca de oito 4tomos de carbono ndo
hidrogenados, por exclusdo dos sinais com deslocamentos quimicos em & 31,1; 37,2; 37,9; 39,7;
42.4; 46,9; 144,9 e 6 180,5 ppm sugerindo que o triterpeno tratava-se do 4cido oleanoico.
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Figura 33 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, C,D,N) de PEC-6P(4).
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Figura 35 - Espectro de RMN "*C — DEPT 135 (125 MHz, C,D,N) de PEC-6P(4).
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Adicionalmente, verificou-se de maneira inequivoca no espectro bidimensional de

correlagdo heteronuclear direta — HMQC (Fig. 36, Pag. 58) a correlagfo do sinal correspondente
ao carbono C-12 em & 122,7 com sinal do hidrogénio H -12; a correlagdo do carbono C-18 em &
42,2 com o hidrogénio metinico H -18 (& 3,3), além do carbono carbinélico C-3 em & 89,0 que
estd correlacionado ao hidrogénio H-3 em & 3,3 (dd, 11,7 e 4,1 Hz). Esses dados, aliados a
observagdo do fragmento em m/z455 daltons, permitiram concluir que a aglicona desta sapenina
era o 4cido oleandlico.

A anélise comparativa dos espectros de RMN *C — HBBD (Fig. 34, Pag. 56) e de
RMN BC-DEPT 135° (Fig. 35, Pag. 56) com base nos deslocamentos quimicos dos carbonos,
bem como, a presenga do ion pseudo-molecular [M-H] em m/z 1057 no espectro de massa (Fig.
32, Pag. 55) e dos demais fragmentos referentes a perda de duas unidades de glicose, uma de
metilpentose e outra de pentose, confirmaram a presenca de um glicosideo, pertencente a classe
das saponinas, constituido de 53 dtomos de carbono, dos quais 30 estdo relacionados a genina
ou aglicona triterpénica do acido oleandlico e os 23 4tomos de carbono restantes estdo
relacionados & unidade osidica constituida de quatro agticares.

O espectro de RMN 'H (Fig. 33, Pag. 55) revelou na regido de deslocamentos quimicos
caracteristicos de carboidratos, a presenga de um sinal de hidrogénio anomérico adicional, em
relagdo ao respectivo espectro da saponina PEC-76 (3), em & 5,5 (d, 7,4 Hz), além dos trés
hidrogénios anoméricos, com absorgdes semelhantes as da saponina PEC-76 (3), ou seja em &
4.7 (d, 6,7 Hz), & 6,1 (sl) e & 5,1 (d, 7,8 Hz). Sugere-se que a hexose adicional ¢ uma outra
unidade de glicose, uma vez que, conforme descrito anteriormente, apds a hidrolise acida desta
saponina, foram detectados por CCD, os monossacarrideos glicose, ramnose e arabinose.

A anélise conjunta dos espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear (‘H x
‘H-COSY) (Fig. 37, Pag. 59) e heteronuclear ('H x *C-HMQC) (Fig. 36, Pag. 58), partindo da
regido ndo congestionada dos espectros, especificamente das absorgdes referentes aos quatro
hidrogénios e aos quatro carbonos anoméricos, bem como, da absor¢do em & 1,6 ppm (d, 6,0
Hz) correlacionada ao sinal em 3 18,8 ppm atribuido ao 4&tomo dé carbono de grupo metila da
metilpentose, permitiu caracterizar as absor¢des referentes aos deslocamentos quimicos de
atomos de hidrogénios e de carbonos relacionados aos dos monossacarrideos arabinose (A),
ramnnose (R) e duas unidades de glicose designadas de G1 e de G2 (Tab. 09, Pag. 66).
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Figura 37 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H - COSY (500 MHz, C,D,N ) de PEC-6P(4).

3311} senjuodes sEp [RININI}SI OSEUTILIANA(Q

seoruady

d 2P OYUS] Op 2 BISED ‘SI)UIMWIS SEP SCI[JOUE}) SO3RIJXD SOP SEPE[OS]

pgojoLvIU

6S



e

)

o —

m i,l |

IJML

——r

1

l

- 5

- 100

150

't l m P q
] L}
[ L1} QI
. e
T T T T T [T T T RESaRAsAEacass sl
ppm 4 2

[ ppm

)j TI\‘-..JU_LA‘A..W k.“m_l_

I

[.q

Q |‘|V‘ 3
= b e L

! t°| V‘ !
T S

Y.L Akl

Z. = =
= | F
; ?

LI

Figura 38 - Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x 1°C a mais de uma ligagéo - HMEC (C,D,N, 500 MHz x 125 MHz) de

PEC-6F(4)

THE9)3(]

seopugdiojn seuruodes sEp [RAMNLISI 0

J 3P SYUS] 0P 3 EITEI ‘SIJUITISS SEP SOOT[OUE}I SOJRIIXI S0P SEPTIOs]

DqojosoDid

09



Determinaciio estrutural das saponinas triterpénicas iscladas dos extratos efandlices das sementes, casca e de lenho de P2 61
macroloba

Adicionalmente, a analise comparativa dos deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono anoméricos inseridos na faixa entre 8 93 e 110 no espectro de RMN C- HBBD (Fig.
34, Pag. 56), com os deslocamentos quimicos dos seus metilglicosideos®® (Tab. 03, Pag. 32) e
com os deslocamentos de atomos de carbonos de saponinas constituidas dos mesmos agucares
(Tab. 09, Pag. 66)", permitiu estabelecer a presenca de uma o-L-arabinopiranose, o-L-
raminopiranose € duas f3-glicopiranose na saponina PEC-6P (4).

A ligagdo da unidade osidica com a aglicona, foi deduzida através do deslocamento
quimico do carbono metinico hidroxilado (C-3) da aglicona em 8 89,0, observando-se que o
efeito de sua respectiva glicosilagdo, promoveu uma desprotegdo em relagdo ao carbono C-3 da
B-Amirina”, definindo-se dessa forma a ligagdo da unidade osidica ao carbono C-3 da aglicona.

A afirmagdo acima foi confirmada pela detecgdo no espectro de correlagdo heteronuclear
a longa distincia — HMBC (Fig. 38, Pag. 60) da correlagdo a trés ligagdes da linha espectral
referente ao carbono anomérico da arabinose em 8 105,6 com o hidrogénio H-3 da aglicona em
83,2 (dd, 11,7 e 4,1 Hz), bem como, da interagio dipolar do hidrogénio anomérico da arabinose
H1A em 84,7 (d, 6,7 Hz) com os hidrogénios H-3 e H-5a da aglicona no espectro bidimensional
'H x 'H -NOESY (Fig. 35, Pag. 62).

A natureza das ligagdes interglicosidicas, foi deduzida a partir da arabinose, observando-
se no espectro de correlago heteronuclear a longa distdncia HMBC (Fig. 40, Pag. 63), a correlagdo
do sinal referente ao &tomo de carbono C-2 A da arabinose em & 76,4 com o hidrogénio anomérico
da ramnose em & 6,1 (sl), definindo uma ligagdo ramnose(1—2) arabinose, bem como, a
correlagdo do sinal correspondente ao carbono C-4 A da arabinose em & 80,2 com o sinal do
hidrogénio anomérico da glicose denominada de G1 em & 5,1 (d, 7,8 Hz), definindo uma ligacdo
glicose-G1(1—4)arabinose, caracterizando uma arabinose com sitios de ligagdo nos carbonos 2
e 4, semelhante a saponina PEC-76 (3). Adicionalmente, com relagdo a segunda glicose
denominada de G2, observou-se a correlag@o do seu hidrogénio anomérico em 5,5 (d, 7,8 Hz)
com o atomo de carbono 3R da ramnose em & 83,4, sendo definida, portanto, uma ligagdo
glicose-G2 (1—3) ramnose (Figura 40, Pag. 63).

E valido acrescentar que esta sequéncia de ligagdes na unidade osfdica ramificada ¢
confirmada no espectro de massa (Fig. 41, Pag. 64), através da observagdo de fragmentos
referentes as perdas de duas unidades de glicose terminais em m/z 733,7 [M - 2x162 - HJ, de
duas unidades de glicose e uma de ramnose em m/z 587,44 [M - 2x162 — 146 — H]" e de duas
unidades de glicose, uma de ramnose e uma de arabinose em m/z 455,4 [M - 2x162 - 146 — 132
- HJ; além da presenga do fragmento em m/z 749 atribuidol & perda de uma hexose (glicose G2)
e de uma metilpentose (ramnose) [M - 162 —146 — HJ, que juntamente com o fragmento em m/
2733 atribuida 4 perda de duas hexoses [M - 2x162 —HJ, confirmaram a existéncia de ramificagfo
na unidade osidica ligada ao carbono 3 da aglicona®.
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Figura 39 - Espectro (expanso) de RMN 'H - NOESY (500 MHz, C.D,N) de PEC-6P(4).

As configuragdes a para o arabinose e ramnose e B para a glicose sdo adicionalmente,
confirmadas com base no valor de suas constantes de acoplamentos (J;, ,,,) deduzidas do espectro
de RMN 'H (Fig. 33, Pag. 55). Finalmente, a analise dos dados descritos anteriormente, bem
como, a comparagdo com dados relatados na literatura'’ (Tab. 09, Pag. 66), permitiu a
identificagdo da saponina PEC-6P (5) como Acido 3-O-B-D-glicopiranosil-(1—3)-ct-L-
ramnanopiranosil-(1—2)-[B-D-glicopiranosil-(1-»4)]-ca-L-arabinopiranosiloleanoico.
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§88,9; 3,2 (dd, 11,7, 4,1 Hz)
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680,2;4,2
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Figura 40 - Correlagdo entre 'H, '3C das ligagdes interglicosidicas da unidade osidica e esta com
a genina de PEC-6P (4).
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Figura 41 - Proposta mecanistica para justificar as principais fragmentagdes de PEC-6P(4) no
espectro de massa.
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Tabela 08 - Dados de RMN *C e de RMN 'H da aglicona de PEC-6P(4).

'H x °C - HAMQC - I, "H x °C - AMBC - *J oo
C 5C 5H ., Ve
1 CH, 39,0 1,5; 0,9 - 3H-25 38,5
2 CH, 26,8 2,10; 1,8 - - 27,4
3 CH | 899 |3.2(dd, 11,7;4.1) " 3H-23, 3H-24, H-1A | 78,7
4 C 39,7 - 3H-23, 3H-24 - 38,7
5 CH 56,2 0,8 (d, 11.4) - 3H-23, 3H-24, 3H-25 552
6 CH,| 187 1,5, 0,9 - - 18,3
7 CH,| 334 1,513 ; . 32,6
8 C 39,9 - 3H-26, H-9 3H-27 39,3
9 CH 482 1.6 (t, 8,7) H-11 H-12, 3H-25, 3H-26 47.6
10C 312 - H-5, H-9, 3H-25 - 37,0
11 CH, 23,9 1,9 H-9, H-12 - 23,1
12 CH 1227 5,5 (sl) H-11 H-18 122,1
13C 144,9 - H-18 H-11, 3H-27 1433
14 C 424 - 3H-27 H-9, H-12, 3H-26 41,6
15CH, | 285 B1s12 - 3H-27 217
16 CH, | 239 2112 S - 23,4
17C 46,9 - H-18 - 46,6
18CH | 422 3.3 (dd) - - 41,3
19 CH, 46,6 1,8; 1,3 H-18 3H-29, 3H-30 458
20C 31,1 - 3H-29, 3H-30, H-1% - 30,6
21CH, | 344 1,4; 1,1 - 3H-29, 3H-30 33,8
22CH, | 334 2:1:1.8 - - 323
23CH, | 283 1,3 (s) > 3H-24 28,1
24CH, | 173 1.1 (s) . 3H-23, H-5 15,6
25 CH; 15,7 0,8 (s) - H-9 15,3
26CH, | 17,6 1.0 (s) ! ; 16,8
27CH, | 263 1,3 (s) : . 26,0
28C 180,3 - - - 181,0
29CH, | 334 0,9 (s) . 3 391
30 CH, 23,9 1.03 (s) - 3H-29 23,6

*Deslocamento quimico (8) e constante de acoplamento (J) em Hz.
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Tabela 09 - Dados de RMN *C e de RMN 'H dos agticares de PEC-6P(4).
Hx ®C-HMQC-1J_, H x BC - HMBC -7J¢H Ref. 11
CH 5 C dH g 1 2 T 8§ C
1A 105.6 4,7 (d, 6,7) H-2A H-3 105.9
2A 76,4 4.4 H-IR 72,2
3A 74,6 4,1 (dd, 8,4; 3,5) H-2A H-2A 74,4
A 80,2 4,2 2H-5A;H-1G1 69,1
SA 66,5 | 4,537 (d,11.5) - Hax H-1A 66,6
iR 1019 6,1 (shy H-2R H-2A 1024
2R 71,8 5.0 (sh 71,9
3R 83,4 4,8 (dd, 9.4;2.9) H-2R, H-4R H-1R, H-1G2 72.25.
4R 73,1 4.5 H-3R 3H-6R 73,6
SR 70,0 4,6 (m) 3H-6R 69,4
6R 18,8 1,6 (d, 6.0) H-4R 18,4
1G1 107.8 5,1 (d,7,8) H-2G1 105,4
2G1 5.7 4,0 (d,7,8; 8,2) H-3G1 74,8
3G1 78,7 4,2 H-2G1 78,1
4G1 g B 42 H-3Gl1 71,4
5G1 78,9 3,9 (m) H-6G1b 78,0
5G1 62,8 43,45 62,5
1G2Z 107.,0 5,5(d, 7,4) H-2G2 H-3R 105,4
2G2 76,1 4.1 (dd, 7.4; 82) H-3G2 74.8
3G2 78.7 4.2 H-2G2 78.1
iG2 7.3 4,2 I1-3G2 71,4
5G2 78,6 4,0 (m) H-6G2h H-3G2 78,0
5G2 62,8 43 45 H-4G2 62,5
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4.5, Determinagdo Estrutural de PES-2V (5)

A substincia PES — 2V(5) € um sélido branco amorfo, soliivel em piridina e funde com
decomposig@o entre 251 - 268 °C. Seu espectro de massas obtido pela técnica de ionizagéo
quimica por eletrospray (ESI-MS) (Fig. 42, Pag. 68), exibiu um pico de ion pseudo molecular
[M-H)]' emm/z 1073,9, indicando massa molar 1074,9, compativel com a férmula molecular
C,H;0,,. O fragmento em m/z 911,9 corresponde a perda de uma hexose [(M — H) — 162]
terminal. Posteriormente, esse ion sofre cis#o, levando a dois fragmentos, observados em m/z
765,4[(M—H) - 162 - 146] e em m/z 749,4 [(M - H)—2 X 162], mostrando a perda simultanea
de uma metilpentose e de outra hexose, respecﬁvamente, sugerindo, portanto, uma unidade
osidica com ramifica¢do®. Outro fragmento em m/z 603,4 é correspondente & perda de duas
unidades de hexose e de uma metilpentose [(M —H)—2 X 162 — 146]". Adicionalmente, observou-
se que o fragmento em m/z 471,3, resultante da perda de duas unidades de hexose, de uma
metilpentose e de uma pentose [(M — H) —2 X 162 — 146 - 132] est4 relacionado a aglicona,
especificamente a hederagenina.
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Figura 42 - Espectro de massas por ionizagdo quimica eletrospray EI-MS de PES-2V (5)

A andlise comparativa dos espectros de RMN C - HBBD (Fig. 43, Pag. 69) e de RMN
3C — DEPT 135 (Fig. 44, Pag. 69) evidenciou, que estes espectros apresentaram na regido de
sinais correspondentes a aglicona, o mesmo perfil observado para a aglicona da saponina PES-
F2 (2) (Tab. 10, Pag. 76), bem como, a detec¢do no espectro de RMN 'H (Fig. 45, Pag. 70) da
presenca de seis sinais correspondentes a atomos de hidrogénio metilicos ligados a carbonos
ndo hidrogenados, também observados no respectivo espectro da saponina PES-F2 (2) (Fig. 15,
p. 35). Adicionalmente, observou-se no espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear
direta — HMQC (Fig. 46, Pag. 71), a correlagéo do carbono C-12 em 8 122,8 com o hidrogénio
H-12 em § 5,5 (t); a correlagdo do carbono C-18 em & 42,1 com o hidrogénio metinico H-18
em § 3,3 (dd, 13,6 e 3,8), além do acoplamento do carbono carbindlico C-3 em 8 81,5 com o
hidrogénio H-3 em & 4,2 confirmaram a hederagenina como agligona“"s'gz.

A hidrolise acida dessa saponina, seguida da analise de sua respectiva fase aquosa
por CCD corhparativa com padrdes de aguicares, levou a detecgdo de arabinose, de ramnose e de
glicose e a ocorréncia dos referidos agticares em PES-2V (5) estd em concordancia com o padrio
de fragmentagdo observado no seu respectivo espectro de massa (Fig. 47, Pag. 72).
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Também no espectro de RMN 'H (Fig. 45, Pag. 70) foi revelada, na regido de sinais

correspondentes a hidrogénios de carboidratos, a presenga de sinais que correspondem a quatro
hidrogénios anoméricos em 6 6,2 (s), 8 5,5 (d, 7,8 Hz), 6 5,1 (d, 7,9 Hz) e 8 4,9 (7,0 Hz), os
quais encontram-se correlacionados no espectro de HMQC (Fig. 46, Pag. 71) com os carbonos
em & 101,7, 8 106,9, & 107,0 e & 105,1 respectivamente, sugerindo a presenca de uma unidade
osidica constituida de quatro agticares com absorgdes semelhantes as da saponina PEC-6P (4)'"7,
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Figura 45 - Espectro de RMN 'H (C,D;N, 500 MHz) de PES - 2V(5).

A analise conjunta dos espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear ('"H x 'H-
COSY) (Fig. 48, Pag. 73) e heteronuclear (*H x “C-HMQC) (Fig. 46, Pag. 71), partindo da
regido ndo congestionada dos espectros, especificamente das absorgdes referentes aos quatro
hidrogénios e aos quatro carbonos anoméricos, bem como, da correlagéo da absorgdo em & 1,6
(d, 6,2 Hz) com a absorgdo em & 18,7, atribuida ao atomo de carbono metilico da metilpentose,
permitiu caracterizar as absorgdes referentes aos deslocamentos quimicos de hidrogénios e
carbonos relacionados aos dos monossacarrideos arabinose (A), ramnose (R) e duas unidades
de glicose designadas G1 e G2. Esta afirmativa é corraborrada pela analise em CCD e analise
comparativa com os dados espectrosbépicos da saponina PEC-6P(4) (Tab. 11, Pag. 77).
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Figura 47 — Proposta mecanistica para justificar os principais fragmentos de PES-2V(5) no

espectro de massa.
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Figura 50 - Correlagdo entre 'H, 3C a longa distancia das liga¢@es interglicosidicas da unidade

osidica e esta com a genina de PES-2V(5) observado no espectro de HMBC (Fig.
49, Pag 74).

Através da analise dos espectros de HMBC e NOESY (Tab. 11, Pag. 77), foi observado
gue a natureza das ligacGes interglicosidicas e da ligacdo da unidade osidica com a aglicona em
PES-2V(5), eram as mesmas observadas para a saponina PEC — 6P(4) descrita anteriormente e
que esta sequéncia de ligagSes € compativel com fragmentos caracteristicos observados no seu
espectro de massa. =

As configurag@es o para a arabinose e ramnose e B para a glicose sfo adicionalmente
confirmadas com base no valor de suas constantes de acoplamentos (Jy;; ;) deduzidas do espectro
de RMN 'H (Fig. 45, Pag. 70). A analise dos dados descritos anteriormente, bem como, a
comparagdo com os dados relatados na literatura!! referentes a estrutura da unidade osida (Tab.
11, Pag. 77), permitiu identificar a saponina PES-2V(5) como 3-O-f-D-glicopiranosil (1—3)-a
-L-ramnanopiranosil-(1—2)}[B-D-glicopiranosil-(1—4)]- o -L-arabinopiranosilhederagenina. B
valido salientar que esta saponina ainda n3o havia sido descrita, de acordo com levantamento
bibliografico realizado no Chemical Abstracts.
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Tabela 10 - Dados de RMN *C, de RMN 'H e correlagdes 'H — *C [HMQC - 'J,, e HMBC —
"J oy (n=2, 3) da genina de PES-2v (5) em C,D,N.
'H x BC - HMQC - J 'H x *C - HMBC - °J PEC-6P(4)
1 CH,| 391 1,5, 1,0 - 3H-25 39,0
2 CH,| 266 2,2,2,0 H-3 - 26,8
3 CH| 815 3.2 - 2H-23, 3H-24, H-1A 89,9
4 C 43,7 - H-3, 2H-23, 3H-24 - 39,7
5 CH| 47,7 1,70 - 2H-23, 3H-24 56,2
6 CH,| 183 1,7, 1,3 H-5 - 18,7
7 CH,| 33,2 1,8, 1,2 - 3H-26 33,4
8 C 39,9 - 3H-26 3H-27 39,9
9 CH| 483 1,7 - H-5, 3H-25, 3H-26 48,0
10C 37,1 - 3H-25 - 37,2
11CH,| 24,0 1,9 H-12 H-9, H-18 23,9
12CH | 1228 5,5 (t) H-11 H-18 122,7
13C 145,0 - H-18 H-11, 3H-27 1449
14 C 423 - 3H-27 H-18, H-12, 3H-26 42 4
ISCH,| 285 22:141 3H-27 28,5
16 CH,| 234 2.1, 1.9 - H-18 23,9
17C 46,8 - H-18 - 46,9
1I8CH | 42,1 3,3 (dd, 13.6; 3,8) - - 42,2
19CH, | 466 1,6; 1,1 - 3H-29, 3H-30 46,6
20C 31,1 - 3H-29, 3H-30 - 31,1
21CH,| 344 1,4; 1,1 ¥ 3H-29, 3H-30 34,4
22CH,| 334 2,1; 1,8 - - 33,4
23CH,| 64,1 [43(11,7)39 (117 < H-3; 3H-24 28,3
24CH,| 143 L1 (s) 5 H-23b, H-5, H-3 17,3
25CH,| 16,2 0,9 (s) - H-5; H-9 15,7
26 CH,| 17,6 1,0 (s) . ¢ 17,6
27CH,| 263 1,2 (s) - 2H-15 26,3
28 C 180,4 - - H-18 180,3
29 CH,| 33,4 0,9 (s) - - 33,4
30 CH,| 23,4 1,0 (s) . 3H-29 23,9

*Deslocamento quimico (8) ¢ constante de acoplamento (J) em Hz.
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Tabela 11~ Dados de RMN “C , de RMN 'H ¢ correlagdes 'H — C [HMQC - 'J ,, e HMBC —
"Jou (=2, 3) dos agucares de PES-2V(S) em C,D,N.

'H x 1C - HMQC - 'J,, 'H x BC - HMBC - *J PEC-6P(4) Ref. 11
CH | sC s H W I 5C 5C
1A | 1051 49 @, 1.1) H-2A H-3 105,6 1053
2A | 763 4,4 (8,2;7,1) H-3A H-1R 76,4 76,6
3A | 751 3.9 H-5Aeq 74,6 73.6
4A | 808 4,1 (s 2H-5 H-1G1 80,2 79,4
SA | 66,1 | 4,4 (d,11,7)3,6 (d,11.5) - Hax H-1A 65,5 64,9
IR | 1017 6.2(s) H24 101,2 1016
R | 717 5,0 (s} 71,8 713
3R | 830 |  48(dd, 2.8;9,5) H-2R, H-4R H-1R, H-1G2 83,4 82,9
R | 30| 4.5 H-3R 3H-6R 73.1 726
SR | 700 4,7 (m) 3H-6R H-1R 70,0 69,8
SR | 187 1,6 (4,6.2) H-5R H-4R 18,8 183
1G1 | 1070 5.1(d,7.9) H-2G1 106.8 106,2
261 | 757 4.0 (d,7,9; 8.8) 75,7 75,6
3G1 | 18,6 42 H-2G1 78.7 78,2
BG1 | 718 42 71,5 713
sG1 | 78,7 3.9 (m) H-3G1 78,9 78.2
§G1 | 627 | 4,543 (dd; 11,9; 4.9) H-4G1 62,8 62,5
1G2 | 106,9 55(d,7.8) H-2G2 H-3R 107,0 106,2
Gz | 760 4.1 (dd, 7.9; 9,1) H-3GZ 76,1 75.3
3Gz | 78,7 4.2, 9.0) H-2G2 Hi-G2 78,7 78,2
G2 | 7114 42 (@, 9.3) 71,7 71,3
sg2 | 189 49 %6 72,2
2 | 627 43 (dd,12.03 5)4 5 H.4G2 62,8 62,3
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4.6. Determinacio estrutural de PEC-5P (6)
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A substdncia denominada de PEC-5P(6) é um s6lido branco amorfo, soltivel em piridina
¢ funde com decomposic¢do na faixa entre 245 - 247°C.

Seu espectro de massa utilizando a técnica por ionizagido quimica por eletrospray
(ESI-MS) de ions negativos (Fig. 51, Pag. 79) revelou fragmentos em m/z 1220 relativo ao ion
pseudomolecular (M - H); compativel com férmula molecular C,;H, O, .

O espectro de RMN 'H de PEC-5P(6) (Fig. 52, Pag. 79) apresentou-se semelhante ao da
saponina PEC-6P(4) com relag@o a parte referente a aglicona (Tab. 12, Pag. 89), no entanto, na
regido de sinais correspondentes aos deslocamentos quimicos de hidrogénics dos acucares,
detectou-se a presenca de uma unidade adicional de glicose, evidenciada pelo aparecimento do
sinal de seu hidrogénio anomérico em § 5,2 (d, 7,8 Hz) e confirmada pelo correlacionamento
desse hidrogénio anomérico com carbono anomérico em & 106,3. no espectro de HMQC (Fig.
53, Pag. 80), sugerindo assim a presenca de uma unidade osidica constituida de cinco agiicares™”.
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A andlise comparativa dos espectros de RMN *C — HBBD (Fig. 54, Pag. 81) e DEPT
135° (Fig. 55, Pag. 82), levando-se em consideragdo, a teoria do deslocamento quimico de
carbono, bem como, baseados em dados de seu respectivo espectro de massa (Fig. 51, Pag. 79),
ou seja, na presenga do ion pseudo-molecular em m/z 1220 e os de outros trés fragmentos
referentes & perda de trés unidades de glicose [(M — H) — 2 x 162] em m/z 733,7, de trés
unidades de glicose e de uma metilpentose [(M — H) — 3 x 162 — 146] em m/z 587,4 e de trés
unidades de glicose, de uma metilpentose e de uma pentose [(M—H)-3x 162 146—132] em
m/z 455,4 (Fig. 56, Pag. 83), confirmaram a presenga de um glicosideo pertencente a classe das
saponinas, constituido de 59 atomos de carbono, dos quais 30 estfio relacionados a genina ou
zglicona triterpénica do acido oleandico e os 29 atomos de carbono restantes s@o atribuidos a
unidade osidica constituida de cinco aglicares.

or
BINT4]

Figura 54 - Espectro de RMN "*C — HBBD (C,D,N, 125 MHz) de PEC-5P(6).
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Figura 55 - Espectro de RMN *C — DEPT 135 (C,D,N, 125 MHz) de PEC-5P(6).

Os aglicares presentes na unidade osidica de PEC-5P(6) foram definidos através da analise
de seus respectivos dados de RMN BC, de espectrometria de massa e pelo método quimico.

Pelo método quimico empregou-se a hidrélise acida total da saponina PEC-5P(6),
onde detectou-se através de CCD do produto bruto desta reagfo, por comparagdo com padrdes
de agucares e de triterpenos, a presencga dos agiicares arabinose, ramnose e glicose € do triterpeno
acido oleandlico.

Através do método espectroscépico de RMN *C foi feita a comparacio dos
deslocamentos quimicos dos carbonos anoméricos, inseridos na faixa entre 8 93 e d 110°> com
os deslocamentos quimicos dos metilglicosideos®® descritos na Tabela 03 (Pag. 32) e com os
respectivos dados de saponinas estruturalmente semelhantes, constituidas dos mesmos agticares
(Tab.12, Pag. 89e Tab. 13, Pag. 90), foi possivel estabelecer a presenga de uma o-L-
arabinopiranose, de uma a-L-ramnopiranose e de trés f-glicopiranoses na estrutura de PEC-5P

(6).

A analise conjunta dos espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear ("H x
‘H-COSY) (Fig. 57, Pag. 84) e heteronuclear ('"H x *C-HMQC) (Fig. 53, Pag. 80), partindo da
regifio nfio congestionada dos espectros, especificamente das absorges referentes aos hidrogénios
e aos carbonos anoméricos, bem como, da detecg@io no espectro de correlagdo heteronuclear
(*H x *C-HMQC), de correlagdo entre as absorgdes em & 1,6 (d, 6,2 Hz) e em & 19,8 atribuida ao
carbono metilico da metilpentose, permitiu afirmar que as absorgdes referentes aos deslocamentos
guimicos de hidrogénios e carbonos estavam relacionadas as absor¢des de uma arabinose (A),
de uma ramnose (R) e de trés unidades de glicose designadas de G1, G2 e G2 (Tab. 13, Pag. 90).
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espectro de massas.
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A ligagdo da unidade osidica com a aglicona, foi deduzida através da andlise do efeito da
glicosilagdo no carbono oxometinico C-3, que apresentou sinal em & 90,0, sendo observada uma
desprote¢@o em relagdo ao respectivo atomo de carbono da B-amirina’, definindo, portanto, a
ligagdo da unidade osidica com o carbono C-3 da aglicona. Esta afirmag?o foi confirmada pela
detec¢do no espectro de correlagdo heteronuclear a longa distdncia— HMBC (Fig. 58, Pag. 86),
do correlacionamento a trés ligagdes da linha espectral referente ao carbono anomérico da
arabinose (8 105,6 ) com o hidrogénio H-3 da aglicona em & 3,3 (dd, 11,7 e 4,1 Hz), bem como,
a interagd@o dipolar do hidrogénio anomérico da arabinose H1-A em 8 4,7 (d, 6,7 Hz) com os
hidrogénios H-3 e Ha da aglicona no espectro bidimensional 'H x 'H -NOESY (Fig. 59, Pag.
87).

A natureza das ligagdes interglicosidicas foi deduzida a partir da arabinose, sendo
observadas no espectro de correlag@o heteronuclear a longa distdncia - HMBC (Fig. 58, Pag.
86), a correlagdo do carbono anomérico da ramnose em 8 102,9 (H1R) com o hidrogénio H-2 da
arabinose (8 4,5), a correlagdo do carbono anomérico da glicose G1 (8 107,8) com H-3 da
ramnose (6 4,8), do carbono anomérico da glicose G2 (5 107,8) com o H-4 da arabinose (5 4,3)
(Fig. 60, Pag. 88), definindo a seguinte sequéncia de agucares na unidade osidica, compativel
com os fragmentos observados no espectro de massa.

Glicose-G1(1—>4)-Arabinose- O — Genina

T(1-2)
Glicose-G3(1—>4)-Glicose-G2(1—3)-Ramnose

Esta saponina foi denominada de 4cido 3-0-{{B-—D-g]icopiranosil-(l—->4)-[3-D-
glicopiranosil-(1—3)-a-L-ramnopiranosil-(1—-2)]-[B-D-glicopiranosil-(1->4)]}-a-L-
arabinopiranosil oleonoico, que segundo levantamento bibliogréafico realizado no Chemical
Abstracts, trata-se de uma saponina ainda néio descrita na literatura.
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Figura 58 - Espectro de HMBC (C,D,N, 125 MHz) de PEC--5P (6).
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88

90,0; 3,3 (dd, 11,7; 4,1)

107,8; 5,1 (d. 7,9 Hz)

QRN

106,6; 4,7 (4, 6,6 Hz)

76,4, 4,5 H
102962 (s))
826,44 (493 H2) o g on
o 84,7,48(dd, 94,26 Hz)
<——107,8;5,5(d, 7,9 Hy)
OH | go OH H
HO G2
HO 9 o BO

G3 oH
. T—106,3; 5,2 (d, 7,8 Hz)

60 - Correlagdo entre 'H, °C a longa distancia das ligag3es interglicosidicas da unidade
osidica e esta com a genina de PEC-5P (6) observado no espectro de HMBC (Fig.
58, Pag. 86).
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Tabela 12 - Dados de RMN “C , de RMN 'H e correlagdes 'H— “C [HMQC - '] ,, e HMBC —
"J oy (@=2, 3) da genina de PEC-5P (6) em C,D,N.

'H x 5C - HMQC - 'J, 'H x 5C - HMBC - °J PEC-6P(4)
C §C 5H 7, Yy
1 CH,| 402 1,5, H-1b, 0,93 s 3H-25, H-5, H-9 39,0
2 CH,| 280 2,1; 1,8 H-2b % % 26,8
3 CH| 9%, 3,3 (dd, 11.7, 4.1) - 3H-23, 3H-24, H-1' 89,9
4 C| 399 . 3H-23, 3H-24 . 39,7
5 CH| 574 08 (d, 11,4) i 3H-23, 3H-24, 3H-25 56,2
6 CH,| 189 1,8;1,3 H-6b ¥ . 18,7
7 CH,| 345 1,5 H-Tb, 1,29 s 3H-26 334
8 C| 402 - 3H-26, H-9 3H-27 39,9
9 CH| 494 1,7 (t 8.6) = 3H-25, 3H-26 482
10C | 374 « 3H-25 . 372
11CH,| 25, 1,92 H-12 - 239
12CH | 1239 5,5 (t) - . 122,7
13C | 1461 . - 3H-27 144.9
14C | 424 3H-27 H-18, 3H-26 424
15CH,| 296 | 22H-5a12H15b . 3H-27 285
16 CH,| 250 22:20 . " 239
17C | 470 - H-18 4 46,9
18CH | 433 33 (dd) . 2 422
19CH,| 478 | 1,83 H-19b; 1,3 H-19a H-18 3H-29, 3H-30 46,6
20C | 313 : 3H-29, 3H-30, H-19b - 31,1
21 CH,| 356 1,5, 1,2 - 3H-29, 3H-30 34,4
22 CH,| 345 2,1H-22b; 1,8 - “ 334
23 CH,| 296 1,4 (s) . 3H-24 283
24CH,| 184 12(s) - 3H-23, H-5 17,3
25CH,| 169 0,86 (s) . H-9 15,7
26 CH,| 187 1,0 (s) - H-9 17,6
27CH,| 27,5 1,4 (s) . . 263
28C | 1814 . 5 ? 180,3
29 CH, | 34.58 0.98 (s) . - 334
30 CH, | 25.08 1.03 (s) > 3H-29 239

*Deslocamento quimico (3) e constante de acoplamento (J) em Hz.
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la 13 - Dados de RMN BC , de RMN 'H e correlagdes 'H — 3C [HMQC = oy € HMBC -
"Jey (0=2, 3) da unidade osidica de PEC-5P(6) em C,.D.N.

'H x 5C - HMQC - 'J_, 'H x 5C-HMBC-"J_, | PEC-6P(4) | Ref. 11
¢H | sC 5 H o T 5C 5C
1A | 1056 4,7 (4, 6,6) H-3 1056 | 1053
24 | 776 45 H-1R 76,4 76,6

75.5 42 H-2A 74,6 73,6
A | 812 43 H-1G1 80,2 79,4
sA | 665 4.53.8 (d,11.5) 65,5 64,9
iR | 1029 62 (5) H-5R 1019 | 1016
R | 728 4.9 ( s) H-1R 71,8 713
SR | 847 | 48(dd9326) H-4R H-1G2 83,4 82,9
R | 742 4.50 3H-6R 73,1 9.6
sR | 711 4.7 (m) 3H-6R H-1R 70,0 69,8
SR | 198 1.6 (4,6.2) H-4R 18,8 18,3
1G1 | 1078 5.1 (4,7.9) H-2G1 1068 | 1062
261 | 76.8 4.0 (d,7.9, 8.8) 75,7 75,6
G1 | 798 42 H-2G1 78,7 782
G1 | 726 42 715 713
5G1 | 80.0 3.9 H-3G1 78,9 78,2
§G1 | 639 4.54.4 62.8 62,5
1G2 | 10738 5.5 H-2G2 07,0 | 1062
262 | 768 | 4.1(dd7.9.8.4) H-3G2 - 76,1 75,3
[3(;2 77.9 43 I:I‘;(éé 78,7 78,2
L 162 | 826 4.4 (T.9.3) H-3G2 HIG3 71,7 71,3
562 | 779 4,0 (dt9.3) H-4G2 78,6 78,2
§G2 | 633 | 4.6(dd,12.03.5)4.46 62,8 62.5
1G3 | 1063 52 (4,7.8) H-2G3 H-4G2 - :
2G3 | 76.1 4.1 (d4,7.8,8.4) . ;
G3 | 796 42 H-4G3 ) .
iG3 | 729 42 H-3G3 H-1G3 : :
563 | 79.8 4.0 (m) - .
6G3 | 637 4345 . .
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4.7. Determinacdo estrutural de PEC-A3 (7)

A substdncia PEC-A3(7) ¢ um sélido branco amorfo, solivel em piridina e funde com
decomposiggo na faixa de 251 —270 °C. Seu espectro de massa obtido por ionizagao quimica
eletrospray — ESI / MS (Fig. 61, Pag. 92) apresentou um ion molecular em m/z 1545,7 [M],
compativel com formula molecular C, H | O, . Outros fragmentos importantes em m/z 1383,9
[M —162],1220,8 [M—2x 162],1059,3 [M -3 x 162], 896,6 [M—4x 162], [M—-5x 162]
indicaram, respectivamente, a perda de cinco unidades hexosila, de uma desoxihexosila e de
uma pentosila. Foi, também, observado o fragmento em m/z 455 correspondente a aglicona.

A analise comparativa dos espectros de RMN '*C - HBBD (Fig. 62, Pag. 92) e de
RMN 3C - DEPT (Fig. 63, Pag. 93) de PES-A3(7), bem como, a detecgdo no seu espectro de
RMN 'H (Fig. 64, Pag. 93) de sete singletos correspondentes a &tomos de hidrogénio metilicos,
um singleto largo em & 5,5 atribuido a um hidrogénio de dupla li éaqﬁo trissubstituida e de um
sinal de hidrogénio de metinico em & 3,3 (dl, 13,5), evidenciaram o mesmo perfil espectroscépico
das agliconas das saponinas PES-F1(1), PEC-76(3), PEC-6P(4) e PEC-5P(6) (Tab. 14, Pag.
102). Adicionalmente, observou-se no espectro bidimensional de correlagfio heteronuclear direta
—HMQC (Fig. 65, Pag. 96), a correlagdo do carbono C-12 em & 122,3 com o hidrogénio H-12
emd 5,5 (sl); a correlag@o do carbono C-1 8 em 8 41,8 com o hidrogénio metinico H-18 em & 3,3
(dl, 13,5); além da correlagdo do carbono carbindlico C-3 em & 88,6 com o hidrogénio H-3 em
3 3,2, definindo a presenca da acido oleanéico como aglicona.
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A observagdo do ion molecular em m/z 1545,7 [(IM) e dos demais fragmentos referentes
2 perda de cinco unidades de hexose, de uma metilpentose ¢ de pentose no espectro de massa
(Fig. 66, Pag. 97) permitiram, juntamente com dados anteriormente relatados, afirmar que a
substancia PEC-A3(7) tratava-se de um glicosideo pertencente & classe das saponinas e que era
constituida de 76 4tomos de carbono, dos quais 30 estdo relacionados & aglicona do 4cido
oleandlico e os 46 atomos de carbono restantes constituem a unidade osidica (Tab. 15, Pag.
103e Tab. 16, Pag. 104).

O espectro de correlagdo heteronuclear HMQC ('H x °C, '], ) (Fig. 65, Pag. xx) de
PEC-A3(7) confirmou a presenga de sete agicares, através da correlag@o de sete dtomos de
carbonos anoméricos em & 106,2; 105,9; 105,1; 104,4; 104,2; 102,4 e 101,6 com os hidrogénios
anoméricos em & 5,1 (d, 7,7); 5,3 (7.8); 4,7 (d, 6,9); 5,3 (d, 8,4); 5,6 (d, 7.8); 5,0 (d, 7,6) e 6,1
(sl), respectivamente. Estes dados sdo compativeis com a ocorréncia de uma unidade osidica
constituida de uma pentose, de uma metilpentose e de cinco hexoses e a presenga destes agiicares
pode ser confirmada pelos fragmentos correspondentes as suas respectivas perdas no espectro
de massa de PEC-A3(7).

A observagdo do efeito de glicosilagido no 4&tomo de carbono C-3 daaglicona e a detecgio
do sinal em & 180,0, correspondente ao atomo de carbono de carboxila, permitiram classificar a
saponina como monodesmosidica®.

Com o objetivo identificar os agticares presentes em sua unidade osidica, a saponina
PEC-A3 (7) foi submetida a reagdo de hidrélise 4cida e a andlise comparativa por CCD, do
produto bruto desta reagdo com padrdes de agiicares, permitiu constatar a presenga dos agucares
glicose, ramnose e arabinose na unidade osidica desta saponina.

A analise conjunta dos espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear ("H x 'H-
COSY) (Fig. 67, Pag. 98) e heteronuclear ("H x *C- HMQC) (Fig. 65, Pag. 96), partindo da
regifio ndo congestionada dos espectros, especificamente das absorgdes referentes aos hidrogénios
e carbonos anoméricos, bem como, da correla{:ﬁo entre o carbono metilico (C-6) da metilpentose
em § 18,8 e hidrogénio (H-6)em & 1,6 (d, 5,8 Hz), permitiu estabelecer as absorgdes referentes
20s deslocamentos quimicos de hidrogénios e de carbonos compativeis aos dos monossacarideos
arabinose (A), ramnose (R) e cinco unidades de glicose designadas de G1, G2, G3, G4 e G5
(Tab. 16, Pag. 104).

A comparagio adicional dos deslocamentos quimicos de carbonos anoméricos com 0s
dos seus respectivos metilglicosideos (Tab.03, Pag. 32) confirmou a presenga de uma a-L-
arabinose, de uma a-L-ramnose e de cinco $-D-glicose (Tab. 03, Pag. 32).

A determinag#o da natureza das ligagdes interglicosidicas, bem como, da unidade osidica
com a aglicona (4cido oleanolico) foi feita através da andlise do espectro bidimensional de
correlagdo heteronuclear a longa distincia — HMBC (‘H x °C-*J,, n=2, 3) (Fig. 68, Pag. 100)
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e de efeito nuclear espacial de correlagio homonuclear - NOESY (*H x 'H) (Fig. 72, Pag. 101),
sendo, desta forma, proposta para a saponina PEC-A3 (7), uma estrutura parcial idéntica a da
saponina PEC-5P (6), glicosideo constituido de cinco unidades de agucares, ou seja, de uma

arabinose, de uma ramnose e de trés unidades de glicose.

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear a longa distancia— HMBC (Fig.
71, Pag. 100), observou-se o acoplamento a trés ligagdes - *J do carbono anomérico da arabinose
- H1A em 8 105,1 com o hidrogénio H -3 do acido oleandlico em & 3,2 (Fig. 72, Pag. 101),
adicionalmente confirmado pela interago dipolar de H3a do 4cido oleanélico com o hidrogénio
anomeérico da arabinose no espectro NOESY (Fig. 72, Pag. 101), definindo, portanto, a liga¢do
da aglicona com a unidade osidica através da arabinose.

. Na determinagdo das ligagdes interglicosidicas, partindo da arabinose (A), que conforme
descrito anteriormente, esté ligada ao carbono C-3 da aglicona, foi constatado que este agiicar
encontrava-se substituido nos dtomos de carbono C-2 e C-4 por uma ramnose (R) e uma glicose
(G1), respectivamente, através dos acoplamentos do carbono C-2A da arabinose em § 76,4 com
o hidrogénio anomérico da ramnose em & 6,1 (sl) e do carbono C-4 A da arabinose em & 79,7
com o hidrogénio anomérico da glicose designado (1GH-1) em & 5,1 (d, 7,7 Hz). A substituicio
do carbono C-3R da ramnose por uma segunda unidade glicose designada G-2, foi detectada
pelo acoplamento de hidrogénio anomérico de G2 (1GH-2) em & 5,4 com carbono C-3R em &
83,2 [G2 (1—>3)R], bem como, pelo acoplamento do carbono C4-G2 em & 81,9 com o hidrogénio
anomérico de uma terceira glicose designado 1GH-3 em 85,0 (d, 7,6 Hz), definindo a substituicio
em C4 da glicose -G2 [G3 (1—4) G2].
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O acoplamento do hidrogénio anomérico da quarta unidade de glicose designado de
1GH-4 em & 5,6 (d, 7,8 Hz) com o carbono 2 da terceira unidade de glicose (2G3) em § 79,6,
definiu uma ligagio G4 (1—2) G3. A presenga e posigdo da quinta e ultima unidade de glicose
designada de G5, foram confirmadas pelo acoplamento a trés ligagGes do carbono C3 da glicose
designada como 3G1 em & 88,2 com o hidrogénio anomérico denominado de 1IGH5 em 6 5,3 (d,
8,4 Hz), sendo, portanto, definida a estrutura abaixo da unidade osidica:

Glicose-5S (1-53)-Glicose-1(1—>4)-Arabinose- Aglicona
T(1-2)
Glicose-4(1->2)-Glicose-3(1—4)-Glicose-2(1—3)-Ramninose

A presenga de D-glicose e L-arabinose e L-ramnose, comumente encontradas nos
glicosideos de plantas, bem como, da detecgfio dessas configuragdes na estrutura acima baseados
nos dados de RMN C. A conformagio das agtcares foram avaliados através dos valores das
constantes de acoplamentos no espectro de RMN 'H. As cinco glicoses, apresentaram I, i
superior a 7,6 HZ indicando conformagdo Bdas mesmas; enquanto a arabinose e raminose
apresentaram conformacgo o em virtude da primeira apresentar um J,, ,, em torno de 6,9 Hz
enquanto a ramnose apresentou um singleto largo.

A analise dos dados descritos anteriormente permitiu identificar a saponina PEC-A3(7 )
como acido 3-O-{B-D-glicopiranosil(1—2)B-D-glicopiranosil(1—4)-3-D-glicopiranosil-(1—3)-
o-L-ramnanopiranosil-(1—2)-[B-D-glicopiranosil(1—+3)p-D-glicopiranosil(1—+4)]}-o-L-
arabinopiranosil-oleanéico. E valido salientar que esta saponina ainda ndo havia sido descrita
na literatura, de acordo com o levantamento bibliografico realizado no Chemical Abstracts.
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Tabela 14 — Dados de RMN "*C do 4cido oleandico em CDCL™ e das agliconas das saponinas
PES-F1 (1), PEC-76 (3), PEC-6P (4), PEC-5P (6) ¢ PEC-A3 (8) em C,D,N.

K Referéncia™ | PES-F1 (1) | PEC-76 (3) | PEC-6P (4) | PEC-5P (6) | PEC-A3 (8)
1 38,5 39,1 39,2 39,0 40,2 38,7
2 27,4 26,8 26,9 23,8 28,0 26,5
3 78,7 89,1 89,0 88,9 90,0 88,6
4 38,7 39,7 39,8 39,7 39,9 39,4
3 55,2 56,2 56,3 56,2 57,4 55,9
6 18,3 18,8 18,8 18,7 18,4 18,4
7 32,6 33,5 33,5 33,4 34,5 33,0
8 39,3 40,0 40,0 39,9 40,2 39,6
9 47,6 483 483 482 49.4 48.4
10 37,0 373 37,7 37,2 38,4 36,9
11 23,1 24,1 24,0 24,0 25,1 23,6
12 122,1 122,8 122,8 122,7 123,9 122,3
13 143 .4 1451 145,1 144,9 146,1 144,7
14 41,6 42,4 425 42,4 42,4 42,0
15 27,7 28.6 28,7 28,5 29,6 28,0
16 23,4 24,1 241 23,9 25,0 23,5
17 46,6 47,0 47,0 46,9 47,0 46,5
18 41,3 423 42,3 422 433 41,8
19 458 46,8 46,8 46,6 47,8 46,3
20 30,6 31,3 31,3 31,1 31,9 30,8
21 33,8 34,5 34,5 34,4 35,6 34,1
22 32,3 33,5 33,5 33,4 34,5 33,0
23 28,1 28,4 28,4 28,3 29,6 28,0
24 15,6 17,3 17,4 17,3 18,4 16,9
25 15,3 15.8 15,9 15,7 16,9 15,4
26 16,8 17,7 17,7 17,6 18,7 17,2
27 26,0 26,5 26,5 26,3 27,5 26,0
28 181,0 180,6 180,5 180,3 181,4 180,0
29 33,1 33,6 33,6 33,4 34,6 33,1
30 23,6 24,0 24,1 23,9 o5 23,6

*Deslocamento quimico () e constante de acoplamento (J) em Hz.
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Tabela 15 - Dados de RMN “C , de RMN 'H e correlagdes 'H - *C [HMQC - 'J ,, e HMBC —
"J oy (n=2, 3) da genina de PEC-A3 (7) em C,D,N.

'H x °C - HMQC - 1, 'H x ¥C - HMBC - °J, Ref. 75
s 3C 5H 2J 7
1 CH,| 387 1,5, 0,9 « H-3, H-25 38,5
2 CH,| 265 20,18 , - 27,4
3 CH| 886 3,2 . 3H-23, 3H-24, H-1A 78,7
4 C | 394 . 3H-23, 3H-24 ; 38,7
5 CH| 559 0,8 . 3H-23, 3H-24, 3H-25 55,2
6 CH,| 184 1.6, 1,3 . - 27,4
7 CH,| 33,0 1,5, 1,4 . 3H-26 32,6
8 C | 396 : 3H-26 3H-27 39,3
9 CH| 47,9 1,6 = 3H-25, 3H-26 47,6
10C | 396 - 3H-25 : 37,0
11 CH,| 23,6 1,9 H-12 - 23,1
12CH | 1223 5,5 (s ; . 122,8
13C | 1447 : - 3H-27 143,3
14C | 42,0 3H-27 H-18, 3H-26 41,6
15 CH, | 28,0 22. 12 s 3H-27 27,7
16 CH,| 23,5 2,1; 1,9 : : 23,4
17C | 46,5 2 H-18 5 46,6
18CH | 41,8 | 3,3 (dL 13,6) : . 41,3
19 CH,| 463 1,8; 1,3 - 3H-29, 3H-30 458
20C | 308 . 3H-29, 3H-30 . 30,6
21 CH, | 34,1 1,5, 1,2 . 3H-29, 3H-30 33,8
22 CH,| 33,0 2.2: 1.8 - T 323
23 CH, | 28,0 1,3 (s) - 3H-24 28,1
24 CH,| 16,9 11,1 () - 3H-23, H-5 15,6
25CH, | 154 09 (s) - H-9 15,3
26 CH, | 17,2 1,0 (s) - H-9 16,8
27 CH, | 26,0 1,3 (s) - . 26,0
28C | 180,0 - - - 181,0
29 CH, | 33,1 1,0 (5) - - 33,1
30CH,| 23,6 1,0 (s) - 3H-29 23,6

*Deslocamento quimico (8) e constante de acoplamento (J) em Hz.
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abela 16 - Dados de RMN BC de RMN Heco

2 MIN , de RMN TT THMQC
"oy (0=2, 3) da unidade osidica de PEC-A3 (7) em C,D,N
H x UC -HM QT - 4, 'H X ¥C -BMBC - W, PEC-5P(6)
5 C 8 H Ty 1 5 C

1A 105,1 4,7 (d, 6,9) H-3, 2H5A 106,6
24 76,4 4.4 H-1R 77,6
3A 73,8 4,1 H-2A H-1A 75,5
4A 797 49 H-3A_ 2H-5A H-1G1 {12
5A 64,9 4,4:3,7 (d, 11,5) 66,5
iR 101,6 6,1 (sl 102,9

| R 74,3 4.9 72,8
3R 83,2 4,7 H-2R, H-4R H-1R 84,7
4R 72,6 4,5 H-3R "H-2R, 3H-6R 743
SR 69,6 4.6 3H-6R H-1R P11
33 184 1,6 (d, 5,8) 10,8
161 106,2 5,1, 7,7) H-2G1 H4A 107,8
1G1 76,1 4,0 76,8
3G1 88,2 42 H-2G1, H-4G1 H-1G3 79,9
iG1 69,9 3,9 H-2G1, 2H-6G 1 72,6
35G1 78.4 3.9 ' B 80,0
6G1 62,4 4,1-48 63,9
159 5.9 5.3 .80 » f1-3R 107.8
2G2 75.8 4,0 76,8
362 78,2 4,2 77,9
4G2 81,9 4,0 H-3G2 H-1G3 82,6

B sGo 77,9 4.0 77,9
6G2 62,1 4.1-438 63,3
1G3 102,4 5,0 (d, 7.6) H-2G3 106,3
2G3 79,6 4.2 H-1G4 76,1
363 76,9 4,2 i 79,6
1G3 71,6 4,1 72,9
5G3 78,2 3,8 79,8
6G3 62,5 4,1;4,8 . 63,7
1G4 10042 5,6 (4, 7.8) H.2G3
2G4 75.8 4,1 H-1G4
3G4 78.60 4.25 H-1G4
4G4 7.2 43,8
5G4 L5 3,8

. 6G4 66,2 4,1-48

! 1G5 104,4 5,3 (d, 8,4)
2G5 76,1 a1 H.1G5
168 78,4 4,2
4G5 71,2 4,1
363 78,3 4,0
6G5S 4,1 - 4.8
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4.8.Determinacic Estrutural de PEL-LH1 (8)

A substdncia PEL-LHI (8) ¢ um sélido branco amorfo, solivel em piridina e funde com
decomposi¢#o na faixa entre 260 a 270 °C. Seu espectro de massa obtido por ionizagao quimica
eletrospray — ESI/ MS (Fig. 70, Pag. 105) apresentou um ion molecular em m/z 1560,1[M-H]J
compativel com férmula molecular C, H, O,,. Outros fragmentos importantes em m/z 1398,0
[M-H-162], 1073,7 [M-H-3 x 1621, 911,3 [M-H-4 x 162], 765,4 [M-H-4 x 162 — 146], 749,4
[M-H-5x 162 T, 603,0 [M -H-5x 162 — 146]-,471,3 [M-H-5 x 162 — 146 — 132] indicaram
a perda de cinco unidades hexosila, de uma desoxihexosila e de uma de pentosila, sendo o
fragmento em m/z 471,3 correspondente & aglicona (Fig. 71, Pag. 106).
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A andlise comparativa dos espectros de RMN *C - HBBD (Fig. 72, Pag. 108) e de RMN
~C — DEPT 135 (Fig. 73, Pag. 108) evidenciou a presenca da mesma aglicona das saponinas
PES-F2 (2) e PES-2V (4), ou seja, a hederagenina (Tab.17, Pag. 117). Esta proposta também
fundamentou-se na detec¢do no espectro de RMN 'H de PEL-LH1 (Fig. 74, Pag. 110), da
presenca seis singletos atribuidos aos atomos de hidrogénio metilicos e de um singleto largo em
£35,5, atribuido ao hidrogénio da dupla ligag&o trissubstituida. A analise do espectro bidimensional
2= correlagdo heteronuclear direta —- HMQC (Fig. 75, Pag. 111), permitiu detectar a correlagdo
2o carbono C-12 em 8 122,3 com o hidrogénio H-12 em & 5,5 (sl); a correlagdo do carbono C-
18 em 6 42,2 com o hidrogénio metinico H-18 em & 3,3; a correlagdo do hidrogénio H-18 com
o carbono da carboxila (C-28) em & 180,5; além da correlag@o do carbono carbinélico C-3 em &
%1,5 com o hidrogénio H-3 em & 4,2 da aglicona. Observou-se também no espectro de RMN 13C
—DEPT 135 (Fig. 75, Pag. 108) a presenga de sete &tomos de carbono metilénicos hidroxilados
‘hidroximetilénicos) em & 66,1 e § 64,1 e cinco inseridos na faixa entre 8 62,7 a 62,5 (HMBC -
Fig. 76, Pag. 112) caracteristico de absorgdo de dtomo de carbono C-6 de glicose®®.

A presenga do sinal em & 64,1 referente a absorg@o do carbono hidroximetilénico (C23a),
guando comparada com os deslocamentos quimicos de RMN 3C atribuidos para as saponinas
PES-F2 (2)e PES-2V (4) (Tab.17,Pag. 117), evidenciou a presenga da hederagenina, confirmada
pelo efeito de protegdo (efeito gama) nos carbonos C-5 e C-3, oriundo da substitui¢io em C-
23a, explicado pelo fendmeno da compressio estérica entre o substituinte de C-23 em C-5 e C-
3, bem como, do efeito de desproteg@o ocasionado no 4tomo de carbono ndo hidrogenado em
4818 além da detecgdo do fragmento no espectro de massa em m/z471,3 relacionado a aglicona,
permitiu definir de maneira inequivoca a presenga da hedergenina como aglicona.

Com relagdo a unidade osidica, detectou-se no espectro de HMQC (Fig. 75, Pag.
111), a correlagdo de sete atomos de carbonos anoméricos em & 106,2; 105,9; 105,1; 104,4;
104,2;102,4 € 101,6 com os hidrogénios anoméricos em & 5,1 (d, 7,7); 5,3 (7,8); 4,7 (d, 6,9), 5,3
id, 8,4); 5,6 (d, 7,8); 5,0 (d, 7,6) e 6,1 (sl), respectivamente, evidenciando a presenca de sete
a¢licares, compativel com uma unidade osidica constituida de uma pentose, uma metilpentose
{deoxihexose) e cinco hexoses, conforme os fragmentos caracteristicos das mesmas apresentados
no espectro de massa (Fig. 71, Pag. 106).
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A andlise descrita anteriormente, mostrou uma unidade osidica com a mesma estrutura
erminada para a saponina PEC-A3(7) (Tab. 16, Pag.104) e esta proposta foi, adicionalmente,
rmada através da hidroélise acida de PEL-LH1(8), onde constatou-se através de CCD, por
paracdo com amostras de agucares, a presenga de arabinose, de glicose e de ramnose no

uto bruto desta reagéo.

A analise conjunta dos espectros bidimensionais de correlagdo homonuclear ("H x 'H-
SY) (Fig.77, Pag. 113) e heteronuclear ("H x C- HMQC) (Fig. 75, Pag. 111), partindo da
#=2ido ndo congestionada dos espectros, especificamente das absor¢des referentes aos hidrogénios
= carbonos anoméricos, bem como, da correlagdo do carbono metilico da metilpentose em &
1%.8 (C-6) com o hidrogénio em & 1,6 (d, 6,0 Hz), permitiu estabelecer as absor¢des referentes
20s deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos compativeis aos dos monossacarideos
~arzbinose (A), ramnose (R) e cinco unidades de glicose designadas de G1, G2, G3, G4 e G5
“Tab. 19, Pag. 119). ’

Comparagio adicional dos sinais de deslocamentos quimicos correspondentes aos 4tomos
2= carbonos anoméricos dos agiicares com os de seus metilglicosideos (Tab. 03, Pag. 32)
confirmou a presenga de uma o-L-arabinose, a-L-ramnose e cinco 3-D-glicoses.

A natureza das ligagdes interglicosidicas na unidade osidica, bem como, esta com a
Sederagenina revelou através de andlise dos espectros bidimensionais de correlagéio heteronuclear
2 longa distdncia— HMBC ('"H x *C-"J,; n=2, 3) (Fig. 76, Pag. 112), de efeito nuclear espacial
Ze correlagdo homonuclear — NOESY ('H x 'H) (Fig. 78, Pag. 114), a mesma estrutura de
unidade osidica determinada para a saponina PEC-A3(7).
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104,7; 5.3 (d, 7,8 Hz) 106,9; 5.1 (d, 7,8 Hz)

H,

HO (o) ;
e & it “CH,0H
it 105,1; 4.9 (d, 6,9 Hz)
SH 1016, 6.1 (<))

83.2;4,7

186,5; 5.4 (d, 7,8 Hzj

¥9.6,4.2

G3 0
HO o H
\ )
- 104.6; 5,6 (d, 7,8 Hz)
HO HO G4

79 - a) Correlagdo entre 'H, '*C a longa distdncia das ligagGes interglicosidicas da unidade

osidica e esta com a genina de PES-F1(1) observado no espectro de HMBC (Fig. 76,
Pag. 112).
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No o espectro de HMBC (Fig. 76, Pag. 112), observou-se 0 acoplamento a trés ligacdes
-3J do carbono anomérico da arabinose- H1A em 8 105,1 com o hidrogénio H -3 da hederagenina
em 8 4,2 adicionalmente confirmado pela interag@io dipolar de H — 3 da hederagenina com o
hidrogénio anomérico da arabinose no espectro NOESY (Fig. 75, Pag. 111), definindo a ligagéo
da aglicona com a unidade osidica através da arabinose.

Partindo da arabinose (A), esta encontra-se substituida nos carbonos C-2 e C-4 por uma
ramnose (R) e por uma glicose (G1), respectivamente, através da correlagéo do dtomo de carbono
C-2A em § 76,5 com o hidrogénio anomérico da ramnose em § 6,1 (s) [R (1—-2)A] e da correlagdo
de C-4 A da arabinose em & 80,8 com o hidrogénio anomérico da glicose designada (1GH-1) em
3 106,9 [G1(1—>4)A]. A substitui¢cdo do carbono C-3R da ramnose por uma segunda glicose
designada G1, foi detectada pelo acoplamento do atomo de carbono 3 da rhamnose - C3R em &
83,4 com o hidrogénio anomérico da glicose- G2 em & 5,4 [G2 (1-3) R], bem como, o
acoplamento do 4tomo de carbono quatro da glicose-G2 em & 82,3 com o hidrogénio anomérico
de uma terceira glicose designada G3 (1GH-3) em § 5,0 (d, 7,6 Hz) definindo a substitui¢do em
C4 da glicose -G2 [G3 (1—4) G2].

A correlagdo do hidrogénio anomérico da quarta unidade de glicose (G4), designado de
1GH-4, em & 5,6 (d, 7,8 Hz) com o atomo de carbono 2 da terceira glicose (2G3) em 8 80,2,
definindo uma ligagio G4 (1—2) G3. A presenca da quinta e iltima unidade de glicose designada
de GS, observou-se o acoplamento a trés ligagdes do carbono C3 da glicose designada como
3G1 em & 88,4 com seu hidrogénio anomérico (1GHS) em & 5,3 (d, 8,4 Hz), definindo a estrutura
abaixo da unidade osidica:

Glicose-5 (1—3)-Glicose-1{1—>4)-Arabinose - Aglicona
T(1-2)
Glicose-4(1—2)-Glicose-3(1—>4)-Glicose-2(1—3)-Ramnose

E valido acrescentar que as configuragdes dos agucares sdo as mesmas das determinadas
na saponina PEC-A3(8), isto ¢, a para arabinose e ramnose ¢ 3 para as cinco glicoses. Portanto,
a estrutura desta saponina, foi denominada de 3-O-{p-D-glicopiranosil(1—2)-p-D-
glicopiranosil(1— 4)-B-D-glicopiranosil-(1— 3)-o-L-ramnanopiranosil-(1—> 2)-[B-D-
glicopiranosil (1— 3)-B-D-glicopiranosil(1— 4)]}-a-L-arabinopiranosil-hederagenina.,
substancia segundo levantamento bibliografico no Chemical Abstracts, € inédita na literatura.
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Tabela 17 — Dados de RMN "“C da hederagenina em CDCL” e das agliconas das saponinas
PES-F2(2), PES-2V(S) e PEL-LH1(8) em C,D,N.

C Referéncia’™ | PES-F2 (2) | PES-2V (5)| PEL-LH1 (8) | Referéncia®
1 38,9 39,3 39,1 39,1 39,6
2 27,6 26,5 26,5 26,6 26,6
3 73,7 80,8 81,5 81,5 82,7
4 42,9 43,8 43,7 43,7 43,9
5 48,8 48,0 48,3 47,8 47,8
6 18,7 18,5 18,3 18,3 18,8
7 33,6 34,5 33,2 331 34,3
8 39,8 40,1 39,9 39,9 40,4
9 48,2 48,5 47,7 48,4 48,1
10 37,3 37,2 37,1 37,0 37,6
11 23,8 24,1 24,0 24,0 24,5
12 122,7 122,7 1238 1227 1525
13 1450 145,2 145,0 145,0 146,5
14 42,2 42,5 42,3 43,4 43,0
15 28,4 28,7 28,5 28,4 29,2
16 23,8 24,0 23,9 338 24,4
17 46,7 46,9 46,8 46,8 46,9
18 42,0 42,3 42,1 42,2 43,3
19 46,5 46,7 46,6 46,6 48,0
20 31,0 31,3 31,1 31,1 317
21 34,3 33,6 34,4 34,4 35,4
22 33,3 33,2 33,4 33,4 35,5
23 68,2 63,4 64,1 64,1 64,5
24 13,1 14,3 14,3 14,2 13,6
25 16,0 16,4 16,2 16,2 16,3
26 195 17,8 17,6 17,6 17,9
27 26,2 26,5 26,3 26,3 26,5
28 180,4 180,7 180,4 180,5 185,8
29 33,3 33,6 33,4 33,4 33,8
30 23,8 24,2 23,8 23,9 24,2

* CD,0D



Determinacio estrutural das saponinas triterpénicas isoladas dos extratos etanélicos das sementes, casea ¢ do lenho de
E macroloba

118

Tabela 18 - Dados de RMN 3C , de RMN 'H e correlagtes 'H— PC [HMQC - *J , e HMBC —
"Jo (0=2, 3) da genina de PEL-L.H1(8) em C,D,N.

'H x BC - HMQC - 'J,, 'H x 5C - HMBC - J Ref. 75
C 8C 8 H e 3

1 CH, 39,1 1,5, 1,0 - 3H-25 38,5
2 CH, 26,6 2,2,2,0 - - 27,4
3CH 81,5 42 . 2H-23,3H-24, H-1A | 787
4C 43,7 - H-3, H-5, 3H-24 - 38,7
5CH 47,8 1,8 . H-23a, 3H-24 55,2
6 CH, 18,3 1,8, 1,4 2H-7 - 27,4
7 CH, 33,1 1,7, 1,4 - 3H-26 32,6
8C 39,9 - 3H-26 3H-27 39,3
9 CH 48,4 1,8 . H-12, 3H-25,3H-26 | 47,6
10C 37,0 - 3H-25 - 37,0
11 CH, 24,0 1,9 - - 23,1
12 CH 122,8 5,5 (1) . H-18 122,1
13C 145,0 - H-18 3H-27 143,4
14C 42,4 - 3H-27 H-18, 3H-26 41,6
15 CH, 28,4 2,2;1,2 3H-27 27,7
16 CH, 23,8 2,0, 1,9 - - 23,4
17C 46,8 - H-18 - 46,6
18 CH 422 | 3,3(dd, 13,6;2,3) - H-12 41,3
19 CH, 46,6 1,8, 1,3 - 3H-29, 3H-30 45,8
20C 31,1 - 3H-29, 3H-30 - 30,6
21 CH, 34,4 1,5:12 - 3H-29, 3H-30 33,8
22 CH, 33,4 2,0; 1,8 - - 32,3
23 CH, 64,1 4,3;39 - 3H-24 28,1
24 CH, 14,3 1,1 (s) - H-5, H-3 15,6
25 CH, 16,2 0,9 (s) - H-9 15,3
26 CH, 17,6 1,0 (s) - - 16,8
27 CH, 26,3 1,2 (s) - - 26,0
8 C 180,5 - : H-18 181,0
29 CH, 33,1 0,9 (s) - - 33,1
§30 CH, 23,6 1,0 (s) . 3H-29 23,6




Determinacfio estrutural das sapeninas triterpénicas isoladas dos extratos etandlicos das sementes, casca e do lenho de

119

P macroloba

(n=2, 3) da unidade osidica de PEL-LH1(8) C,D,N.

la 19 - Dados de RMN *C , RMN 'H e correlagdes 'H—*C [HMQC -'J , e HMBC -"J

'H x ¥C -HM QT -'J_, 'H X ¥C -HMBC -"J_, PEC-A3(7)

5 C 5 H 2 o 2 [ 5 C

1A 105,1 4.88 (d) H-3 105,9
24 76,5 4.38 H-1R 72,2
34 71,4 3.90 74,4
4A 80,8 4.19 2H-5A H-1G1 70,8
SA 66,1 435, 3.8 (4, 11.7) 63,9
IR 101,7 6.1 (s 102,4
2R 71,4 4.87 71,9
3R 83,4 4.73 H-2R, H-4R H-1R,H-1G2 725
4R 73,1 4.45 H-3R H-2R, 3H-6R 73,6
SR 69,9 4.66 H-4R, 3H-6R H-1R 69,4
6R 18,7 1.6 (d, 6.0) H-4R 18,5
1G 1 106,9 5.1(d; 7.8 H-2G1 106,2
2G 1 75,4 4.00 76,1
3G1 88.,4 4.19 H-4G1 H-1GS 88,2
iG1 70,3 3.91 H-361 69.9
SG1 78,5 3.90 78,4
iG 1 62,4
1G2 106,5 5,4 (d, 7,8) H-2G2 H-3R 105.9
2G2 7:5.51 4,0 75.8
3G2 78,8 4,2 78,2
1G2 82,3 4.0 H-3G2 H-1G3 81.9
5G2 78,5 4.0 77.9
£§G2 62,1
1G3 102,8 5,0 (d, 7,6) H-2G3 102,4
2G3 80,2 4,3 H-3G3 H-1G4 79,6
3Gc3 77,6 4,2 H-5G3 76.9
iG3 71,4 4,2 7146
SG3 78,8 3.9 78,2
5G3 p 62,5
1G 4 104,6 5,6 (d, 7,8) 104,2
2G4 76,6 4,1 75,8
3IG4 78,6 4,3 78,6
4G 4 71,4 4,3 71,2
5G4 78,6 3,8 77,5
§G4 62,2
104,7 S:308.; T.8) H-2GS5 105.,4

T8, 1 4,1 74,8

78,8 4,2 78,1

719 4,2 71.4

78.8 4,0 78.0

62,5
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5. CONSIDERACOES SOBRE AS ATIVIDADES LARVICIDA E BACTERICIDA DO
EXTRATO ETANOLICO DAS SEMENTES E DE ALGUMAS SAPONINAS
TRITERPENICAS ISCLADAS DE Pentaclethra macroloba

5.1. Introducéo

O conhecimento de um amplo espectro de atividades bioldgicas de saponinas
triterpénicas®*!- 3% tais como, atividade fungicida, larvicida, bactericida, citotéxica entre outras
nos levou a avaliar a atividade biol6gica do extrato etandlico das sementes - PES e de duas
saponinas isoladas das diferentes partes da Pentaclethra macroloba.

O conhecimento de estudos prévios de atividade inseticida do extrato aquoso das sementes
de Pentaclethra macroloba, que revelou forte atividade inseticida associada a proteinas naturais
inibidoras de proteases, ocasionando uma protegdo dessa planta contra ataques de insetos e
nematdides*s.

O interesse em avaliar a atividade larvicida frente as larvas de Aedes aegypti decorreu
da praticidade do método, bem como, da procura de substincias biotivas de origem natural que
venham a ajudar a populag&io no combate a dengue, tendo em vista que esta espécie esta distribuida
por todo o territério nacional, possibilitando assim, um aproveitamento racional dos recursos
naturais renovaveis disponiveis na regido.

5.2. Atividade larvicida

Mosquitos, em particular das espécies de Anopheles spp. € Aedes aegypti, sdo importantes
vetores de doengas tropicais como maldria, dengue e febre amarela, respectivamente, cuja
disseminagdo afeta mais de 200 milhdes de pessoas em mais de 100 paises no Mundo®.
Atualmente no Brasil, a dengue é um dos principais problemas de satde publica®

Os bioensaios para avaliagdo da atividade larvicida frente ao Aedes aegypti foram
realizados segundo a metodologia descrita no item 7.8.1 (Pag. 147) da parte experimental e os
dados obtidos foram aplicados no programa Probit®? para o célculo da DL, e os resultados
destes encontram-se descritos na Tabela 20 (Pag. 122).

A andlise dos resultados dos bioensaios permitiu observar valores de DL, inferiores
a 500 ppm; valores estes, considerados bastante expressivos em relagdo a atividade larvicida®.
Dentre as amostras que foram submetidas aos bioensaios, observou-se que o extrato etanélico
das sementes Pentaclethra macroloba, denominado PES apresentou a melhor atividade larvicida.
Por outro lado, dentre as saponinas isoladas dos extratos das diferentes partes da plantas que
foram testadas, foi observado que aquelas que continham o menor niimero de agiicares em suas
respectivas unidades glicosidicas, apresentaram uma melhor atividade larvicida.
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Tabela 20 - Valores de DL, (ppm) apresentados pelas substincias PEC-6P(4), PEL-LH1(8) e
pelo extrato etandlico das sementes — PES frente as larvas de Aedes aegypti.

Amostras Nimero de agacares B évins DLS50 (ppm) para
testadas na nnidade osidica Aedes aegypti
PES - - 2,8
PES-F2 (2) 2 Acido O leanéico 18,6

PEC - 76 (3) 3 Acido Oleanéico 25,1
PEC-6P (4) 04 Acido O leanéico 27,9
PEL-LH1 (8) 07 Hederagenina 104,7

5.3. Atividade bactericida

A avaliagdo da atividade bactericida foi realizada segundo a metodologia descrita no
item 7.8.2 (Pag. 148) da parte experimental. Foram submetidos aos testes, o extrato etanolico
das sementes de Pentaclethra macroloba - PES e as saponinas triterpénicas PES-F2 (2), PEC-
6P (4), PES-2V (5) e PEC-A3 (7) frente as bactérias Escherichia coli, Salmonela choleraesus e

Staphylococcus aureus.

As concentragdes minimas capazes de matar 100% das bactérias das diferentes espécies
submetidas aos testes s3o mostradas na Tabela 21 (Pag. 122), observando-se, portanto, que tanto
o extrato etandlico das sementes de Pentaclethra macroloba - PES e as saponinas triterpénicas
PES-F2 (2), PEC-6P (4), PES-2V (5) e PEC-A3 (7) apresentaram um razoavel efeito bactericida
somente sobre as espécies Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Tabela 21 — Concentra¢des minimas do extrato etandlico das sementes de Pentaclethra
macroloba - PES e das saponinas triterpénicas PES-F2 (2), PEC-6P (4), PES-2V (5) e PEC-A3
(7) capazes de matar 100% das bactérias Escherichia coli, Salmonela choleraesus e

Staphylococcus aureus

Amostras Escherichia coli “h o}s;‘:-iz”;g::lfi"zl‘ cc Staphylococcus
testadas ATCC 11775 19430 aureus ATCC 0675
PES-F2(2) >100mg/ml >1000mg/ml >250mg/ml
PEC-6P(4) >100mg/ml >1000mg/ml >250mg/ml
PES-2V(5) >100mg/m! >1000mg/ml >250mg/ml
PEC-A3(7) >100mg/ml! >1000mg/ml >250mg/ml
PES >50mg/ml >1000mg/ml >100mg/ml
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6. DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DE SAPONINAS TRITERPENICAS NO
EXTRATO ETANOLICO DAS SEMENTES - PES POR CLAE

6.1. Introducéo

Extratos de produtos naturais tém sido largamente usados no tratamento de algumas
enfermidades desde os tempos antigos. Muitas substancias t€m sido isoladas desses extratos e
purificadas pelas mais diferentes técnicas cromatograficas classicas®

A utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE tem se tornado uma
pratica cada vez mais frequente na analise qualitativa e quantitativa de extratos vegetais, tragando
assim um perfil cromatografico dos mesmos, bem como, ferramenta indispensavel no processo
de isolamento de substincias com estruturas complexas.

Publicagdes prévias de condigdes utilizadas na CLAE em fase reversa para a separag@o
¢ quantificagdo de saponinas triterpénicas presentes em extratos vegetais, relatam a dificuldade
no processo de detec¢do das mesmas, em virtude da necessidade de realiza-las em baixos
comprimentos de onda (203 a 210 nm), o que conduz a problemas de linha de base instavel e
interferéncia dos eluentes na analise. Entretanto essas dificuldades s&o contornadas mediante o
processo de derivatizagdo dos extratos ou substincias isoladas pela introdugdo de grupo
croméforo, que absorva em comprimentos de onda mais elevado (254 nm para os derivados de
4-bromofenacila)®**®, além do uso de outro tipo de detector menos seletivo como o detector de
indice de refragdo, apropriado, somente, para sistema isocratico de solventes®.

O objetivo principal desse capitulo foi desenvolver e validar um método utilizando CLAE
em fase reversa, sem a necessidade de derivatizar a amostra no processo de determinagéo e
guantificagdo das saponinas presentes no extrato etandlico das sementes de Pentaclethra
macroloba - PES .
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6.2. Analise quantitativa

O estudo fitoquimico das diferentes partes da planta, tais como, sementes, casca do
caule e lenho (cerne) , realizado neste trabalho levou ao isolamento de glicosideos do 4cido
oleandico e da hederagenina, constituidos de dois a sete aglicares na unidade osidica PEL-
LH1(8), PEC-A3(7), PEC-5P(6), PEC-6P(4), PES-2V(5), PEC-76(3), PES-F2(2) ¢ PES-F1(1),
caracterizadas pelos métodos espectroscopicos e quimicos, conforme descrito anteriormente no
capitulo 4.

As saponinas foram submetidas a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa, sob condigdes similares as desenvolvidas no processo de isolamento das mesmas,
isto é, sistema cromatografico analitico com gradiente constituido de fase moével composta por
agua e acetonitrila (38% a 60% de acetonitrila em 16 minutos), fluxo de 1 mL/ min, detecgéo
a 210 nm, coluna C-18 Nova Pack (4,6 x 150 mm, f=4 m) e loop de 50 mL.

A analise qualitativa por CLAE nas condigdes descritas, permitiu a determinagdo dos
tempos de retengdo de todas as saponinas triterpénicas (Tab. 22, Pag. 125), bem como, a avaliagdo
de suas respectivas purezas. Em seguida, foram preparados os padrdes externos em concentragdes
de 125,250, 500 e 1000 ppm correspondentes as saponinas processadas na coluna, variando de
6,25 a 50 mg, respectivamente.

Com relag#o a preparagdo do extrato etandlico das sementes 0 mesmo foi submetido ao
tratamento prévio de parti¢do com n-butanol'® para eliminar agucares livres, geralmente,
presentes nos extratos de natureza polar, com posterior precipitagdo das saponinas com éter
etilico.

Tabela 22 - Dados dos tempos de retengdo das saponinas submetidas & analise por CLAE

Saponinas Triterpé€nicas isoladas de Pentaclethra macroloba

Codigo PEL-LH1 | PES-2V | PEC-A3 | PEC-5P | PEC-6P | PES-F2 | PEC-76 | PES-F1

Tr ( min ) 2,8 38 4,5 6,1 6,7 | 8,0 12,1

A quantificagdo das saponinas foi realizada segundo o método do padrdo externo'”',
onde determinou-se as curvas de calibragdo para as saponinas triterpénicas que foram obtidas
pela injegdo de solugdes padrdes em concentragdes de 125,250, 500 e 1000 ppm. Cada substéncia
ma mesma concentragdo, foi injetada cinco vezes e utilizou-se a média aritmética das areas para
2 construgdo de suas respectivas curvas de calibragio.
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Os gréficos de calibrag@o linear (Fig. 80, Pag. 126) obtidos através das areas dos picos
saponinas triterpénicas (y), usadas como padrdes externos versus a concentragio injetada
bem como, as equagdes de regressdo e os coeficientes de correlagio encontram-se na Tabela

Pag. 126). Os dados obtidos (Tab. 24, Pag. 127) mostraram correlagdo adequada dentro
faixa de concentracdo
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—=— PES-F1 —e— PEC-76
E —&— PES-F2 —5— PEC-6P
—— PEC-5P —<— PEC-A3
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5x10° /v

4x10° - ///
ey //‘/
1x106—: : ;.é‘:\//

: : T ¥ T b T
0 250 500 750 1000

Concentragdo - ppm

Area do pico

80 - Curvas de calibragd@o para as saponinas de referéncia PEL-LH1(8), PEC-A3(7), PES-
1. PES-2V(5), PEC- 6P(4), PEC-76(3), PES-F2(2) ¢ PES-F1(1).

a 23 - Dados da construgdo das curvas de calibragdo dos padrdes externos: saponinas
F1(1), PEC-76(3), PES-F2(2), PEC-6P(4), PEC-5P(6), PEC-A3(7), PES-2V(5) e PEL-LH1(8)
pos de retengdo (T ), curvas de calibragdo (equagdes) e coeficiente de correlago linear

:errﬁneoss T, (min) y=a+ bx P2
S-F1 (1) 1251 Y = 59710 + 6869.3 X 0,999F
C-76 (3) 8,0 XY = 161571 ,2 + 72971,7 X 0,9998
S-F2 (2) Tt ¥ = 136478 + 5488,2 X 0;999 6
C-6P (4) 6.7 Y =-28471.2 +5160,1 X 0,9998
C-5P (6) 6.1 Y =6795,7 + 3447,7 X 0,9993
C-A3 (7) 4.5 Y = 41450,1+ 3266,9 X 0.999.1
5-2V (5) 3.8 Y =@2112,7 + 47309 X 0.9996

EL-LH1 (8) 2.8 Y = 37878.,4 + 3360,4 X 0.,9995
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Figura 81 - Cromatograma do extrato etandlico das sementes de Pentaclethra macroloba—PES
(1000 ppm) em CLAE - fase reversa (Nova Pack C-18, Marca Waters).

Tabela 24 - Areas dos picos referentes as saponinas PES-2V(5), PEC-A3(7), PEC-6P(4), PEC-
76(3), PES-F1(1) e PES-F2(2) presentes no extrato etandlico das sementes de Pentaclethra
macroloba - PES. '

PES PES-2V | PEC-A3 |PEC-6P | PES-F2 | PEC-76 | PES-F1
1000 ppm 100392 231042 195890 | 1029876 | 2039853 | 1598777
1000 ppm 101106 232167 | 196057 | 1025997 | 2040887 | 1588026
1000 ppm 102001 231099 198011 | 1029978 | 2038551 | 1601421
1000 ppm 101017 232111 197066 | 1030518 | 2050334 | 1548012
1000 ppm 103011 233307 199001 | 1038127 | 2045985 | 1588177

Soma 307529 1155726 | 986025 | 5154496 | 10215614 | 7924413

Média 101506 231945 197205 | 1030899 | 2043123 | 1584883
Desvio Padrédo 1018,6 9289,0 1317,4 | 44248 3078,1 21486.9
DPR - % 1,0 0,4 0,7 0,4 0,2 0,02

DPR - Desvio Padrdo Relativo

A quantificagdo das saponinas no extrato etanolico das sementes de Pentaclethra
macroloba - PES foi feita tomando como base a area dos picos obtidos dos padrdes externos,
cujos resultados mostraram uma relagdio linear evidenciada pelos coeficientes de correlagdo
proximo 4 unidade. A determinagio das concentragSes médias obtidas em 1000 mg (1 mg) de
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extrato etandlico das sementes de Pentaclethra macroloba—PES analisado revelou os seguintes

teores, ou seja, 30,2 % de PEC-76(3); 23,0 % de PES-F1(1); 18,5 % de PES-F2(2); 4,4 % de
PEC-6P(4); 5,8 % de PEC-A3(7) e 8,2 % de PES-2V(5), confirmando, desta forma, a presenga
majoritaria dos glicosideos PES-F1(1), PES-F2(2) e PEC-76(3), constituidos de dois e trés
acucares na unidade osidica, no extrato etanélico das sementes de Pentaclethra macroloba —
PES.

A andlise também ndo detectou a presenga das saponinas PEC-5P(6) e PEL-LH1(8) no
extrato etandlico das sementes, confirmande assim o ndo isolamento das mesmas no prévio
estudo realizado com este extrato.

6.3. Validacdo do método desenvolvido

Todo processo cromatografico desenvolvido na andlise quantitativa de materiais ou
substincias requer um tratamento estatistico. A validag8o do processo!® foi feita através das
variaveis repetibilidade, reprodutibilidade e recuperagdo, e os resultados encontram-se
demonstrados na Tabelas 25 (Pag. 129).

A andlise de repetibilidade foi realizada com um padrio externo, a saponina PES-F1(1);
onde injetou-se dez vezes a amostra num unico dia, € o cdlculo do desvio padréo relativo revelou
um valor inferior a 10 %, definindo, portanto, um bom grau de repetibilidade do método.

Por sua vez, a andlise da reprodutibilidade do método foi avaliada através da injeg@o em
dois dias alternados de cinco amostras, em duplicata, do extrato etandlico das sementes de
Pentaclethra macroloba - PES na concentragdc de 500 m/ ml, cujo valor do desvio padrao
relativo foi de 2,4 %; valor este inferior a 10 % indicando, assim, uma boa reprodutibilidade do
método.

O estudo da recuperagdo do método fot realizado através da dopagem do extrato na
concentragdo de 500 ppm (500 mg/ mL) com os padrdes externos nas concentragdes de 250, 500
¢ 1000 ppm na propor¢ao de 1:1, perfazendo trés injecdes referentes a cada amostra. Os valores
do método de recuperagdo encontram-se compreendidos na faixa de 97,3 a 99,7 % de material

adicionado.
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Tabela 25 - Resultado da validacio do método para a determinag@o quantitativa
das saponinas triterpénicas no extrato etanélico das sementes de Pentaclethra macroloba -

PES

PES-F1 | PES-F2 | PEC-76 | PES-2V | PEC-6P | PEC-A3
Recuperagido (%) 98,5 98,3 99,7 97,8 98,9 97,3
Resultado 985+03|985+1,0]99,7+0,3|978+1,2|989+2,1{97,3+3,7

# Numero de Injegdes - 03
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Material Botanico

Ramos grossos e sementes da espécie Pentaclethra macroloba, familia Leguminosae-
Mimosoideae, foram coletados na localidade de Fazendinha, no Municipio de Macap4, Estado
de Amapa. A exsicata da planta representando esta coleta encontra-se arquivada no Herbario
Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard, sob niimero EAC - 25947 ¢ foi identificada

pelo professor Afranio Gomes Fernandes.

7.2. Métodos cromatograficos

7.2.1. Cromatografia em coluna

Nas separagdes por cromatografia em coluna foram utilizadas como fase fixa os seguintes
adsorventes: gel de silica (f= 0,05 mm) codigo 453337, marca Carlos Erba, sephadex LH — 20,
marca Pharmacia. Os comprimentos € didmetros das colunas variaram de acordo com as
quantidades das amostras a serem cromatografadas e adsorventes utilizados. Como eluentes
foram usados cloroformio, diclorometano, acetato de etila, metanol e dgua. Estes solventes
foram usados puros ou em misturas binérias e terndrias programadas para produzir ordem de
polaridade crescente.

7.2.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se placas de vidro nas dimensGes
de 10 x 5 cm, com camada de gel de silica G-60 (f= 0,25 mm) cddigo 15684, marca Merck. As
revelagdes das substincias nas placas foram realizadas por exposi¢do em lampada de irradiagdo
modelo UVSL-25 da Mineral Light com dois comprimentos de onda (254 e 366 nm), pela
pulverizagdo com uma solugdo de vanilina e 4cido perclérico em etanol, seguida de aquecimento
em estufa ou por vapores de iodo presentes em cimara saturada. Como eluentes foram usados
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, metanol, isopropanol e dgua, puros ou com misturas
bindrias e ternarias com gradiente crescente de polaridade.

7.2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O isolamento das saponinas constituidas de quatro, cinco e sete agticares de Pentaclethra
macroloba foi realizada por CLAE, em equipamento marca WATERS , constituido de duas
bombas de alta pressdo série 515, detectores UV dual série 4758 e refratométrico série 410 do
Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas - Lectinas do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Ceard — UFC. Utilizou-se coluna WATERS C - 8, 150 x 7,9 mm em
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corridas semi-preparativas, bem como, coluna C - 18, 150 x 4,6 mm em corridas analiticas.

Como fase mével usou-se agua deionizada mili-Q com TFA 0,1%, metanol ¢ acetonitrila puros
grau CLAE ou em misturas bindrias com gradiente de polaridade crescente.

7.3. Métodos Quimices

Nas reagdes de hidrélise acida, aliquotas de Smg das respectivas saponinas, dissolvidas
em 2,5 mL de metanol foram tratadas com 20 mL de solugio aquosa de HCI 2N e submetidas a
refluxo por 2 horas. Em seguida, adicionou-se 20 mL de 4gua destilada s misturas reacionais e
extraiu-se as agliconas com acetato de etila. As fases organicas foram secadas com sulfato de
sédio anidro, filtradas e evaporadas sob pressdo reduzida. Posteriormente, as agliconas foram
identificadas por cromatografia em camada delgada, através da comparag@o destas com padrdes
de triterpenos, utilizando-se como eluente cloroférmio: metanol (99:01).

As fragdes aquosas contendo os agiicares foram ajustadas a pH 6,5 com bicarbonato de
sédio e posteriormente, evaporadas até a secura. Em seguida, os agticares foram extraidos com
piridina e analisados, comparativamente, por cromatografia em camada delgada em gel de silica,
com amostras auténticas de agticares sob eluigdo de um sistema acetato de etila: isopropanol:
agua (7:3:1) e revelados com orcinol.

7.4. Métodos espectrométricos

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em aparelhos pertencentes a
varias Institui¢des. Os modelos e as condigdes operacionais utilizadas para 2 obtengfo dos
espectros das substdncias estdo descritos a seguir.

7.4.1. Espectrometria de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de
Carbono — 13 (RMN 2C)

Os eépectros de RMN unidimensionas e bidimensionais foram registrados em
espectrometros Brucker AC-500, pertencentes a Universidade Federal do Ceard, operando a
500 MHz para hidrogénio (RMN 'H) e 125 MHz para carbono (RMN *C). Os espectros
unidimensionais de RMN '*C foram obtidos totalmente desacoplados — HBBD, técnica DEPT —
135 (angulo de mutagiio 135°). Foram utilizadas algumas técnicas de RMN bidimensionais:
espectroscopia de correlagdo homonuclear ("H — 'H — COSY), espectroscopia de efeito nuclear
Overhauser (NOESY). Os métodos de detecg@o inversa utilizados foram a coeréncia quéantica
multipla heteronuclear (HMQC) e correlagdo de ligagdes multiplas heteronuclear (HMBC). Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e a multiplicidade dos
sinais conforme a convengdo: s(singleto), s! (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t
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(tripleto), q (quarteto) e multipleto (m). Os solventes utilizados na dissolug@o das substancias

submetidas as analises foram cloroférmio-deuterado (CDCL,) e piridina-deuterada (C,D,N).

7.4.2. Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas foram registrados em espectrdmetros pertencentes a trés
instituigdes de pesquisa, utilizando as técnicas FAB e ESI em modos positivo e negativo.

- Espectrometro Kratos Concept 1S Higth Resolution — Universidade de Manchester;

- Espectrometro Micromass Quatro LC Instrument - Universidade Federal de Séo
Carlos - UFSCar;

-  Espectrometro VG Auto Spec de Fisions Instrument - Universidade de Sao Paulo —
USP.

7.4.3. Espectrometria na regido do infravermelho (IV)

Os espectros de absor¢io na regido de infravermelho foram registrados em Espectrometro
Perkin — Elmer, modelo 720, pertencente a Universidade Federal do Ceard, sendo utilizadas
pastilhas de KBr.

7.5. Rotacao Otica

A determinagdo da rotagdo 6tica foi realizada em um aparelho Perkin Elmer (Polarimetr
341) pertencente a Universidade Federal do Ceara.

7.6. Determinacdo do ponte de fusdo

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados no equipamentc METTLER,
modelo FP 52, com placa aquecedora e unidade de controle FPS5, existente no Departamento de
Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

7.7. Isolamento dos constituintes quimicos do extrato etanélico da casca ,lenhe e sementes
de P. macroloba

7.7.1. Obtengdo dos extratos

Os ramos grossos da Pentaclethra macroloba foram separados em casca (800g) e lenho
(1200g) e juntamente com as sementes (350g) foram secos em estufa a uma temperatura de
70°C, sendo posteriormente, moidos. Aliquotas de 400g de casca, 450g de lenho e 304g de
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sementes foram submetidos a extragio exaustiva com hexano, seguida de etanol. Os extratos
hexanicos e etandlicos das diferentes partes da planta obtidos foram concentrados em evaporador
rotatdrio sob pressdo reduzida, resultando os extratos denominados:

-  Extrato hexanico da casca— PHC (2,7g)

- Extrato hexdnico do lenho — PHL (1,4g)

- Extrato hexanico das sementes . PHS (30,0g)

- Extrato etanélico da casca — PEC (92,8g)

- Extrato etanolico do lenho — PEL (68,4g)

- Extrato etandlico das sementes — PES ( 16,5g)

7.7.2. Fracionamento do extrato etandlico das sementes — PES

O extrato etandlico das sementes — PES (16,5 g) foi submetido a cromatografia em
coluna de gel de silica, eluida com cloroférmio, metanol e 4gua, em crescente gradiente de

polaridade, produzindo 100 fragdes de 125 mL.

Eluente Prpporcéo Fracoes
C HT I 1 01 - 06
CHCL «CH, OHB {(H,O . S S ¢ B | 07 - 39
CHRHCL 1€ ,0H 1 H 0 8§ 2 9,1 19 - 49
E G L (i CHOH 1 H,Q e L 50 - 76
EHCL tCH,OH : H,0O 6 PR BN 77 - 86
EHOCL QR B 8 0 5 y 3 Bl 87 - 98
CHOH H,O 1 :0,1 99 « 100

As fragdes obtidas foram comparadas por CCD, sendo reunidas, portanto, aquelas que
apresentaram comportamento cromatografico semelhante. Apds a andlise por CCD, todos os
grupos de fragdes reunidas foram submetidos ao teste para saponinas e destes, os grupos de
fragBes 21a26 (1710 mg), 27 a38 (525 mg), 53 a 79 (1965 mg) e 82 a 85 (176 mg), apresentaram
teste positivo para saponinas.

7.7.2.1. Elaboragdo da fragdo PES(21-26) e obtengdo de PES-F1(1) e PES-F2(2)

Uma aliquota de 200 mg da fragdo PES(21-26) foi processada em coluna cromatogréfica
de gel de silica (20g), eluida cloroférmio : metanol (80 : 20), obtendo-se 50 fragdes de 10 mL.
As fragdes compreendidas entre 23 a 34 (55 mg) e 49 a 50 (21 mg) apresentaram um tinice spot
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mediante analise por CCD ¢ as substancias isoladas foram denominadas, respectivamente, de
PES-F1(1) e de PES-F2(2).

7.7.2.2. Elaboracio da fragdo PES (27-38) e obtengdo de PES - 37-38(3)

Uma aliquota de 500 mg fragdo PES (27-38) foi submetida & cromatografia em coluna
usando gel de silica (20g), eluida com cloroférmio : metanol : agua (8 : 2 : 0,1), obtendo-se 50
fragdes de 10 mL. As fragdes compreendidas entre 37-38, revelaram por anélise em CCD, a
presenga de um unico spot, sendo, portanto, a substincia isolada denominada de PES-37-38(3).

7.7.2.3. Elaboragdo da fragdo PES (53-79) e obtengdo de PES-1V, PES-2V(5) e PES-
3V(4)

A fragdo PES (53-79) (1965mg) foi dissolvida em um volume minimo de metanol € a
posterior adi¢@o de acetona levou a precipitagio de um material com aspecto amarelo pardo. O
material foi centrifugado e o sobrenadante foi retirado com pipeta de Pasteur, obtendo-se 1025
mg de saponina bruta. Este material foi submetido a uma coluna de filtragdo em gel do tipo
sephadex LH-20, com uma mistura de diclorometano : metanol (1 : 1), perfazendo um total de
50 fragdes de 25 mL. As fragdes 07 a 17 (156 mg) foram reunidas com base na andlise por CCD,
apresentando um tnico spot. Esta fragfo foi submetida a andlise em cromatografia liquida de
alta eficiéncia — CLAE em fase reversa, utlizando uma coluna analitica Nova Pack-C18 (4,6 x
150 mm), sistema isocratico de solvente metanol : dgua (1 : 1); onde detectou-se picos de
substincias préoximo ao volume morto da coluna. Apds sucessivas modificagdes no
desenvolvimento do método de separagdo, usando o sistema isocratico, ndo obteve-se boa
resolugcdo do mesmo. O desenvolvimento de corridas cromatograficas com um sistema de
gradiente linear (acetonitrila : d4gua) descritas na Tabela 26 (Pag. 136), bem como, através da
mjecdo de 110 mg de amostra, foi possivel isolar trés fragdes de saponinas denominadas de
PES-1V, de PES-2V(5) e de PES-3V(4). As amostras separadas por CLAE foram posteriormente
liofilizadas, obtendo-se as saponinas PES-1V, PES-2V e PES-3V em massas de 7,7 mg, 18,7 mg
e 44,5 mg, respectivamente. O cromatograma de obtengdo de PES-1V, PES-2V (5) e PES-3V
4) por CLAE em FR-8 encontra-se na Figura 82 (Pag. 136).
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Tabela 26 - Condiges cromatograficas usadas na separagdo dos compostos PES-1V, PES-

2V(5) e PES-3V(4).

Coluna Semipreparativa - C-8 Waters; Dimensdes: 7,8 x 150 mm,
¢ =7 pm. Detector Dual 2487 : UV - 210 nm ; Loop: 50 puL
Tempo (min) | Fluxo( mL/min) | % H,0 |% CH,CN CURVYVA
- 1 60 40 -
25,0 1 48 52 6
26,0 1 48 52 1
26,1 1 60 40 6
40,0 1 60 40 1
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Figura 82 - Cromatograma de obtengdo de PES-1V, PES-2V(5) e PES-3V(4) por CLAE em
FR-8.
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Fluxograma 01 - Rota de isolamento das saponinas triterpénicas PES-F1(1), PES-F2(2), PES-
37-38(3), PES-1V, PES-2V(5), PES-3V(4) do extrato etanélico das sementes

—PES.
Material Botinico
Sementes
L. Secagem e trituracio
2. Extragiio com Hexano
3. Destilagio do solvente
Extrato hexinico - PHS Torta
1. Extragdo com Etanol
2. Destilagdo do solvente
4
Extrato etanélico ' Torta
-PES (165 g) (Desprezada)
CC/ S0,

PES21-26 PES-27-38 PES-53-79
200 mg 500 mg 1965 mg

PPT C/ACETONA
PES3-138 (3)
6l mg
PES-F1 (1) PESF2 @) h 4
55mg 2lmg [ Pfosf::: { AGUAMAE ]

L
PES-53-79
156 mg

CLAE -FR-8 (110 mg)

PES-1V PES-2V (4) PES3V (5)
7,7 mg 18,7 =g 445 mg
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7.7.3. Fracionamento do extrato etandlico da casca — PEC

Uma aliquota de 26,0g de extrato etanélico da casca foi cromatografada em uma coluna
de gel de silica (300g), eluida com cloroférmio, metanol e 4gua, em crescente gradiente de
polaridade produzindo 126 fragdes de 125 mL.

Eluente Proporgcido Fragcdes
CEHE4, 1 01 - 05
CHCL ;CH,O0H -1 H 0 9 1 28] 10 - 18
CHCl, tCH,O0R H;0 8 +2 19,1 19 - 31
EHCL :CH OH HLD y S SN Y 32 - 76
CHC1, tCH,O0H :H,O 6.+ 4 10,1 75 - 98
EHCL 1CH O I H O R A | A | B9 «~ 1241
CH,OH . 1 122 -12%

As fragdes obtidas conforme descrito anteriormente, apds analise por cromatografia em
camada delgada, foram reunidas, sendo, desta forma obtidas as fragdes 18-26 (205 mg), 28-36
12405 mg),41-52 (1507 mg) e 80-111 (1710 mg) e todas estas fragdes apresentaram teste positivo
para saponinas.

7.7.3.1. Elaboragdo da fragdo PEC (28-36) e obtengdo de PEC-76 (3)

A fragdo PEC 28-36 (2405 mg) foi submetida ao mesmo processo de precipitagdo das
saponinas com acetona, conforme descrito no item 7.7.2.3, produzindo 1875 mg de saponina
bruta. Este material foi submetido a coluna cromatografica de gel de silica (30g), eluida com
uma mistura terndria de cloroférmio-metanol-agua, com gradiente crescente de polaridade,
obtendo-se 100 fragdes de 125 mL. A fragdo 76 (55 mg) mostrou-se pura, através da analise por
CCD e foi denominada de PEC-76 (3). '

7.7.3.2. Elaboragio da Fragdo PEC (41-52) e Obtengiio de PEC-3P(5), PEC-4P, PEC-
5P(6) e PEC-6P(4)

Uma aliquota de 430 mg da fragdo PEC (41-52) toi submetida ao processo de precipitagio
de saponinas com a adi¢@o de acetona de acordo com o item 7.7.2.3, obtendo-se 295 mg de
material. Este material foi submetido a cromatografia por exclusdo molecular em sephadex LH-
20, eluida com metanol perfazendo um total de 30 fragSes de 10 mL, das quais, as fragdes 07-15
foram reunidas com base na andlise por CCD. A inje¢do de uma aliguota de 160 mg no processo
de separagdo em escala semi-preparativa no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, segundo as
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condigGes descritas na Tabela 27 (Pag. xx), permitiu o isolamento das substdncias denominadas

ge PEC-3P(5) (14,5mg), de PEC4P (7,5 mg), de PEC-5P(6) (15,1 mg) e de PEC-6P(4) (47,5mg),
cujo cromatograma pode ser visualizado na Figura 83 (Pag. 139).

Tabela 27 - Condigdes cromatograficas usadas na separacdo dos compostos PEC-3P(5), PEC-

4P, PEC-5P(6) e PEC-6P(4).
Coluna Semipreparativa - C-8 Waters; Dimensdes: 7,8 x 150 mm,
&=7pm Detector Dual 2487 : UV - 210 nm ; Loop: 50 pL
Tempo (min) Fluxo (mL/min) % H,O % CH,CN CURVA
- 1 80 20 -
5,0 1 55 45 6
20,0 1 40 60 1
25,1 1 20 80 6
25,0 1 80 20 1
35 1 80 20 1
PES-6P
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Figura 83 - Cromatograma de obtengdo de PEC-3P(S), PEC-4P, PEC-5P(6) ¢ PEC-6F(4) por

CLAE, em FR-8.
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7.7.3.3. Elaboragdo da fragdo PEC (80 -111) e obtencéio de PEC-A2 e PEC-A3(7)

A fragdo PEC (80-111) foi submetida ao processo de precipitagdo de saponinas com a
adig@o de acetona de acordo com o item 7.7.2.3, obtendo-se 910 mg de material. Este material
foi submetido a cromatografia por exclusdo molecular em sephadex LH-20, eluida com metanol
perfazendo um total de 30 fragdes de 10 mL. As fragdes 07 a 10 (81 mg) foram reunidas através
da andlise por CCD. A analise por CLAE em sistema analitico, permitiu identificar a presenca
de dois componentes majoritarios que foram separados por CLAE, conforme cromatograma xx
(Fig. 84, Pag. 141), usando as condigdes crcmatograficas descritas na Tabela 28 (Pag. 140). As
amostras separadas por CLAE foram, posteriormente, liofilizadas, obtendo-se as saponinas PEC-
A2 e PEC-A3(7) em massas de 12,7 mg e 37,5 mg, respectivamente. A substincia PEC-A2 ndo
foi analisada por métodos espectroscopicos, em virtude da massa de amostra obtida ser
insuficiente para a andlise

Tabela 28 - Condigdes cromatograficas usadas na separagdo dos compostos PEC-A2 e PEC-

A3(7).
Coluna Semipreparativa - C-8 Waters; Dimensdes: 7,8 x 150 mm,
& =7 pm Detector Dual 2487 : UV - 210 nm ; Loop: 50 pL
Tempo Fluxo - a
(op i) (L. /iin) % H,O0 % CH,CN CURVA
- 1,0 60 40 -
15,0 1,0 30 70 6
%0 | 1,0 30 70 1
16,0 1,0 60 40 6
26,0 1,0 .60 40 1
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Figura 84 - Cromatograma de obtengdo de PEC-A2 e PEC-A3(7) por CLAE em fase reversa -
FR8.
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Fluxograma 02 - Rota de isolamento das saponinas triterpénicas PEC-76(3), PEC-6P(4), PEC-

- PEC.

3P(5), PEC- 5P(6), PEC4F, PEC-A2 ¢ PEC-A3(7) do extrato etanolico da casca

|

PEC-28-36 ppt PEC-41-52 ppt AGUAMAE
1875 mg 295 mg

Extrato hexdinico - PHC Torta

1. Extracio com Etanel
2. Destilacio do solvente

Extrato et=néiico Torta

-PEC (262 (Desprezada)

CCf 10,
PEC-18-26 PEC-2836 PEC-41-52 PEC-80-111
205 mg 2405 mg 1507 mg 1718 mg
PPT CJACETONA
1. PPT CJ ACETONA PPT C/ACETONA

cCr 10,

e PAESER
PEC-76 3) PEC41-547-15)
55 mg 160 mg

PECHP
75 mg

PEC3P (4)
14,5 mg

=

AGUA MAE BEC-90-LLppt
- 910 mg
SEPHADEX LH-2
PEC-07-10
81 mg
PEC6P (5)
475 mg CLAE, PR-¢
PEC-A2 PEC-A3(T)
12,7 mg 375mg
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7.7.4. Fracionamento do extrato etandlico do lenho — PEL

Uma aliquota de 30g de extrato etanélico do lenho foi submetida a cromatografia em
uma coluna de gel de silica (500g), eluida com cloroférmio e metanol com crescente gradiente
de polaridade, sendo, desta forma, obtidas 52 fragdes de 250 mL. Destas, seis grupos de fragdes
foram reunidas conforme anélise por CCD.

Eluente Proporgéo Fracgdes Teste - Saponinas
CHCL : CH,OH 9.5 10,5 01 alé Negativo
CHCL :CH,OH R d 16 a 28 Positivo
CHCL : CH,OH .12 29 833 Positivo
CHCL : CH,OH T 03 36 a 43 Positivo
CHCL : CH,OH 533 44 a 51 Positivo
CH,OH 2 H .0 2121 52 Negativo

O isolamento das substéncias presentes nas respectivas fragdes obtidas, conforme descrito
anteriormente, estdo demonstradas no Fluxograma 03 (Pag. 146).

7.7.4.1. Elaboragdo da fracdo PEL (16-28) e obtengdo de PEL-F17(1)

A fragdo PEL (16-28) mostrou-se como um material de cor marrom, com presenga de
sélido. Fez-se a dissolugdo da fragdo em um volume minimo de metanol ¢ adicionou-se acetona
a solugdo metanolica concentrada até ser observada a formagao de precipitado de cor branca.
Em seguida separou-se a agua méie do precipitado com uma pipeta de Pasteur e fez-se,
posteriormente, varias lavagens do mesmo com acetona, até a obtengédo de um material branco
(75 mg), solivel em metanol, denominado de PEL-F17(1). Este material quando submetido a
analise por CCD e a determinago de seu respectivo ponto de fusdo na faixa de 221-224 °C,
mostrou-se como substincia pura. A analise de seus respectivos dados espectroscépicos e de
seus produtos obtidos a partir de sua hidrélise 4cida, permitiu identifica-lo como sendo uma
saponina idéntica & PES-F1(1), isolada do extrato etandlico das sementes.

7.7.4.2. Elaboragdo da fragdo PEL (29-36) e obtengdo de PEL-F30(3)

A fragdo PEL (29-36) foi cromatografada em coluna de gel de silica, eluida com
cloroférmio : metanol : agua (90 : 10 : 0,1). Apds comparagdo por CCD, foram reunidas as
fragdes 28 a 30, as quais foram denominadas PEL-29-36 F(28-30). Posteriormente, esta fragdo
foi submetida ao mesmo processo descrito no item 7.7.2.3, obtendo-se um material com aspecto
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branco amarelado. O precipitado denominado PEL-28-30 ppt foi submetido a separagdo em um

cartucho sep-pack C-18 de Marca Supelco (6 mL), de acordo com as especificagdes a seguir.

Eluentes Proporgdo Fragoes
H,O 1 01-02
H,0 : CH,OH 3 | 03-09
CH,OH 1 10- 16

A partir das fragdes PEL (28-30)ppt 07 a 12 obteve-se um material sélido branco amorfo
(34,7 mg), soluvel em metanol e em piridina, que apresentou ponto de fusdo na faixa de 251 a
260 °C. Esta saponina, denominada de PEL-F30, mostrou a mesma estrutura da saponina PES-
37-38(3).

7.7.4.3. Elaborag@o da fragdo PEL (41-51) e obtencdo de PEL-LLH1(8) e PEL-LH2(7).

A frag@o PEL (41-51) foi submetida ao processo de precipitagZo de saponinas com a
adigdo de acetona de acordo com o item 7.7.2.3, obtendo-se 445 mg de material. Este material
foi submetido a cromatografia por exclusdo molecular em sephadex LH-20, eluida com metanol,
obtendo-se, desta forma, 30 fra¢Ges de 10 mL. Apos analise por CCD, as fragdes 11 a 16 (187
mg) foram reunidas e, posteriormente, submetidas a uma precipitagdo com acetona, sendo obtidas
117 mg de material. A analise por CLAE em sistema analitico, permitiu identificar a presenga
de dois componentes majoritarios, que foram, em seguida, separados por este método, conforme
cromatograma 88 (Fig. 85, Pag. 145), usando as condigoes cromatograficas descritas na Tabela
29 (Pag. 145). As amostras separadas por CLLAE foram, posteriormente, liofilizadas, obtendo-se
as saponinas denominadas de PEL-LH1(8) ¢ de PEL-LH2(7), em massas de 35,0 mg € 36,7 mg,
respectivamente. A substidncia PEL-LH?2 revelou a mesma estrutura de PEC-A3(7), através da
analise dos seus respectivos dados espectroscopicos € de cromatografia por CCD e CLAE.
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Tabela 29 - Condigdes cromatograficas usadas na separag@o dos compostos PEL-LH1(8) e PEL-

LH2(7).
Coluna Semipreparativa - C-8 Waters; Dimensdes: 7,8 x 150 mm,
¢ =7 pm Detector Dual 2487 : UV - 210 am ; Loop: 50 pL
Tempo (min) Fluxo (mL/min) % H,0 | % CH,CN | CURVA
- 1 60 40 -
15,0 , 1 40 60 6
15, 1 40 60 1
16 1 60 40 6
26 | 1 60 40 1
LH2  C
' e
=
o.z0 { ! !%‘
o S ‘u‘\\\\ -
______ \/ Bisccan, NN L

Figura 85 - Cromatograma de obteng@o de PEL-LH1(8) e PEL-LH2(7) por CLAE em fase reversa
FR-8. '
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Fluxograma 03 - Rota de isolamento das saponinas triterpénicas PEL-(17), PEL-F-30(3), PEL-
LH2(7) e PEL-LH1(8) do estudo do extrato etandlico do lenho — PEL.

Material Botinico

Lenho (Cerne)
1. Secagem ¢ trifwacie
2 Extracie com Hexame
3, Destaciio do selvente
Extrato hexinics - PHL Torta
1. Extragio com Efans!
2. Destaclo do solvete
Extrato etasdlice Terta
-PEL (Rp (Degprezada)

cCISO,

PEL-16-28 PEL-2%-36 PEL-41-51
205mg 2485 mg 10T mg
PPT C/ACETONA cers0,
PPT C/AACETONA
PEC-25.36 (¥F23-36)

PEL 16 8 ppt AGUA MAE | A5
PPT C/ACETONA

e =T )
7S mg AGUA MAE PEL-Z/2¥ppt

15 mg

""' Tk Ot SEPHADEX LB.20
PEL- F34(3) L
347 mg

PEL-41-51 LH 11-16)
187 mp

pptc/acetona
¥ Y
AGUAMAE PEL-41-51(11-15)pat
17 g
I CLAE, FR-13
PEL-LH1(8) PEL-LE2(T)

35 mg 36,7 mg
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7.8. Ensaios biolégicos
7.8.1. Atividade larvicida frente as larvas de Aedes aegypti

O extrato etandlico das sementes — PES e as saponinas PES-F1(1), PEC-76(3), PES-
3V(4), PEL-LH1(8) em diferentes concentragdes (500, 100,10 e 5 ppm) e em duplicatas, foram
dissolvidos em 0,3 mL de dimetil-sulfoxido (DMSO) e a solugéo resultante foi posteriormente
completada com 4gua para o volume de 20 mL. As solugdes preparadas foram adicionadas 50
larvas (estagio 3)* e apds 24 horas, foram contadas as larvas vivas e mortas, e, este resultado foi
utilizado para a determinagdo da DL, . Paralelamente aos bioensaios realizados testes em branco,
utilizando o mesmo volume de DMSO, e 0 mesmo n#o apresentou qualquer atividade larvicida.

Os resultados obtidos foram aplicados ao Programa Probit para o calculo da DL, os
quais encontram-se descritos na Tabela 20 (Pag. 122).

7.8.2. Atividade bactericida

Com relagdo a atividade bactericida foram realizados bioensaios dos extratos etanolicos
das sementes - PES, bem como, das saponinas PES-F2(2), PES-3V(4), PEL-LH1(8) e PEC-
A3(7) frente as bactérias Escherichia coli (ATCC 11775), Salmonella choleaesus (ATCC 19430)
e Staphylococus aureus (ATCC 0675) no Departamento de Bioquimica da Universidade Federal
do Ceara.

O teste foi realizado pelo método de difusio em meio Muller (Agar), no qual as
bactérias foram crescidas em meio caldo LB e posteriormente diluidas com nutriente Agar. O
extrato PES e as saponinas, acima citadas, foram dissolvidas em uma solugfo aquosa de dimetil-
sulféxico (DMSO) a 10% em diferentes concentragdes (10, 20, 30, 40, 50, 100, 250, 1000 ppm)
e aplicadas em disco de papel. Os discos secos foram colocados sobre placas de Agar e incubadas
a 37 °C. Depois da estocagem de 48 horas analisou-se das zonas de inibig@o, cujos resultados
encontram-se descritos na Tabela 23 (Pag.126).
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8. CONCLUSOES

No presente trabalho foi possivel isolar dez substdncias pertencentes a classe das
saponinas. Destas, oito foram identificados como glicosideos do acido oleandlico e da
hederagenina, denominados PES-F1(1) acido 3-O-a-L-ramanopiranosil-(1—2)-a-L-
arabinopiranosil oleanéico, PES-F2 (2) 3-O-a-L-ramanopiranosil (1—2)-a-L-arabinopiranosil-
hederagenina, PEC-76 (3) acido 3-O-B-D-glicopiranosil(1—-4)-[a-L-ramnanopiranosil-(1—2)]-
a-L-arabinopiranosil-oleandico, PEC—6P (4) acido 3-O-B-D-glicopiranosil (1—3)-a-L-
ramnanopiranosil-[3-D-glicopiranosil (1-4)]- a-L-arabinopiranosil-oleandico, PES-2V (5) 3-
O-B-D-glicopiranosil (1—3)-a-L-ramnanopiranosil-(1—2)[B-D-glicopiranosil-(1—4)]-a-L-
arabinopiranosil-hederagenina, PEC-5P (6) acido 3-O-{[B-D-glicopiranosil-(1—>4)-3-D-
glicopiranosil-(1—3) - a- L-ramnanopiranosil-(1-2)]-[B-D-glicopiranosil-(1—4)]}-a-L-
arabinopiranosil-oleandico, PEC-A3 (7) acido3-O-{B-D-glicopiranosil-(1—-2)-B-D-
glicopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosil-(1—3)-a-L-ramnanopiranosil-(1—2)-[B-D-
glicopiranosil(1—3)-f-D-glicopiranosil{ 1-+4)]} -o-L-arabinopiranosil-oleandico, PEL-LH1 (8)
3-O-{B-D-glicopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil-(1—4)--D-glicopiranosil-(1—3)-a-L-
ramnanopiranosil-(1-2)-[B-D-glicopiranosil-(1-3)-B- D-glicopiranosil-(1->4)]}-a-L-
arabinopiranosil-hederagenina.

O levantamento bibliografico demonstrou que duas destas saponinas, PES-2V(5) e
PEL-LH1(8), glicosideos da hederagenina, constituidas de quatro e de sete agucares,
respectivamente, sio substincias inéditas. Por outro lado, duas outras saponinas, PEC-5P(6) e
PEC-A3(7), glicosideos do acido oleandico, constituidos de cinco e sete agucares,
respectivamente, também sdo descritas pela primeira vez na literatura.

Com o isolamento das saponinas descritas anteriormente, pode-se ressaltar a
relevincia da cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, técnica de alta
reprodutibilidade, no isolamento de saponinas estruturalmente complexas, ou seja, com unidades
osidicas constituidas de quatro e sete agiicares, sem a necessidade de derivatizagdo e degradacdo
dos extratos, assim como, na determinacdo dos teores das mesmas, na mistura de saponinas
presentes no extrato etandlico das sementes de Pentaclethra macrolaba — PES, a qual revelou a
presenca majoritaria das saponinas denominadas PEC-76(3), PES-F1(1) e PES-F2(2) com teores
correspondentes a 30,0, 23,0 e 18,5 %, respectivamente.

No processo de busca de substincias com possivel(is) atividade(s) bioldgica(s), os
testes para a avaliagdo da atividade larvicida sobre Aedes aegypti, utilizando as saponinas PEC-
6P(4) e PEL-LH1(8), constituidas, respectivamente, de quatro e sete aguicares em suas unidades
osidicas, sugerem uma possivel correlagdo entre estrutura e atividade entre estes glicosideos, ou
seja, a diminuigdo no namero de agucares osidicas na estrutura, leva ao incremento da atividade
larvicida sobre Aedes aegypti, o que pode ser evidenciado pela menor DL, observada para a
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saponina PEC-6P(4) em relagio a DL, observada para a saponina PEL-LH1(8).

Os estudos confirmaram a presenga de metabélitos secundarios, ou seja, de saponinas
no tdxon Pentaclethra. No entanto, somente nesse trabalho conseguiu-se elucidar as estruturas
das mesmas, uma vez que trabalhos anteriores’ descrevem a caracterizacdo dos seus produtos
de hidrdlise, ou seja, das geninas - acide oleandlicc e hederagenina e dos acticares — glicose,
arabinose e ramnose; além de desenvolver e validar um método de quantificagido de uma mistura
de saponinas presentes no extrato etandlico das sementes de Pentaclethra macrolaba — PES.
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9, CONSTANTES FiSICAS E DADGS ESPECTROMETRICOS

9.1. PES - F1(1)

EM.:C,H O,
P M.: 734 Da
SR o R
Ponto de fusdo : 221 — 224°C ="
a HO OH

Aspecto : s6lido branco amorfo
Solubilidade : Piridina

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, C,D.N); RMN "C (125 MHz, C.D,\N) : ver
Tabelas 01 e 02, Pag. 31 e 32, respectivamente.

9.2. PES - F2(2)

FM:C_H.O

41766 T 12

P.M.: 750 Da

Ponto de fusdo.: 225 — 257°C
Aspecto : s6lido branco amerfo
Solubilidade : Piridina
Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™): ver figura 13, Pag. 34

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, C,.D,N); de RMN “C (125 MHz, CD,N): ver
Tabelas 04 e 05 nas paginas 40 e 41, respectivamente.
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9.3. PEC - 76(3)

EM:CH.O, .

P.M.: 896 Da \ '":,, 31 A
Ponto de fusdo.: 251 - 260°C o “on -
Aspecto : s6lido branco amorfo oy

Solubiiidade : Piridina
Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™): ver Figura 21, pag. 43.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, C,D,N); de RMN “C (125 MHz, C,D,N): Ver
Tabe. 6 € 7 nas Pag. 52 e 53, respectivamente.

9.4. PEC - 6P(4)

FM.:C.H,0,
P.M.: 1059 Da o = .'R

o il
Ponto de fusdo: 244 — 248°C o > o

Aspecto : sélido branco amorfo
Solubilidade : Piridina
Rotagdo dtica: [a]*,=+ 2,4

Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™); de RMN 'H (500 MHz, C,D,N) e de RMN
BC (125 MHz, C,.D,N) : Tab. 8 e 9 nas Pag.65 ¢ 66.
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9.5. PES — 2V(5)

F.M.: C,H,,0,

P M. : 1075 Da

Ponto de fusdo: 251 — 268°C i 0

Aspecto : s6lido branco amorfo
Solubilidade : Piridina
Rotaggo dtica: [a]*,=- 3,0 [0,5 - MeOH]

Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™); de RMN 'H (500 MHz, C,D,N) e de RMN
BC (125 MHz, C.D,N) : Tabelas 10 e 11, nas Pag. 76 e 77, respectivamente,

9.6. PEC — 5P(6)

EM.:CH,O

597796 726

S 2 o "R
P.M.: 1220 Da "’f}ﬁ/f‘ﬁm/mrgjv

o X ’
Ponto de fusdo: mﬁj

—o” "
= o' oH R
Aspecto : s6lido branco amorfo .,g,{/,Z/m
&. X :o: sl i

Solubilidade : Piridina

Rotagdo otica: [a]”, = - 0,004 [MeOH]

Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™); de RMN 'H (500 MHz, C,.D,N) e de RMN
C (125 MHz, C,D,N) : Tabelas 12 e 13, nas Pag. 89 e 90, respectivamente.
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9.7. PEC — A3(7)

F.M.:C,H, O, =y
P.M.: 1545 Da Wl
Ponto de fusdo: 251 - 270° C s '_ n., Lx

Aspecto : s6lido branco amorfo | .= o BR o Yt

Solubilidade : Piridina

Rotagdo otica: [a]*,=- 0,06 [2,5 - MeOH]

Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™); de RMN 'H (500 MHz, C,D,N) e de
RMN BC (125 MHz, C.D.N) : Tabelas 15 e 16 nas Paginas 103 e 104, respectivamente.

9.8. PEL-LHI1(8) ¢
EM.: C7lH116037 /S’.;Z“ &j &

P.M.: 1561 Da i
K Xf\\_

Ponto de fusdo: 255 -270° C

Aspecto : s6lido branco amorfo
Solubilidade : Piridina
Rotagdo dtica: [a]*,=-0,4 [0,5 - MeOH]

Espectroscopia na regido do IV (KBr, cm™); de RMN 'H (500 MHz, C.D\N) e de
RMN 3C (125 MHz, C.D,N) : Tabelas 18 e 19 nas Paginas 118 e 119, respectivamente.
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ESPECTROS DE PES-F1 (1)
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Figura 07 - Espectro de RMN 'H (C,D,N, 500 MHz) de PES-F1 (1)
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Espectros de PES-F2 (2)
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Figura 13 - Espectro na regido de infravermelho — IV (KBr) de PES-F2 (2)
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Espectros de PEC-76 (3)
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Figura 21 - Espectro na regido de infravermelho da substancia PEC-76 (3).
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Figura 28 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H- COSY (500 MHz, C,D,N) de PEC-76 (3).
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Espectros de PEC-6P (4)
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Espectros de PES-2V (§)
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Espectros de PEC-5P (6)
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Espectros de PEC-A3 (7)
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Figura 64 - Espectro (expansdo) de RMN 'H (C,D,N - 500 MHz) de PEC-A3(7).
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Espectros de PEL-LHI1 (8)
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Figura 72 - Espectro de RMN"*C - HBBD (C,D,N — 125 MHz ) de PEL-LH1(8).
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Figura 74 - a) Espectro de RMN 'H (expansdo) (C,D,N — 500 MHz) de PEL-LH1(8).
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