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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo da espécie botanica Cissus verticillata (Vitaceae)
conhecida como “insulina vegetal” que ¢ utilizada popularmente como anti-diabética.
Através de cromatografia gravitacional utilizando gel de silica como fase estacionéria
foi isolado um constituinte esterdidal, B-Sitosterol a partir do extrato hexanico dos talos
e do extrato hexanico das folhas foi isolado um alcool primario conhecido como n-
tetracosanol ¢ um triterpeno chamado 3pB-taraxerol. Em adicdo, foram efetuadas
algumas reacOes classicas para obtencdo de derivados, inclusive com o objetivo de
comparar a atividade bioldgica desses derivados com a do constituinte original. Assim,
foram realizados testes de atividade anticolinesterdsica do constituinte original e dos
produtos das reacdes de acetilacao, formilacdo e oxidacdo. O estudo do extrato hexanico
dos talos e das folhas de C. verticillata L. apds saponificacdo com KOH/MeOH seguida
de metilacdo, forneceu uma mistura de ésteres metilicos que foram identificados por
CG/EM. Os principais componentes foram o 4&cido hexadecanoico, acido 9,12
octadecadiendico, acido octadecanoico, &cido eicosanoico, &cido docosanodico. Na
caracterizagdo dos metabdlitos secundarios isolados, assim como, de seus produtos
reacionais, foram empregadas técnicas espectrométricas de analise de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de H e *3C, infravermelho (V) e espectrometria de massa
(EM).

Palavras-chave: insulina, Cissus, acetilcolinesterase.



ABSTRACT

The presente work describe the results of chemical study of Cissus verticillata
(Vitaceae), plant known as insulin and commonly used as anti-diabetic. Using column
chromatography on silica gel from the hexane extract of the stems was isolated a steroid
(B-sitosterol), while the hexane extract of leaves provided an alcohol (tetracosonol) and
a pentaciclic triterpene (3p-taraxerol). In addition, from the original constituents, using
classical chemical reactions (acetylation, oxidation and formulation), derivatives were
prepared in order to compare the original constituents with the derivatives with respect
to anticholinesterase activity. We also studied the composition of fatty acids present in
the hexane extract of the stems through the process of saponification followed by
methylation and analised using gas chromatography coupled to mass spectrometry. All
compounds original constituents and derivatives) were characterized by spectrometric
methods, nuclear magnetic resonance (NMR) 'H and '3C, infra-red and mass

spectroscopic.

Keywords: insulin, Cissus, acetylcholinesterase.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

Dentro de uma perspectiva historica, a producdo de medicamentos e o
tratamento de doencas comecgaram com o0 uso de plantas medicinais. Relatos de métodos
empregando formulacdes obtidas a partir de fontes vegetais, por povos da regido do
Mediterraneo e do Oriente, sdo encontrados no primeiro compéndio de plantas
medicinais europeu, escrito pelo médico grego Pedanios Dioscorides no século | d.C
(SCHULZ, 2002).

As plantas, como resultado do metabolismo secundario, constituem uma fonte
abundante de substancias com potencial farmacolégico e/ou bioldgico. Assim, uma
parcela significativa de todos os medicamentos utilizados atualmente é derivada, direta
ou indiretamente, de principios ativos isolados de plantas (SCHULZ, 2002). Portanto,
estudos de prospeccdo fitoquimica sdo de fundamental importancia para identificacdo de
plantas com potencial medicinal através do isolamento de micromoléculas por elas

produzidos.

Esses metabolitos pertencem a diversas classes, com destaque para o0s terpenos,
alcaloides, flavonoides, glicosideos, esterdides e varios outros. Os metabdlitos
secundarios sdo estudados no ambito que se convencionou denominar quimica de
produtos naturais, tendo como objetivo imediato o registro dos constituintes quimicos
das espécies. Este registro consiste numa sequencia de trabalhos que implicam o
isolamento, purificacdo e caracterizagdo estrutural, assim como, na obtengdo de
eventuais derivados com vistas a confirmacdo estrutural e verificacdo de possivel
modificacdo de atividade bioldgica. (MATOS, 1997).

Neste contexto, os constituintes secundarios vegetais apresentam um grande valor
do ponto de vista social e econdmico. Como exemplos, na década de 80 foram
identificados 121 compostos de origem vegetal, provenientes de 95 espécies, e sdo
usualmente empregados na terapéutica em paises ocidentais. Além disso, do total de
medicamentos aprovados nos Ultimos 20 anos, 6% sao obtidos diretamente de espécies
vegetais, denominados, especificamente, de fitoterapicos e, de modo geral, de produtos
naturais; 24% sdo compostos derivados desses produtos naturais e 9% foram
desenvolvidos a partir de compostos vegetais cuja estrutura molecular serviu como

unidade precursora em processos de sintese. Anualmente, 4000 novos compostos de
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origem vegetal tém sido relatados, observando-se ainda, uma tendéncia de crescimento
para este valor. (MARASCHIN E VERPOORTE, 1999).

Segundo a literatura, inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) séo
utilizados no tratamento da doenca de Alzheimer, procedimento baseado na hipotese
colinérgica. Essa linha de analise tem como base a hipétese de que, ap6s 0 aumento da
inibicdo da enzima, existiria um aumento na concentracdo de acetilcolina no processo
de sinapse, diminuindo, dessa forma, a progressédo dos sintomas da doenga (DOOLEY E
LAMB, 2000).

Segundo Howes 2003, as atividades correlatas podem ser usadas como guia, como
por exemplo, as atividades antiinflamatoria e antioxidante no que diz respeito a
atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Como o item 3.3 pagina 12
menciona, a espécie Cissus verticillata L. apresenta atividade antiinflamatéria o que

despertou o interesse em investigar a inibicdo da enzima acetilacolinesterase.

Um estudo com outra espécie do género Cissus, a C. pallida permitiu o
isolamento do metabdlito do pallidol que por sua vez apresentou atividade antifingica
(KHAN et al, 1986).

O objetivo primordial deste trabalho foi realizar um estudo fitoquimico da espécie
Cissus verticillata L, tendo em vista o isolamento e caracterizacdo estrutural de alguns
metabolitos secundarios. Vale ainda ressaltar que trata-se de uma espécie de facil

cultivo na regido Nordeste do Brasil.

A prospeccdo quimica da espécie Cissus verticillata L. teve como resultado o
isolamento de trés metabolitos secundarios, o P-sitosterol, 0 n-tetracosanol ¢ o 3f-

taraxerol apresentados na figura 1, pagina 3.

A obtencdo dos derivados teve como objetivos principais alem de comprovagdo
estrutural, avaliar a possivel potencializacdo do metabdlito isolado frente a inibicdo da

enzima acetilcolinesterase.

Foi realizado também o estudo dos acidos graxos livres presentes no éleo dos
extratos hexanicos das folhas e dos talos de C. verticillata L. empregando a
Cromatografia de Gas Acoplado a Espectrometria de Massa (CG-EM) a partir dos
ésteres metilicos provenientes de esterificacdo desses acidos graxos figura 2, pagina 4.
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Na caracterizacdo das estruturas quimicas dos compostos isolados foram
utilizados os métodos espectrométricos de analise como Espectroscopia na Regido do
Infra-Vermelho (1V), Espectrometria de Massas (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear
( *H e C) envolvendo técnicas bidimensionais como HMBC (*3Jch), HSQC (Nen) e

'HxH-COoSsY.

Figura 1. Estruturas dos metabolitos secundarios isolados de C. verticillata L.

B-sitosterol

/\M/\O H n-tetracosanol

3p-taraxerol
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Figura 2. Estruturas dos principais ésteres metilicos dos acidos graxos identificados.
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2  CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Consideracgdes Botanicas sobre a Familia Vitaceae

A familia Vitaceae &€ composta por 13 géneros e cerca de 800 espeécies,
distribuidos em regifes tropicais e temperadas. As caracteristicas das espécies desta
familia sdo lianas herbéceas e sublenhosas, que apresentam gavinhas opostas as folhas e
em nds distintos e apresentam na base do peciolo, geralmente deciduas. Possuem
margem foliar com apiculos provindos das nervuras secundarias ou terciarias e apice
mucronado. (RIBEIRO et al, 1999).

A espécie Vitis vinifera apresentam frutos que sdo as uvas, sendo essa espécie
muito importante em termos econdmicos ja que seus frutos sdo bastante utilizados pela
sociedade (RIBEIRO et al, 1999).

Apresentam flores pequenas em inflorescéncias paniculadas, as vezes de colorido
vivo (certas espécies de Vitis dos cerrados), ciclicas, tetrameras ou pentdmeras, de
simetria radial, hermafroditas ou de sexo separado. Calice pequeno. Pétalas as vezes se
desprendendo em conjunto (certas espécies de Vitis). Androceu isdmero. Ovario supero,
bicarpelar e bilocular, cada I6culo cm até 2 6vulos. Possuem frutos do tipo baga (JOLY,
1998).

2.2 Consideragdes Botanicas sobre o Género Cissus

O género Cissus L. é representado por arbustos sarmentosos, nodosos, com
ramulos articulados, folhas inteiras ou lobadas com duas estipulas peciolares (BERG,
1993). Este género € o mais vasto da familia Vitaceae, € constituido de 350 a 400

espécies de trepadeiras, com uma distribuicio pantropical (CORREA, 1978).

Ha relatos na literatura de alcaloides quinolizidinicos isolados dos pigmentos dos
frutos de Cissus rheifolia e uma mistura de esterdides e flavondides das folhas e raizes
(SAIFAH et al, 1983), enquanto que da Cissus pallidal foi isolado o pallidol, que
apresentou atividade antifungica (KHAN et al 1986), das partes aéreas da Cissus

quadrangularis foram isolados triterpenpoides (BHUTANI, et al, 1984).

Capitulo 2 Consideracgdes Botanicas



2.3 Considerac6es Botanicas sobre a espécie Cissus verticillata L.

A espécie Cissus verticillata L. Nicolson C.E. Jarvis, possui varias sinonimias,
como por exemplo C. puncticulosa Rich., C. latifolia, C. sicyoides L., Descourt., C.
tinctoria M., Vitis sicyoides Baker, Vitis vitiginea Ktze. Var. repens Ktze., C umbrosa
H. B. K., C canescens Lam. e C. compressicaulis (CORREA, 1978; BERG, 1993).

Cissus verticillata é conhecida popularmente no Brasil como anil-trepador, cipo-
puc4, cipd-puci, puca, insulina vegetal, uva-brava, tinta-dos-gentios e achite (CORREA,
1978; BERG, 1993) representada na figura 3.

Trepadeira herbacea, estendendo-se através de gavinhas, atingindo até 10 m de
comprimento. Caule carnoso, com abundante latex aquoso, cilindrico quando jovem,
aplainado quando maduro, atingindo até 5 cm de didmetro, com n6s inchados
(CORREA, 1978; BERG, 1993).

Figura 3. Espécie Cissus vertcillata L. cultivada no Horto de Plantas Medicinais do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

Fonte: (préprio autor).
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 Terpenoides

Os terpenoides constituem uma classe de metabdlitos secundarios com uma
imensa variedade de tipos estruturais derivados do isopreno (existem alguns que séo
resultados de rearranjos durante o processo de biossintese). Os terpendides sdo
formados pelo encadeamento linear de unidades de isopreno seguido de vérias
ciclizacbes e rearranjos do esqueleto carbdnico. Os tipos de terpenoides formados
podem ser modificados biogeneticamente pela perda ou adi¢cdo de atomos de carbono

originando, consequentemente outros diferentes tipos (MENEZES, 2005).

Conforme o nimero de carbonos, ou seja, 0 nimero de unidades isoprénicas que
compdem os esqueletos carbdnicos, os terpenos se classificam em; monoterpenos (Co),

sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cyo) e triterpenos (Csp).

3.1.1 Triterpenos

Triterpenos sdo metabdlitos secundarios presentes na flora terrestre e aquatica,
assim como na fauna, que ocorrem na forma livre, bem como nas formas de éster, éter e
glicosilada. Como o nome implica, triterpenos sdo compostos de 30 atomos de carbono
e podem ser de esqueleto carbdnico na forma aciclica, mono-, di-, tri-, tetra- ou
pentaciclica. Os triterpenos pentaciclicos sdo distribuidos por todo o reino vegetal e
pode se apresentar na forma livre, como agliconas, ou formas combinadas, e tém se
conhecido um grande numero de efeitos bioldgicos (MAHATO e KUNDU, 1994).

Os triterpenos pentaciclicos podem ser divididos em trés grupos principais
segundo o esqueleto carbonico: a) f-amirina, b) a-amirina e c) lupeol. Os representantes
do tipo B-amirina conhecidos como oleananos (1) apresentam dois grupos metila no
atomo de carbono C-20, enquanto, aqueles do tipo a-amirina (2) ou ursano, apresentam
um grupo metila no 4&tomo de carbono C-19 e outro no carbono C-20. No grupo lupeol
(3), 0 quinto anel (anel E), diferentemente, é formado por cindo a&tomos de carbono.
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1) (2)

3)

3.2 Esterois

Esterios sdo substancias organicas encontradas abundantemente na natureza,
usualmente em fracBes ndo saponificaveis de gorduras de animais e plantas. Todos

possuem o esqueleto basico peridrociclopentanofenantreno (4).

Os esterdis mais comuns encontrados sdo o colesterol (5), B-sitosterol (6),
estigmasterol (7) (encontrados em Oleos vegetais) e ergosterol (8) (encontrado em
leveduras e outras fontes microbioldgicas), diferem entre si principalmente quanto a

natureza da cadeia lateral ligada ao Carbono 17.

Esteroides, tais como os esterois, sdo substancias organicas que também possuem
um nucleo peridrociclopentanofenantreno. Eles diferem dos esterdis, por possuirem uma
menor ou nenhuma cadeia lateral no carbono 17, e por possuirem um ou mais grupos
carbonilicos ligados aos anéis do esqueleto esteroidal. S&0 compostos de grande
importancia médica e usados na terapéutica anti-inflamatoria e anti-concepcional, entre
outras (OLIVEIRA e BUENO, 1996).



(4) (5)

s

(6)

HO Ho/(jgg\

(") (8)

3.3 Trabalhos publicados sobre o uso medicinal de Cissus verticillata L.

Artigos publicados na literatura relacionados com a espécie C.verticillata L.
investigam as atividades, antibacteriana, citotoxica, antitumoral, toxicologica (pre-

clinica), anti-inflamatoria, diurética, antifingica, antidiabética e efeito hipoglicemiante
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(fase clinica) (BELTRAME et al, 2001; 2002a; 2002b; SANTOS et al, 2008; LUCENA
et al, 2010; VASCONCELOS et al, 2007; CARVAJAL et al, 1983; GARCIA et al,
2000; CANO e VOLPATO, 2004; BOLSONI et al, 2008; SILVA et al, 2007).

A tabela 1, apresenta os esteroides, triterpenos e terpendides isolados de espécies
do género Cissus, dando destaque a espécie, estrutura, nome, parte da planta na qual foi

isolada e sua devida referéncia.

Tabela 1. Esteroides, triterpenos e terpendides isolados de espécies do género Cissus.

Estrutura Nome / Classe

/Espécie/Parte/Referéncia

Campesterol
Esteroide

C. rheifolia

Raizes

SAIFAH et al, 1987

YV V V VYV V

HO

Diosgenina

Esteroide

C. sicyoides

Frutos (TOLEDO et al,1983)
Partes Aéreas (QUILEZ et al,
2004)

vV V V V V

Hecogenina

Esteroide

C. sicyoides

Frutos (TOLEDO et al,1983)
Partes Aéreas (QUILEZ et al,
2004)

vV V V V V
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HO

B-Sitosterol

Esteroide

C. sicyoides / C.
quadrangularis / C. rheifolia.
Partes aéreas (BELTRAME
et al, 2002), (GUPTA;
VERMA, 1991)

HO

YV V. V V V

Estigmasterol
Esteroide

C. Rheifolia

Raizes

SAIFAH et al, 1987

vV V V VYV V

Taraxerol

Triterpeno

C. quadrangularis
Partes Aéreas

GUPTA; VERMA, 1991

AcO

vV V V V V

Acetato de Taraxeril
Triterpeno

C. quadrangularis
Partes aéreas

GUPTA; VERMA, 1991
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Friedelan-3-ona
Triterpeno

C. quadrangularis

Partes aéreas

GUPTA; VERMA, 1991

YV V V V V

B-amirina

Triterpeno

C. quadrangularis

Partes aéreas (BHUTANI et
al, 1984)

Raizes (MENTHA et al,
2001)

YV V V V

A\

B-amirona

Triterpeno

C. quadrangularis

Partes aéreas (BHUTANI et
al, 1984)

Raizes (MENTHA et al,
2001)

YV V YV V

A\

Onocer-7-eno-3a,21p-diol
Triterpeno

C. quadrangularis

Partes aéreas (BHUTANI et
al, 1984)

> Raizes (MENTHA et al,
2001)

YV V VYV V
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YV V V VY

Onocer-7-eno-3p,21a-diol
Triterpeno

C. quadrangularis

Partes aéreas (BHUTANI et
al, 1984)

Raizes (MENTHA et al,
2001)

YV V. V V

Onocer-7-eno-3a-21p-diol-3-
acetato

Triterpeno

C. quadrangularis

Partes aéreas

BHUTANI et al, 1984

A\

YV V VYV V

Onocer-7-eno-3B-21a-diol-3-
acetato

Triterpeno

C. quadrangularis

Partes aéreas

BHUTANI et al, 1984

7-0x0-onocer-8-eno-3p-21a-
diol

Triterpeno

C. quadrangularis

Partes Aéreas (GUPTA et al,
1990)

Raizes (MENTHA et al,
2001)




16

Onocer-7-eno-3,21-diona
Triterpeno

C. quadrangularis

Partes aéreas

BHUTANI et al, 1984

YV V V V V

* .OH
\>\ Vomifoliol

Terpendide

C. rheifolia
Folhas
SAIFAH et al, 1983

YV V. V V V

Romalea aleno
Terpenoide

C. rheifolia

Folhas

SAIFAH et al, 1983

vV V V V V

Através dos dados descritos na literatura, pode se observar a ocorréncia de
esteroides (5), triterpenos (11) e terpendides (2) isolados de espécies de plantas do
Género Cissus.

As partes mais utilizadas nos estudos fitoquimico do género Cissus sdo as partes
aéreas que envolvem tantos as folhas como os caules, ja que por serem do tipo
trepadeira, apresentam grande abundancia destes além do fato de que séo estas partes
que sdo usadas pela populagdo no que diz respeito a administragdo de chés para o
tratamento de certos males. Podendo entdo atribuir a estas partes a responsabilidade

pelas suas atividades biologicas e farmacologicas.
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4 DETERMINACAO ESTRUTURAL

4.1 Determinacdo da composicao de acidos graxos no 6leo fixo de EHTCV

O dleo fixo obtido a partir do extrato hexanico dos talos de Cissus verticillata
(EHTCV) foi submetido ao processo de saponificacdo para obtencéo dos sais dos acidos
graxos seguindo técnica usual (Item 6.9.1, pag.78) conforme fluxograma 5, pagina 81.
Os sais dos acidos graxos resultantes de saponificacdo foram submetidos a reacdo de
metilacdo obtendo-se os respectivos ésteres metilicos. Foi utilizada para a purificagdo
dos ésteres metilicos cromatografia em gel de silica (Tabela 15, pag. 78), resultando em
um O6leo amarelado denominado OEHTCV. A anélise de OEHTCV por Cromatografia
Gas-Liquido acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM), forneceu um
cromatograma observado na figura 4, pagina 20 e os espectros de massa apresentados
nas figuras 5 a 15, paginas 20 a 23.

A anélise comparativa dos espectros de massa correspondentes aos picos
observados no cromatograma (Figura 4, pag.20), com os espectros de massa contidos no
banco de dados, permitiu a identificacdo de 11 &cidos graxos livres do Gleo fixo de

EHFCV através de seus ésteres metilicos, conforme tabela 2.

Tabela 2. Acidos graxos livres identificados no 6leo fixo de EHTCV através de seus ésteres metilicos.

Substancia T.R.(min)  Teor (%) P.M. F.M.

Acido tetradecanoico 19,5 1,1 228 C14H250,
Acido pentadecanoico 21,4 1,32 242 C15H3002
Acido hexadecandico 23,0 31,5 256 C16H320,
Acido heptadecandico 24,2 3,4 270 C17H340,
Acido 9,12 octadecadiendico 25,0 11,15 280 C1gH3,0,
Acido 9-octadecenoico 25,1 1,39 282 C1gH340;
Acido octadecan6ico 25,4 11,4 284 C1gH360;
Acido eicosanoico 27,3 55 312 Ca0H4002
Acido docosandico 29,0 5.0 340 C22H402
Acido tricosandico 29,8 1,4 354 Ca23H460:
Acido tetracosangico 30,5 2,44 368 C24H4502
Total - 75,6 - -

T.R. — Tempo de retencgdo; P.M.- Peso Molecular; F.M. — Férmula Molecular
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4.2 Determinacdo da composicao de acidos graxos no 6leo fixo de EHFCV

O extrato hexanico das folhas de Cissus verticillata (EHFCV) foi submetido a
saponificacdo para obtencdo dos sais de &cidos graxos (Item 6.9.3, pag. 79) conforme
fluxograma 5, pagina 81. Os produtos resultantes do processo de saponificacdo foram
metilados obtendo-se seus respectivos ésteres metilicos. Uma coluna cromatogréfica em
gel de silica (Tabela 16, pag. 79) foi utilizada para a purificacdo dos ésteres metilicos,
obtendo-se um oOleo amarelado denominado OEHFCV. Em seguida OEHFCV foi
analisado por Cromatografia Gas-Liquido acoplada a Espectrometria de Massa
(CG/EM), fornecendo um cromatograma visto na figura 16 da pagina 23 e 0s espectros
de massa observados nas figuras 17 a 20, paginas 23 e 24.

Anélise comparativa dos espectros de massa correspondentes aos picos
observados no cromatograma (Figura 16, pag. 23), com os espectros de massa contidos
em banco de dados, permitiu a identificacdo de 14 acidos graxos livres do 6leo fixo de

EHFCV através de seus ésteres metilicos, coforme tabela 3.

Tabela 3. Acidos graxos livres identificados no 6leo fixo de EHFCV através de seus ésteres metilicos.

Substéancia T.R.(min) Teor (%) P.M. F.M.
Acido tetradecanoico 19,5 4,0 228 C14H250,
Acido pentadecanoico 21,4 1,1 242 C15H3002
Acido 9-hexadecendico 22,6 1,8 254 C16H300;
Acido hexadecandico 23,0 26,3 256 C1sH320,
Acido heptadecan6ico 24,3 2.1 270 C17H340,
Acido 9,12 octadecadientico 25,0 15 280 C1sH320,
Acido 9,12,15 octadecatriendico 25,1 23,8 278 C1sH3002
Acido octadecan6ico 25,4 8,8 284 C1gH360;
Acido nonadecandico 26,4 0,4 208 C19H350;
Acido eicosanoico 27,3 4,2 312 Ca0H4002
Acido heneicosanoico 28,2 0,4 326 C21H40;
Acido docosandico 29,0 1,4 340 C22Hus0;
Acido tricosandico 29,8 0,5 354 CasH4602
Acido tetracosandico 30,5 0,7 368 C24H450,

T.R. — Tempo de retencdo; P.M.- Peso Molecular; F.M. — Formula Molecular
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Figura 4. Cromatograma de OEHTCV.
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Figura 5. Espectro de massa do éster metilico do &cido tetradecandico.
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Figura 7. Espectro de massa do éster metilico do acido hexadecanoico.
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Figura 8. Espectro de massa do éster metilico do acido heptadecandico.
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Figura 11. Espectro de massa do éster metilico do acido octadecanoico.
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Figura 12. Espectro de massa do éster metilico do &cido eicosandico.
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Figura 13. Espectro de massa do éster metilico do acido docosandico.
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Figura 14. Espectro de massa do éster metilico do &cido tricosandico.
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Figura 15. Espectro de massa do éster metilico do acido tetracosandico.
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Figura 16. Cromatograma de OEHFCV.
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Figura 17. Espectro de massa do éster metilico do &cido 9-hexadecendico.
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Figural8. Espectro de massa do éster metilico do acido 9,12,15 octadecatriendico.

100+

i
] o]
: o v—v—v—w OCH
] (C19H320y)
1 163 173 191 207 m B6 gy 1?4 292
||||||||||||'|||||||||||'|||||I|||||||||||'|| T I||||||||||||I|||||||||||| T e h [T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Figura 1917. Espectro de massa do éster metilico do acido nonadecandico.
100 -
X o)
1 W
OCH;
(C20H4002)
143
101 129 . 268
5 157 g 1s B9 A3y 255 5 2
N UUUPS P e o Y Y e el A 32
90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 200 310
Figura 20. Espectro de massa do éster metilico do acido heneicosandico.
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4.3 Determinacéo estrutural de CV-1

O extrato hexanico dos talos de Cissus verticillata (EHTV) foi cromatografado
em gel de silica e resultou na fracdo C1-9 (1550 mg). Cromatografia da fracdo CI-9 em
gel de silica originou a fracdo de C2-9 (306 mg) (Fluxograma 2, pag 71) como um

solido branco amorfo, ponto de fusdo de 116-119 °C, denominado CV-1.

O espectro de absor¢do na regido do IV de CV-1 (Figura 32, pag 31), exibiu
bandas compativeis com a presenca de grupos hidroxila (von 3419 cm™), metil e
metileno (ve.y 2934 cmte OcHa/chs 1463 e 1376 Cm'l), ligacdo olefinica (vc=c 1643 cm’
1) e banda de deformacéo axial da ligacdo C-O de alcodis/éteres (veo 1051 cm ™).

O espectro de RMN **C-CPD de CV-1 (Figura 33, p4g.31), exibiu 28 sinais sendo
dois devidos a carbonos olefinicos [5 141,0 (C) e 122,0 (CH)], um a carbono sp®
oxigenado (8¢ 72,0) e os demais referentes a carbonos saturados devidos a esqueletos

oriundos do encadeamento de unidades de isopreno.

A comparacdo entre os espectros de RMN *C-CPD e RMN *C-DEPT 135°
(Figura 32, pag. 32), possibilitou determinar a presenca de 6 sinais de carbono metilicos
(6 20,1; 19,6; 19,3; 19,0; 12,2; 12,1), 10 carbonos metilénicos (6 42,6; 40,0; 37,5; 34,2;
31,9; 28,5; 26,4; 24,5; 23,3; 21,3), 9 carbonos metinicos ( 6 122,0; 72,1; 57,0; 56,3;
50,4; 46,1; 36,4; 32,2; 29,4) e 3 carbonos ndo hidrogenados (6 141,0, 43,5 e 36,8).
Assim 0s vinte e oito sinais indicaram a existéncia de um componente de natureza
esteroidal. Os deslocamentos quimicos em & 141,0 (C) e 122,0 (CH) confirmaram a

presenca de uma ligacdo dupla (C = C) trissubstituida.

O espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) (Figura 35, pag. 32) [expansdo na
regido de 6 0,5 a 2,45, (Figura 36, pag. 33)] , apresentou um dupleto em & 5,36 (1H, d, J
= 7,1 Hz) correspondente ao hidrogénio ligado ao carbono olefinico; um sinal multiplo
em 0 3,53 correspondente a um atomo de hidrogénio que, juntamente com o sinal em o
72,1 de carbono metinico no espectro de RMN *3C, revelou um grupo hidroxila a um
carbono secundario; o espectro registrou também, entre outros, sinais para 18
hidrogénios metilicos [ 1,04 (s, 3H), 0,93 (d, 3H, J = 6,4 Hz), 0,92 a 0,81 (m, 9H), 0,69
(s, 3H)I;
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Os dados espectroscopicos obtidos para CV-1 e a comparacdo com dados
registrados na literatura (Tabela 4, pag. 29) indicaram que CV-1 trata-se do B-sitosterol,
cuja estrutura € vista abaixo (Figura 31, pag 29).

Figura 18. Estrutura do B-sitosterol.

Tabela 4. Dados comparativos de RMN **C de CV-1 (CDCls, 300 MHz) com os descritos na literatura
para beta-sitosterol (MACARI, 1990).

C Cv-1 pB-sitosterol
1 37,5 37,2
2 29,9 31,6
3 72,0 71,7
4 42,6 42,3
5 141,0 140,7
6 1219 121,6
7 31,9 31,8
8 32,2 31,8
9 50,4 50,1
10 36,7 36,4
11 21,3 21,1
12 40,0 39,7
13 43,5 42,3
14 57,0 56,7
15 24,5 24,2
16 28,5 28,1
17 56,3 56,1
18 12,2 11,9
19 19,6 19,3
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20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

36,4
19,0
34,2
26,4
46,1
29,4
20,0
19,3
23,3
12,1

36,0
18,7
33,9
26,1
45,8
29,1
19,6
18,9
23,0
11,9

Capitulo 4 Determinacao Estrutural



28

Figura 19. Espectro de absorcao na regi&o do infravermelho(cm™, KBr) de CV-1.
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Figura 21. Espectro de RMN 3C - DEPT 135° de CV-1 (CDCl;, 75 MHz).
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Figura 23. Espectro expandido de RMN *H de CV-1 (CDCl;, 300 MHz).
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4.4 Determinacéo estrutural de CV-2

O extrato hexanico das folhas de Cissus verticillata (EHFV) foi cromatografado
em gel de silica e originou a fracdo C1-4 (1500 mg). Cromatografia em gel de silica de
Cl-4 originou, por sua vez, a fracdo de C2-8 (44,0 mg) como um sélido branco amorfo,

com ponto de fusdo de 88,0-88,9 °C, denominado CV-2 (Fluxograma 4, pag. 75)

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (1V) (Figura 37, pag. 35) de
CV-2 mostrou uma banda larga em 3282 cm™ caracteristica de deformacdo axial de
grupo O—H; bandas intensas em 2916 e 2848 cm™ relacionadas & deformacdo axial da
ligacdo C—H de carbono sp®; absorcdo em 1462 cm™ devida a deformagdo angular de
grupos metileno, além de absorcdo em 1061 cm™ caracteristica de deformacdo axial de

ligacdo C—O de alcodis/éteres.

O espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz), (Figura 38, pag. 35) apresentou
apenas 4 sinais, sendo um tripleto em 6 0,89 (3H, t, J = 6,5Hz) correspondente a
hidrogénios metilicos ligados a hidrogénios de um grupo CH,; um simpleto largo de alta
intensidade em & 1,27 caracteristico de hidrogénios metilénicos (CH,) em carbonos
saturados; um outro tripleto em & 3,65 (2H, t, J = 6,5Hz) relativo a hidrogénios
metilénicos ligado a carbono sp® oxigenado e, um multipleto centrado em 1,57 ppm

atribuido a um grupo CHj ligado a metila terminal..

O espectro de RMN *C — CPD (Figura 41, P4g. 37) registrou como destaque um
sinal em 6 29,85 de alta intensidade atribuido a varios carbonos nédo funcionalizados,
caracteristico de uma cadeia longa de carbonos CH; (em conformidade com o sinal em &
1,27 no espectro de RMN 1H). Vale ainda destacar os sinais em & 63,57 e 14,29
correlacionados a carbonos de um grupo CH, oxigenado e de um grupo CHg,

respectivamente.

Um pico com maior massa em m/z 354 (detectado em m/z 355) (Figura 40, pag.
36) e picos em m/z 43, 57, 83, 97, 111, 125, 139, 153 e 167, isto €, com padrdo de
fragmentacéo tipico de uma cadeia alcanica linear longa, permitiu deduzir a férmula
molecular C,4Hs00 e identificar CV-2 como o alcool de cadeia longa tetracosanol.

Apresentando indice deficiéncia de hidrogénio igual a zero.
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CH;3(CH,)230H
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Figura 24. Espectro de absorgao na regio do infravermelho (cm™, KBr) de CV-2.
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Figura 25. Espectro de RMN *H de CV-2 (CDClg, 500 MHz).
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Figura 26. Expansdo do espectro de RMN *H (CDCl,, 500 MHz) de Cv-2 na regio ( 0,9 & 3,65 ppm).

Figura 27. Espectro de massa (I.E 70 eV) de CV-2.
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Figura 28. Espectro de RMN “*C - CPD (CDCl;, 125 MHz) de CV-2.
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4.5 Determinacéao estrutural de CV-3

O extrato hexanico das folhas de Cissus verticillata (EHFV) foi cromatografado
em gel de silica e forneceu a fracdo C1-5 (833,0 mg). Cromatografia de CI-5 em gel de
silica originou a fracdo C2-2 (24,1 mg) como um sélido branco amorfo, com ponto de
fuséo de 280,9-283,4 °C, denominado CV-3.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (IV) (Figura 43, pag. 41) de
CV-3 mostrou uma banda larga em 3487 cm™ caracteristica de deformacéo axial de
grupo O-H; bandas intensas em 2917 e 2850 cm™ relacionadas a deformacdo axial da
ligacdo C—H de carbono sp®, assim como, bandas fracas em 1461 e 1384 cm™ de
deformac&o angular de grupos CH,/CHs; uma absorcéo fraca em 1641 cm™ compativel
com deformacdo axial de ligacdo C=C, e ainda, absorcées em 1131 e 1036 cm™ de

deformacéo axial de ligacdo C-O.

O espectro de RMN **C - CPD (CsDsN, 125 MHz) de CV-3 (Figura 46, pag.
42), em combinacdo com o espectro de RMN *3C — APT (Figura 48, pag. 43), além de
um grande nimero de sinais na regi&o de carbonos sp®, revelou um par de sinais para
carbonos olefinicos em & 158,3 (C) e 117,1 (CH) (Tabela 5, pag. 40) e um sinal
referente a carbono sp® oxigenado em & 78,9 (CH). Por fim apresentou 30 linhas

espectrais, caracterizando uma substancia com esqueleto triterpénico.

O espectro de RMN *H (CsDsN. 500 MHz) de CV-3 (Figura 44, pag. 41), exibiu
como destaque, oito sinais simpletos em & 0,93; 0,98; 1,02; 1,03; 1.10; 1.15; 1,27 e
1,34, devidos a oito grupos metilas ligados a carbonos terciarios e assim, compativel
com um triterpeno do tipo oleanano. Ainda, como destaque, um sinal dupleto de dupleto
(J = 6,3 e 3,3 Hz) em 3,48 (1H) foi atribuido a um hidrogénio carbindlico, em
concordancia com o carbono metinico oxigenado (6 78,6) detectado no espectro de
RMN *3C. Assim, o grupo hidroxila indicado pelo espectro no IV foi localizado no
atomo de carbono C-3 por tratar-se de caso comum em triterpenos desta natureza e
também, por comparagdo com valores registrados na literatura (TAMAI et al, 1989).
Esta situacdo foi confirmada no espectro de HMBC (Figura 53, pag. 46) atraves das
correlagdes dos sinais em 6 0,98 e 1,03 dos hidrogénios metilicos CHs- 23/CH3-24 com
o sinal em 6 78,9 do carbono C-3. O sinal em & 5,65 (1H, dd, J = 8,0 e 2,5 Hz) foi

claramente correlacionado ao hidrogénio olefinico (¢ 117,1).
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Finalmente, a ligacdo dupla foi posicionada entre os carbonos Cy4 € Cys
(ANDRADE-NETO, 1997) tendo em vista que, no espectro HMBC, o sinal em d¢ 158,3
devido ao carbono olefinico ndo hidrogenado (C-14) estabeleceu, simultaneamente,
correlagdes com os sinais em &y 1,01 e 1,14 de dois grupos metila, no caso, CHs-
27/CHs-26.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos de todos os atomos de hidrogénio e
carbono pode ser comprovada através dos espectros 2D, HMBC (Figuras 53 a 55, pag
46 e 47.), HSQC (Figuras 50 a 52, pag.44 e 45) e COSY (Figura 49, pag. 44).

Desse modo, considerando a discussdo acima e a comparagdo com dados de
RMN *3C descrito na literatura, CV-3 foi identificado como o triterpeno pentaciclico
conhecido como 3B-taraxerol, possuindo um indice de deficiéncia de hidrogénio igual a

6 devido o cinco ciclos e uma dupla.

Figura 29. Estrutura do 3p-taraxerol.

3p-taraxerol
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Tabela 5. Anélise comparativa dos dados de RMN *C (CsDsN, 500 MHz) de CV-3 com 0s registros na
literatura (ANDRADE-NETO, 1997).

C | Literatura . (ppm) (CDCl3) | CV-3 6. (ppm)
1 38,2 38,6
2 27,3 28,8
3 79,2 78,9
4 39,2 40,1
) 55,7 56,7
6 19,0 19,9
7 35,3 36,1
8 39,0 40,1
9 48,9 49,9
10 37,9 39,0
11 17,7 18,5
12 36,0 36,7
13 37,8 39,0
14 158,3 159,2
15 117,1 117,8
16 37,0 37,6
17 38,0 38,5
18 49,5 50,3
19 41,5 42 .4
20 29,0 29,7
21 34,0 34,7
22 33,3 34,1
23 28,2 29,4
24 15,6 17,2
25 15,6 16,4
26 30,1 30,8
27 26,1 26,6
28 30,0 30,7
29 33,5 34,1
30 21,5 22,2
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Figura 30. Espectro de absorcdo na regi&o do infravermelho (cm™, KBr) de CV-3.
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Figura 32. Espectro expandido de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de CV-3 regido (1,2 45,7 ppm).
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Figura 34. Espectro expandido de RMN *C-CPD (CsDsN, 500 MHz) de CV-3 na regi&o ( 10 & 85 ppm).
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Figura 36. Espectro bidimensional de correlagido homonuclear (*H x *H - COSY) de CV-3.
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Figura 38. Expanséo 1 do espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear (*H x **C - 1Jcy - HSQC)
de CV-3.
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Figura 39. Expansdo 2 do espectro bidimensional de correlacéo heteronucleear (*H x **C - 1J¢y - HSQC)
de CV-3.
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Figura 40. Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear (*H x ©*C - *Jcy; - HMBC) de CV-3.

Figura 41. Expansdo 1 do espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear (*H x **C - 23J¢,, - HMBC)

de CV-3.
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Figura 42. Expanséo 2 do espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear (*H x **C - 23J¢, - HMBC)
de CV-3.
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5. OBTENCAO DE DERIVADOS

Os compostos isolados a partir da planta em estudo foram submetidos a reacdes
quimicas relativamente simples para a obtencdo de derivados tendo como objetivos
principais avaliar a influéncia da modificagdo estrutural no potencial frente a certas
atividades bioldgicas e treinamento no tocante a utilizacdo de reagentes, vidraria e
aparelhagem utilizados em laboratorio. No presente caso, foi levado em consideragédo
que os constituintes quimicos (B-sitosterol, n-tetracosanol ¢ 3B-taraxerol) de Cissus
verticillata foram isolados em concentragdes relativamente altas e possuem em suas
estruturas grupos funcionais (hidroxila e ligacdo dupla) bastante reativos. Para tal,
procurou-se obter tais derivados fazendo uso de reagentes quimicos acessiveis
(Anidrido aceético, piridina, dimetilaminopiridina, acetato de etila, sulfato de cobre,
acido perclorico, acido férmico, clorocromato de piridina) através de reacdes classicas
(acetilacéo, formilagéo e oxidacdo).

5.1 Acetilacio do p-sitosterol

O B-sitosterol em contato com a mistura anidrido acético e piridina em presenca
de 4-(N,N-dimetilamino)piridina durante 24 horas (Item 6.6.1, pag 76) forneceu um
solido amorfo de aspecto branco CV-1(AC) com ponto de fusdo 123-126°C e
rendimento de 92%.

Figura 43. Acetilacdo do B-sitosterol.
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O espectro na regido do infravermelho (Figura 57, pag 50) de CV-1(AC)
apresentou como destaques uma intensa banda em 1730 cm™ da funcéo éster, assim
como, a auséncia da banda em 3419 cm™ da funcdo alcool, conforme esperado para a
transformacdo da funcdo alcool em éster. O espectro de RMN **C — CPD (Figura 58,

pag 50) exibiu um sinal em d¢c 170,7 caracteristico do carbono carbonilico do grupo
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acetoxila. O espectro de RMN *H (Figura 60, pag 51), por sua vez, corroborou esta
observacgdo através do sinal intenso em & 2,0 (s) devido aos hidrogénios metilicos do
grupo acetoxila, como também, mostrou o sinal do hidrogénio H-3 em com maior
deslocamento quimico [6 4,6 (m)] em relacdo ao correspondente hidrogénio carbindlico

na substancia original [H-3, 6 3,5 (m)], como esperado.

Figura 44. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™, KBr) de CV-1 (AC).
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Figura 45. Espectro de RMN *C - CPD (CDCls, 75 MHz) de CV-1 (AC).
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Figura 46. Espectro de RMN **C DEPT 135° (CDCls, 75 MHz) de CV-1 (AC).
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Figura 48. Expansdo do espectro de RMN *H (CDCl,, 300 MHz) de CV-1 (AC).
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5.2 Formilag¢iao do B-sitosterol

Uma solugdo do B-sitosterol em uma mistura de &cido formico/acido perclérico
foi refluxada durante 4 horas. A mistura de reacdo foi tratada com anidrido acético e
lavada com agua (ltem 6.6.2, padg 76) fornecendo um solido amorfo amarelado,
denominado CV-1(FOR), com ponto de fusdo 102-104°C e rendimento 93,5%.

Figura 49. Formilagao do B-sitosterol.
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O espectro no infravermelho (Figura 63, pag 54) de CV-1(FOR) registrou uma
intensa banda de absorcdo em 1713 cm™ devida a vibracdo de estiramento da carbonila,
assim como, a auséncia da banda de absorcdo em 3419 cm™, conforme esperado para a
transformacéo da funcdo alcool em éster. O espectro de RMN *C — CPD (Figura 64,
pag 54) confirmou a transformagdo exibindo um sinal 6¢c 160,8 correspondente ao

carbono carbonilico de éster formico.

Em adico, o espectro de RMN *H (Figura 56, pag 56) de CV-1(FOR) apresentou
um singleto em 6y 8,0 caracteristico do atomo de hidrogénio do grupo formila e um
sinal multiplo em & 4,7 para o hidrogénio H-3, ou seja, com maior deslocamento

quimico em relacdo ao correspondente hidrogénio no composto de origem.
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Figura 50. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™, KBr) de CV-1 (FOR).

T T T T T T T T 1
2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 6500

cm-1

Figura 51. Espectro de RMN 3C - CPD (CDCl;, 75 MHz) de CV-1 (FOR).

-

T T e
Gx839a=8
e S ci

(a3 I S&8a8

N SsSW——"

aas
1

28
~o~ s
~~ e~

— 160.8:

MWMM

T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

Capitulo 5 Obtencéao de Derivados



52

Figura 52. Expansdo do espectro de RMN **C - CPD (CDCls, 75 MHz) de CV-1 (FOR).
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Figura 54. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) de CV-1 (FOR).
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5.3 Oxidacéo do p-sitosterol

O p-sitosterol foi submetido a reacdo de oxidacdo por acdo de (PCC)
clorocromato de piridina (Item 6.6.3, pag 76) e originou um produto solido branco, com
ponto de fusdo 85,3-86,7 °C e rendimento de 10%.

Figura 55. Oxidagédo do B-sitosterol.

CsHsNHCICro,
CH3COCH,/CH,Cl,
0

No espectro na regido do infravermelho (Figura 69, padg 57) do produto de
oxidacdo denominado CV-1 (OXI), foi observado a auséncia da banda de absor¢édo em
3419 cm™ do grupo hidroxila e a presenca da banda em 1713 cm™ compativel com

absorcéo de estiramento de grupo carbonila de cetona em hexanel, ndo conjugada.

Figura 56. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™, KBr) de CV-1 (OXI).
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5.4 Acetilacéo do n-tetracosanol

Uma solugdo de n-tetracosanol foi colocado em uma mistura de anidrido acético e
piridina deixada em repouso a temperatura ambiente durante 24 horas (Item 6.7.1, pag.
77). Apos procedimento usual, forneceu um sélido branco amorfo (C-2 (AC) com ponto
de fusdo de 96,3-98,7 °C e rendimento de 91%.

Figura 57. Acetilagéo do n-tetracosanol.

O
Ac,0 | |

CHs(CH,),30H > CH3(CHp)30-" “CH;
Piridina

O espectro na regido do infravermelho (Figura 71, padg 59) de CV-1 (AC)
apresentou uma intensa banda em 1738 cm™ da funcdo éster e a auséncia da banda de
absorcdo em 3419 cm™ (grupo hidroxila) conforme esperado para a transformacéo da
funcdo alcool em éster. Por sua vez, o espectro de RMN *H (Figura 72, pag, 59) do
derivado em comparacdo ao correspondente espectro do substrato exibiu o sinal tripleto
dos hidrogenios oximetilénicos (CH»-O-COCHs) em & 4,05 com deslocamento quimico
maior em relagdo aos correspondentes hidrogénios [CH2-OH, t, & (3,6)] no composto de
partida. Em adi¢do, um sinal simples e intenso em 6 2,0 correspondente a hidrogénios
metilicos do grupo acetoxila. Ja o espectro de RMN **C — CPD (Figura 73, pag 60)
mostrou como caracteristica fundamental, a presenca do sinal em 8¢ 171,43 de carbono
carbonilico de éster, assim como, o sinal em 8¢ 21,2 correspondente ao carbono metilico

do grupo acetoxila.
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Figura 58. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™, KBr) de CV-2 (AC).
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Figura 59. Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) de CV-2 (AC).

Capitulo 5 Obtencéao de Derivados



Figura 60. Espectro de RMN **C - CPD (CDCl,, 75 MHz) de CV-2 (AC).
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5.5 Oxidacéao do 3-p taraxerol

O 3-p taraxerol foi dissolvido em acetona e submetido a reagdo com dicromato de
potassio em meio acido por cerca de 10 minutos a temperatura ambiente (Item 6.8.1,
pag. 77), fornecendo um sélido amarelado CV-3 (OXI) com faixa de fusdo 275,7-276,9
°C e rendimento de 92%.

Figura 62. Oxidacdo do 3p-taraxerol.

K,Cr,05 / H+

»
»

Acetona

No espectro na regido do infravermelho (Figura 76, padg 62) do produto de
oxidagcdo denominado CV-3 (OXI), observa-se a auséncia da banda de absor¢do em
3487 cm™ (von) e 0 aparecimento da banda em 1707 cm™ (ve=o) relacionada a absorcéo
de estiramento de grupo carbonila de funcdo cetona. Como caracteristica fundamental, o
espectro de RMN **C - CPD (Figura 77, pag. 62) do produto revelou um sinal em 8¢
217,84 confirmando a funcdo cetona. Os demais sinais no espectro permaneceram
praticamente inalterados.
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Figura 63. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™, KBr) de CV-3 (OXI).
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Figura 65. Expansdo do espectro de RMN **C - BB (CDCl,, 75 MHz) de CV-3 (OXI).
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Figura 66. Espectro de RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) de CV-3 (OXI).
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos de RMN *3C de CV-1 e seus derivados reacionais CV-1 (AC) e CV-1
(FOR).

C Cv-1 CV-1(AC) CV-1 (FOR)
1 375 383 38,3
2 29,9 28,4 28,4
3 72,0 74,2 74,2
4 42,6 42,6 42,5
5 141,0 139,9 1395
6 121,9 122,8 1232
7 31,9 34,2 34,2
8 32,2 32,1 32,1
9 50,4 50,3 50,2
10 36,7 36,8 36,4
11 21,3 21,6 21,3
12 40,0 39,9 40,0
13 43,5 44,9 44,9
14 57,0 56,9 56,9
15 24,5 24,5 24,5
16 28,5 28,0 28,0
17 56,3 56,3 56,3
18 12,2 12,0 12,1
19 19,6 19,5 19,5
20 36,4 36,4 36,4
21 19,0 19,0 19,0
22 34,2 37,2 37,1
23 26,4 26,4 26,4
24 46,1 46,1 46,1
25 29,4 29,5 29,4
26 20,0 20,0 20,0
27 19,3 19,3 19,3
28 23,3 23,3 23,3
29 12,1 12,2 12,2
30 - 170,7 160,8
31 - 21,3 -
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6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 Material Botanico

O material vegetal (folhas e talos de C. Verticillata L.) foi coletado no horto de
plantas medicinais localizado no campus do Pici no Departamento de Quimica Orgéanica
e Inorgénica da Universidade Federal do Ceard, altitude -3.745052311734928 e
longitude -38.57728955557253 em agosto de 2011.

A identificacdo boténica foi realizada pelo Professor Jose Edson Pereira Nunes e
uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra localizado no
Departamento de Biologia, bloco 906, campus do pici, na Universidade Federal do

Ceard, sob o niimero 49000.

6.2 Métodos Cromatogréficos

6.2.1 Cromatografia de Adsorcao

A cromatografia de adsorcdo em coluna aberta (CC) foi utilizada para realizacao
do fracionamento dos extratos brutos e fracGes, bem como, na separacdo e purificagdo
de substancias, sendo utilizado como fase estacionaria gel de silica 60 (70-230 mesh) e
tipo “flash” (230-400 mesh). Os eluentes utilizados nos fracionamentos foram: hexano,
diclorometano, acetato de etila, n-Butanol, metanol nas formas puras ou em misturas

binarias. Os solventes organicos foram todos da marca Synth.

Para cromatografia de adsor¢do em coluna sob pressao “flash” foi utilizado silica
gel 60 (0,040 — 0,0063 mm; 230 — 400 mesh) da marca MERCK. Conforme as
guantidades de amostras e valores de RF o diametro e comprimento das colunas eram
variados. Para realizar a eluicdo foi utilizado um sistema adaptado com bomba

compressora do fabricante NS Industria de Aparelhos Médicos Ltda, referéncia R-60.

A cromatografia em camada delgada (CCD) (gel de silica 60 Fs4 = 0,2 mm) em
folhas de aluminio da marca Merck foi utilizada para 0 monitoramento das fracdes

obtidas ap6s os fracionamentos cromatograficos. Como reveladores a radiacédo

Capitulo 6 Procedimento Experimental



64

ultravioleta nos comprimentos de onda em 254 nm e 365 nm e solucdo de vanilina/acido
perclérico. As amostras foram aplicadas nas placas de CCD por meio de tubo capilar a
uma altura de 1,0 cm do inferior da placa e em média a uma distancia de 0,2 cm uma

das outras e eluidas em uma cubeta.

6.3 Métodos Fisicos

Os espectros foram registrados nos equipamentos localizados na Central Analitica

do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

6.3.1 Ponto de Fuséao

Os pontos de fuséo das substancias obtidas foram determinados em equipamento
MARCONI modelo MA381 com central de processamento NOVUS N480D. As
determinacbes foram realizadas a uma velocidade de agquecimento de 2°C/min, 0s

valores de ponto de fusdo ndo foram corrigidos.

6.4 Métodos Espectrométricos

6.4.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho

Os espectros na regido de absorcéo do infravermelho, obtidos numa faixa de 4000
a 400 cm™ foram registrados em espectrometro um Perkin-Elmer, modelo SPECTRUM
100 FT-IR usando o aparelho UATR (Universal Attenuated Total Reflectance), ambos
pertencentes a central analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara (DQOI/UFC).

6.4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN C), foram obtidos em

espectrometro Bruker, modelo Advance DRX-500, operando na frequéncia de 300 e
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500 MHz para o hidrogénio e na freqgliéncia de 75 e 125 MHz para o carbono,
pertencente ao Centro de Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética
Nuclear da Universidade Federal do Cearda (CENAUREMN-UFC).

As amostras foram dissolvidas em solventes deuterados: cloroférmio (CDCls3) e

Piridina (CsDsN) comercializados pela empresa Cambridge Isotope Laboratories.

Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e
referenciados pelo pico do hidrogénio residual do solvente deuterado CDCl3 (6 7,27) e
pelo pico do *C do solvente CDCls (5 77,23) ja para o solvente CsDsN (8 7,23; 7,60;
8,75) e (5 124,45; 136,14; 150,61) para RMN *H e 13C, respectivamente.

A multiplicidade dos sinais nos espectros de RMN ‘H foram indicadas segundo a
convencéo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto), q (quarteto), m
(multipleto).

O padréo de hidrogenacdo dos carbonos em RMN *3C foi determinado utilizando-
se as técnicas APT (Attached Proton Test) DEPT (Destortionless Enhancement by
Polarization Transfer) variando o angulo de nutacdo (FLIP ANGLE) de 135° (CH e CHj3
com amplitudes em oposi¢do do CH,) e foi descrito segundo convencdo: C (carbono
ndo hidrogenado); CH (carbono metinico); CH, (carbono metilénico); CH3 (carbono
metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados através da subtracdo dos
sinais nos espectros RMN *C DEPT 135° e RMN ** C — CPD (Composite Pulse
Decoupling).

6.5 Estudo dos Constituintes ndo volateis de C.verticillata

6.5.1 Preparacéo dos extratos dos talos de C.verticillata.

Os talos (1,1 kg) secos a temperatura ambiente e trituradas foram submetidos a
extracdo com hexano durante cinco dias. Apos a evaporacdo do solvente sob pressédo
reduzida, foi obtido o extrato hexanico (EHTV; 10,41g). A torta resultante foi
submetida a extragcdo com etanol por cinco dias (Fluxograma 1) e o solvente evaporado

sob pressédo reduzida fornecendo o extrato etanolico (EETV; 89,97 g).
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Fluxograma 1. Obtengdo dos extratos hexanico e etandlico dos talos da espécie C. verticillata.

TALOS

(1,10 kg)

1. Secagen
2. Extracdo com hexano (3x)
3. Evaporacéo do solvente

1. Extragdo com etanol
(3x)
2. Evaporagdo do
solvente
A‘..J....." " A‘.J....'
Extrato Etanolico Residuo
(EETV)
(89,97 g)

6.5.2 Fracionamento cromatografico do extrato hexanico dos talos de C.verticillata
(EHTV)

Uma parte (8,5 g) do extrato EHTV foi adsorvido em 20,0 g de gel de silica e
pulverizada em gral de porcelana, sendo acondicionada em coluna cromatografica de
7,5 cm de didmetro munida de 71,64 g de gel de silica. A coluna foi eluida utilizando
os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros e em misturas
binarias seguindo uma ordem crescente de polaridade. Este procedimento resultou em
41 fragOes que apos analise em CCD permitiu a reunido em 15 subfracdes de acordo

com suas semelhancas de R¢ (Tabela 7, pag 70).
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Tabela 7. Fragdes resultantes do fracionamento cromatografico de EHTV.

Fracdo Massa (mg) Denominacgéo
1 864,28 EHTV-1
2 947,10 EHTV-2
3-4 28,8 EHTV-3
5 6,9 EHTV-4
6-8 1.890 EHTV-5
9-10 207,5 EHTV-6
11-14 420 EHTV-7
15-17 311,1 EHTV-8
18-20 1.550 EHTV-9
21-25 349,0 EHTV-10
26-29 96,9 EHTV-11
30-31 4439 EHTV-12
32-34 376,7 EHTV-13
35-40 145,0 EHTV-14
41 653,3 EHTV-15

6.5.2.1 Tratamento cromatogréafico de EHTV-9 e isolamento de CV-1

A fracdo denominada EHTV-9 (1,55 g) foi adsorvida em 3,0 g de silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 72,40 g em coluna
cromatografica de 2,4 cm de diametro. Os solventes utilizados no processo de elui¢do
foram diclorometano, acetato de etila em misturas binarias e metanol puro, em ordem

crescente de polaridade mostrado na tabela 8.

Tabela 8. Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHTV-9.

Eluente Fracdo Volume (mL) Massa(g)
Diclorometano/Acetato de etila 5% 1-44 400 0,39
Diclorometano/Acetato de etila 15%  45-68 300 0,59
Diclorometano/Acetato de etila 30%  69-79 200 0,13
Diclorometano/Acetato de etila 60% 80-102 200 0,07

Acetato de etila 100% 103-11 200 0,04
CH30H 100% 112-115 100 0,12

Apbs analise em cromatografia em camada delgada (CCD) obteve-se um conjunto
com 12 novas fracdes (Tabela 9, pag. 71).
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Tabela 9. Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EHTV-9.

Fracoes Denominacgéo Massa (mg)
1-5 EHTV-9(1) 14,2
6-9 EHTV-9(2) 34,1

10-16 EHTV-9(3) 54,1
17-18 EHTV-9(4) 37,2
19-23 EHTV-9(5) 105,0
24-26 EHTV-9(6) 100,9
27-32 EHTV-9(7) 241,6
33-36 EHTV-9(8) 137,1
37-62 EHTV-9(9) 306,0
63-82 EHTV-9(10) 82,7
83-92 EHTV-9(11) 38,5
93-115 EHTV-9(12) 230,3

A fracdo denominada EHTV-9(9) apresentou-se como um solido brando amorfo
em CCD que foi denominada de CV-1. A analise por RMN *H e **C e infravermelho e a
subsequente comparacdo com dados da literatura, foi possivel caracterizar como sendo o

esterol B-sitosterol.

Fluxograma 2. Isolamento de CV-1 a partir de EHTV.

EHTV
(8,59)

Cromatografia filtrante a vacuo

A 4 A 4 A 4

Fr1-17 EHTV-9(9) Fr21-41
469 (Fr 18-20) 219

159

Cromatografia Comum

\ 4

Fr 1-36 Cv-1 Fr 63-115
874,2 mg (306,0 mg) 352,0 mg
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6.5.3 Preparacao dos extratos das folhas de C.verticillata.

As folhas (1,0 kg) de C.verticillata secas a temperatura ambiente e trituradas,
foram submetidos a extracdo com hexano seguido de etanol (Fluxograma 3, pag. 72).
As solucbes resultantes das extracdes foram filtradas e concentradas sob pressdo

reduzida em evaporador rotativo, resultando nos extratos hexanico e etanolico.

Fluxograma 3. Obtengdo dos extratos hexanico e etandlico das folhas da espécie C. verticillata.

FOLHAS

1,0 kg

- Secagem
- Extracdo com solvente
- Evaporagdo do solvente

Extrato hexanico Torta

(EHFV)
20,6 g

- Extracdo com etanol
- Evaporagdo do solvente

-
Extrato etanolico Residuo
(EEFV)
1794 ¢
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6.5.3.1 Tratamento cromatografico de EHFV

Uma parte (11,5 g) de EHFV foi adsorvido em 30,1 g de gel de silica e
pulverizado em gral de porcelana. O material resultante foi submetido a cromatografia a
vacuo utilizando funil de Bichner, efetuando elui¢bes sucessivas com 0s seguintes
eluentes; hexano, hexano/acetato de etila 50%, diclorometano, acetato de etila e metanol
(Tabela 10).

Tabela 10. Dados relativos ao tratamento cromatografico de EHFV.

Eluente VVolume (mL) Fracdo Massa ()
Hexano 100% 700 EHFV-H 3,63
Hexano/Diclorometano 500 EHFV-HD 1,72
50%
Diclorometano 100% 500 EHFV-D 1,50
Acetato de Etila 100% 500 EHFV-A 0,92
Metanol 100% 300 EHFV-M 1,60

6.5.3.2 Tratamento cromatografico de EHFV-D e isolamento de CV-2.

EHFV-D (1,50 g) foi adicionado a 2,15 g de gel de silica, pulverizado em gral de
porcelana e acondicionada sobre 58,9 g de gel de silica em coluna cromatogréafica (L=
10 cm, ®= 2,4 cm). A elui¢do foi realizada com hexano, diclorometano, acetato de etila

e metanol puros ou em misturas binérias em ordem crescente de polaridade (Tabela 11).

Tabela 11. Dados referentes ao tratamento cromatografico de EHFV-D.

Eluente Fracoes Volume (mL)
Hexano/Diclorometano 50% 1-20 300
Hexano/Diclorometano 60% 21-39 300
Hexano/Diclorometano 80% 49-63 300

Diclorometano 100% 64-87 300
Diclorometano/ Acetato de etila 10% 88-94 200
Acetato de etila 100% 95-102 100
Metanol 100% 103-116 100

Apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracOes obtidas

deram origem a 7 novas fragdes (Tabela 12, pag. 73).
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Tabela 12. FragGes resultantes do tratamento cromatografico de EHFV-D.

Fracoes Denominacéo Massa (mg)
1-14 EHFV-D1 65,4
15-32 EHFV-D2 181,9
33-47 EHFV-D3 44,0
48-61 EHFV-D4 1124
62-89 EHFV-D5 2475
90-105 EHFV-D6 58,2
106-116 EHFV-D7 369,1

Apds analise em (CCD) verificou-se que a fracdo EHFV-D3 (44,0 mg) se
apresentava como um solido branco amorfo, solivel em cloroférmio, com ponto de
fuséo de 88,0-88,9 °C, denominado CV-2.

6.5.3.3 Tratamento cromatografico de EHFV-A e isolamento de CV-3

Cerca de (0,8 g) de EHFV-A foi adicionada a 1,76 g de gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e acondicionada sobre 128,0 g de gel de silica em coluna
cromatografica (L= 6,8 cm ¢ ®= 2,5 cm). A eluicdo foi realizada com hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias obedecendo

ordem crescente de polaridade (Tabela 13).

Tabela 13. Dados referentes ao tratamento cromatografico de EHFV-A.

Eluente Fracoes Volume (mL)
Hexano/Diclorometano 50% 1-26 400
Hexano/Diclorometano 70% 27-52 400
Hexano/Diclorometano 80% 52-78 400

Diclorometano 100% 79-94 400
Diclorometano/Acetato de etila 20% 95-119 400
Acetato de etila 100% 120-131 200
Metanol 100% 132-140 100

Fazendo uso de (CCD) pode-se reunir estas fragbes em um novo conjunto de 6

fracOes (Tabela 14, pag. 74).
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Tabela 14. FragGes resultantes do tratamento cromatografico de EHFV-A.

Fracoes Denominagdes Massa (mg)
1-27 EHFV-Al 141,4
28-55 EHFV-A2 24,1
56-79 EHFV-A3 81,9
80-112 EHFV-A4 245,6
113-127 EHFV-A5 65,8
128-140 EHFV-AG6 177,3

A fracdo EHFV-A2 (24,1 mg) apds analise em CCD mostrou-se como um sélido
amarelado, solivel em cloroférmio, com ponto de fusdo de 280,9-283,4 °C denominado
CV-3.
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Fluxograma 4. Isolamento de CV-2 e CV-3 a partir de EHFV.

EHFV
11,50 g

- Cromatografia de filtracdo a vacuo

\ 4 A 4 A 4

EHFV-H EHFV-HD EHFV-D EHFV-A EHFV-M
363 1,72¢g 1,50 g 092 1,60 g

- Cromatografia
comum em coluna

\ 4 A 4

- Cromatografia comum em coluna
(Fr 1-27) (Fr 56-140)
141,4 mg 570,6 mg

EHFV-A2

(CV-3)
24,1 mg

A 4

(Fr1-32) (Fr 48-116)
247,3 mg 787,2 mg

EHFV-D3

(CV-2)
44,0 mg
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6.6 Obtencdo dos derivados do p-sitosterol

6.6.1 Acetilacéo

Em um baldo de 50 mL o B-sitosterol (50 mg) foi submetido a reagdo com
anidrido acetico (1mL) e piridina (1mL) em presenca de gotas de dimetilaminopiridina
sob agitacdo constante por 24 horas. Em seguida a mistura reacional foi dissolvida em
acetato de etila, seguida de adicdo de uma solucéo saturada de sulfato de cobre para a
remocgédo da piridina. A solucdo foi submetida a uma extracdo com AcCOEt e a fase
orgénica foi tratada com sulfato de sédio anidro e concentrada em evaporador rotativo.
O produto, na forma de um solido branco amorfo [CV-1(AC) (46 mg)] foi purificado
em coluna cromatografica em gel de silica, utilizando com eluente 0 CH,Cl,. Apos
analise em CCD verificou-se apenas um spot de material puro (37 mg) que foi
caracterizado por técnicas espectroscopicas.

6.6.2 Formilacéo

Em um baldo de 50 mL o B-sitosterol (200 mg) foi misturado com 2,0 mL de
acido férmico e 1 mL de 4cido percldrico. A mistura foi mantida em banho-maria a 60
°C e agitacdo magnética durante 4 horas. O produto foi resfriado em banho de gelo sob
agitacdo. Em seguida, adicionou-se 1 mL de anidrido acético e pequena quantidade de
agua destilada, obtendo-se um precipitado CV-1 (FOR) que foi lavado com agua. Ap6s
12 horas em dessecador, o material denominado (187 mg) foi analisado em CCD e
mostrou-se impuro, sendo entdo, submetido a cromatografia em coluna em gel de silica,
utilizando como eluentes hexano, hexano/diclorometano (1:1), diclorometano, Acetato
de etila e metanol, resultando em 42 fracGes. A analise em CCD possibilitou a reunido
das fragdes 09-27, correspondente ao produto formilado (98 mg) catalogado como CV-1

(FOR) e caracterizado por métodos espectroscopicos.

6.6.3 Oxidacéo

Em um baldo de 50 mL o B-sitosterol (30 mg) foi submetido a reacdo com 70 mg
de clorocromato de piridina (PCC), dissolvidos em 3,0 mL de acetona e 2,0 mL de
diclorometano. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo durante por 24 horas a
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temperatura ambiente. O solvente foi eliminado sob pressdo reduzida com temperatura
do banho-maria em torno de 40 °C. O solido resultante (147 mg) foi analisado em CCD
revelando-se impuro, sendo constatado ainda a presenga de B-sitosterol. O material foi
entdo submetido a uma cromatografia em coluna em gel de silica utilizando o
diclorometano como eluente, originando o produto de oxidacdo [CV-1 (OXI) (3,0 mg)],

como um solido amorfo de cor branca.

6.7 Obtencdo do derivado do n-tetracosanol

6.7.1 Acetilacéo

Em um baldo de 50 mL o n-tetracosanol (15 mg) foi submetido a reacdo com
anidrido acético (1mL) e piridina (ImL sob agitacéo constante por 24 horas. Em seguida
a mistura reacional foi dissolvida em acetato de etila, sequida de adicdo de uma solugéo
saturada de sulfato de cobre para remocdo da piridina. A solucdo foi submetida a
extracdo com acetato de etila e a fase organica foi tratada com sulfato de sédio anidro e
concentrada em evaporador rotativo. O produto mostrou-se como um sélido branco
amorfo [CV-2 (AC) (13,6 mg)], com rendimento de 91%.

6.8 Obtencao do derivado do 3p-taraxerol

6.8.1 Oxidacéao de Jones

Em um balao de 50 mL o 3pB-taraxerol (15mg) foi dissolvido em acetona (75 mL).
Em um processo a parte foi preparado o reagente de Jones: dicromato de potassio (7,5
g) foram dissolvidos em 13,0 mL de &gua destilada e em seguida foram adicionados 6
mL de acido sulfurico e o volume da solugdo completado para 25 mL. O reagente foi
(5,0 mL) foi entdo adicionado gota a gota por 10 minutos sob agitacdo, sendo o final da
reacdo indicado pela cor amarela persistente no liquido sobrenadante. Em seguida o
solvente foi removido por destilagdo sob vacuo, o concentrado diluido com agua (50
mL) e submetido a uma extracdo liquido-liquido utilizando acetato de etila (5 x 10 mL).
A fase organica foi lavada novamente com agua (2 x 25 mL) e seco com sulfato de
sodio anidro. O solvente organico foi removido por destilacdo sob vacuo, fornecendo
um sélido amarelado [CV-3 (OXI) (13,7 mg )], com um rendimento de 92%.
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6.9 Estudo do 6leo fixo de EHV

6.9.1 Saponificacao e obtencao dos acidos graxos de EHTV

4,26 g de EHTV foram dissolvidos em 70 mL de metanol em um baldo de 125 mL
de fundo redondo e adicionado 4,32g de KOH. A mistura reacional, sob a¢do de uma
manta aquecedora, foi mantida em refluxo por 4 horas. Apos o resfriamento do sistema
foram adicionados 50 mL de &gua destilada. A solucdo hidroalcodlica alcalina foi
acidulada com 20 ml de uma solugdo de HCl 20% e submetida a extragdo com
diclorometano (3 x 25 mL). As aliquotas orgénicas foram reunidas, secas com sulfato de
sodio anidro (Na,SO,) e o diclorometano evaporado sob pressdo reduzida, fornecendo

965,4 mg de um Oleo escuro (acidos graxos livres).

6.9.2 Obtencao dos ésteres metilicos de EHTV

O material saponificavel obtido (965,4 mg), foi submetido a refluxo durante 3
horas com 70 mL de metanol e 5 mL de HCI concentrado. Apos resfriamento, a
temperatura ambiente, o produto bruto foi lavado com 30 mL de &gua destilada e
extraido com diclorometano (3x 30 mL), seco com sulfato de sédio anidro e
concentrado a pressdo reduzida, fornecendo 737,8 mg de produto metilado (EHTV-
Met).

A purificagdo dos ésteres metilicos foi realizada atraves de coluna cromatografica,
em gel de silica, utilizando como eluentes; hexano, diclorometano e metanol, puros ou

em misturas binarias seguindo a ordem crescente de polaridade (Tabela 15).

Tabela 15. Dados referentees ao tratamento cromatografico dos ésteres metilicos de EHTV.

Eluente Volume (mL) Fracdes
Hexano/diclorometano 50% 300 1-25
Metanol 100% 100 26

A andlise através de CCD permitiu reunir as fracbes eluidas com

hexano/cloroférmio como se segue: 1-2, 3-5, 6-16, 17-25. As fracdes 3-5 revelaram um
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s0 spot em CCD e foi denominada EHTV-Met(3-5), um 06leo amarelado com massa

igual a 418,3 mg.

A determinacdo da constituicdo quimica de EHTV-Met(3-5), foi realizada por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM).

6.9.3 Saponificagdo e obten¢do dos &cidos graxos de EHFV

2,57 g de EHFV foram dissolvidos em 70 mL de metanol em um baldo de 125 mL
de fundo redondo e adicionado 2,51g de KOH. A mistura reacional sob acdo de uma
manta aquecedora, foi mantida em refluxo por 4 horas. Apds o resfriamento do sistema
foram adicionados 50 mL de &gua destilada. A solucdo hidroalcodlica alcalina foi
acidulada com cerca 20 mL de uma solucdo de HCI 20% e submetida a extracdo com
diclorometano (3 x 30 mL). As aliquotas organicas foram reunidas, secas com sulfato de
sodio anidro (Na;SO,) e o diclorometano evaporado sob pressdo reduzida, fornecendo

520,2 mg de um dleo escuro (&cidos graxos livres).

6.9.4 Obtencao dos ésteres metilicos de EHFV

O material saponificavel obtido (520,2 mg), foi submetido a refluxo durante 2
horas com 50 mL de metanol e 5 mL de HCI concentrado. Apds resfriamento, a
temperatura, o produto foi lavado com 30 mL de &gua destilada e extraido com
diclorometano (3x 30 mL), seco com sulfato de sédio anidro e concentrado a pressao
reduzida, fornecendo 307,9 mg de produto metilado (EHTV-Met).

A purificacdo dos ésteres metilicos foi realizada através de coluna cromatografica,
em gel de silica, utilizando como eluentes; hexano, diclorometano e metanol, puros ou

em misturas binarias seguindo a ordem crescente de polaridade (Tabela 16).

Tabela 16. Dados referentes ao tratamento cromatografico dos ésteres metilicos de EHFV.

Eluente Volume (mL) Fracdes
Hexano/diclorometano 50% 200 1-17
Metanol 100% 100 18
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A andlise atravées de CCD, permitiu reunir as fragdes eluidas com
hexano/diclorometano como se segue: 1-2, 3-4, 5-6, 7-16. A fracdo 3-4 revelou um s6
spot quando analisadas por CCD e foi denominada EHTV-Met(3-4), um 6leo amarelado

com massa igual a 269,5 mg.

A determinacdo da constituicdo quimica de EHTV-Met(3-4), foi realizada por

Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM).
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Fluxograma 5. Obtencdo dos éacidos graxos livres de EHTV, metilacdo dos &cidos graxos livres e
identificacdo de OEHTV e OEHFV.

y
EHTC e EHFV
(4,26 g) e (2,57 9)
- MeOH/KOH
- Refluxo
- H,O/CH,CI,
FASE ORGANICA FASE AQUOSA
- HCI 20%
- Extragdo com CH,Cl,
- Lavagem com H,0
- NaZSO4
FASE ORGANICA FASE AQUOSA
- Concentracdo
- HCI/MeOH
- Refluxo
- Concentracgao
ESTERES METILICOS IMPUROS
(737,8 mg) e (307,9 mq)
- Purificacdo por CC
Ay

- Anélise por CG-EM

» IDENTIFICACAO
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7 ATIVIDADE BIOLOGICA

7.1 Teste de atividade frente a enzima acetilcolinesterase

Os testes de atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foram feitos
no Laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da Universidade

Estadual do Cear4, sob a orientacdo da Prof? Selene Maia de Moraes.

A atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE), foi realizada atraves
do método de Ellman (1961), modificado por Rhee e colaboradores (2001). O objetivo
desse bioensaio € encontrar substancias que apresentam a propriedade de inibir a
enzima acetilcolinesterase, inibicdo essa que esta diretamente ligada ao tratamento da
doenca de Alzheimer (RHEE et al., 2001). Este bioensaio consiste na aplicacdo das
amostras em CCD, seguida da pulverizacdo da placa com uma solucdo contendo o
reagente de Ellman (DTNB - acido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico]) e uma solugdo de
ATCI (iodeto de acetiltiocolina) em tampdo apropriado. E considerado um método
colorimétrico e que pode ser utilizado de forma qualitativa e quantitativa (no caso desse
trabalho, foi utilizado apenas o modo qualitativo). E um método réapido e sensivel para a
pré-selecdo de amostras com acdo anticolinesterdsica. O método de Ellman é um
procedimento para atividade da acetilcolinesterase e pode ser rotineiramente empregado

para avaliar a atividade inibitoria de constituintes quimicos.

Para o referido teste, utilizou-se uma aliquota de 5 pL das amostras a serem
testadas na concentracdo de 2 mg/mL dissolvidas em metanol e aplicadas em uma
cromatoplaca. Apds a evaporacdo dos solventes, pulverizou-se uma mistura (1:1) de
iodeto de acetiltiocolina (ATCI) 1 mmol.L-1 com o reagente de Ellman (acido 5,5’
— Ditiobis-[2-nitrobenzoéico], DTNB, 1 mmol.L-1), deixando em repouso por 3 min
para a secagem da placa. Apos completa secagem das solugdes, pulverizou-se a placa
com a enzima acetilcolinesterase 3 U/mL. Apds um periodo de 5 minutos, observou-se
0 surgimento de uma coloracdo amarela na placa e o aparecimento de halos brancos em
torno das amostras que apresentaram atividade, em contraste com a coloragdo amarela
da placa, cujos diametros foram imediatamente medidos. Neste experimento, a
fisostignina dissolvida em cloroférmio (2 mg/mL) foi utilizada como controle positivo.
No fluxograma 6 na pégina 84 estdo apresentados as etapas desse método. O resultado

deste bioensaio encontra-se descrito na tabela 17 pagina 84.
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Tabela 17. Resultado do teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

Amostra Halos de inibi¢do (mm)

Cv-1 7,0

CV-1 (FOR) Negativo
CV-1(AC) 9,0
CV-1 (OXI) 8,0
CV-2 8,0
CV-2 (AC) 7,0
CV-3 7,0
CV-3 (OXI) 6,0
Padrdo- fisostignina 9,0

* Concentragdo da amostra e padrdo = 2mg/mL

Fluxograma 6. Procedimento para a realizagéo do teste de Ellman.

Bomrifa a plca com 2
mistura da  solugio

1. Dilsic3o em MeOH (lug/mL) (DINB/ACTD

2. Aplicagio emplaca d= aluminio (3ul)

1. Espera 5 minutos 1. Espera 3mimsios
2. leinm doshalos ‘2. Bori& a placa com
asolsciodz AChE

DTNB: Reagente de Ellman (&c. 5,5 -ditiobis-[2-nitrobenzéico]; ACTI: iodeto de
acetilcolina

Conforme os resultados da tabela 17, foi constatado, de modo geral, bons
resultados com relacdo a acdo inibitdria da acetilcolinesterase pelas substancias
isoladas. Assim, CV-2 mostrou halo de inibi¢cdo (8,0 mm) proximo ao do padrdo
fisostigmina (9,0 mm). Por outro lado, vale destacar a acdo inibitéria do derivado
reacional CV-1(AC) (9,0 mm), ou seja, com maior acdo inibitéria que a substancia
original e com a mesma acéo (9,0 mm) da substancia padrdo (9,0 mm).
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho relatou o estudo fitoquimico da espécie botanica Cissus verticillata,
uma planta comum do nordeste brasileiro. Através de uma pesquisa literaria realizada
nos sites de busca especializados foram encontrados poucos artigos relacionados ao
estudo fitoquimico, porém alguns resultados remetem as suas atividades

farmacoldgicas, entre elas, antioxidante e hipoglicemiante.

O presente trabalho permitiu o isolamento e caracterizacdo do esterdide [-
sitosterol (CV-1), o alcool n-tetracosanol (CV-2) o triterpeno pentaciclico 3p-taraxerol
e a obtengdo de alguns derivados reacionais como os produtos acetilados CV-1 (AC) e
CV-2 (AC) , formilado CV-1(FOR) e oxidados como CV-1(OXI) e CV-3 (OXI). Além
disso, pode-se identificar os &cidos graxos das folhas e dos talos da espécie

C.verticillata através dos seus ésteres metilicos correspondentes.

O teste de inibicdo da acetilcolinesterase realizado com estas substancias
revelaram resultados animadores, mostrando a importancia de um estudo mais
detalhado no que diz respeito a estrutura das substancias e 0s grupos presentes que sdo
responsaveis pelo melhoramento da atividade bioldgica em questdo, ou seja, um estudo

mais aprofundado no tocante a relacdo estrutura x atividade biologica.

A partir dos resultados (Tabela 17, pag. 84) obtidos em relacdo a atividade
anticolinesterase, pode-se destacar ainda o forte efeito inibitério (9,0 mm) da enzima
pelo derivado acetilado do B-sitosterol além do bom resultado para o seu derivado
oxidado (8,0 mm) e do alcool n-tetracosanol (8,0 mm) em comparacdo ao padrao

fisostignina (9,0 mm).

Além dos derivados reacionais obtidos nesse trabalho, outros produtos (haletos,
diois, oximas, etc) poderiam ser obtidos utilizando reagentes convencionais, tendo em
vista 0s grupos funcionais classicos presentes nos compostos originais e que poderiam

também ser estudados frente a esta atividade biologica proposta.
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9 CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS
9.1 Constantes fisicas e dados espectrométricos das substancias isoladas

9.11CV-1

B-sitosterol

F.M.: Cy9Hs500

P.M.: 414,0 um.a

P.F.: 116-119°C

Aspecto: Sélido branco amorfo

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na Regido do infravermelho (1V); KBr, cm™
3419, 2934, 2865, 1643, 1463, 1376, 1051

Espectroscopia de RMN 'H (300 MHz, CDCls) — & (integracio, multiplicidade,
constante de acoplamento):

0,68 (3H, s); 0,83-0,87 (m); 0,93 (d, J=6,39 Hz); 1,05 (s); 1,12 (m); 1,52 (m); 1,86 (m);
2,04 (m), 2,27 (m); 3,53 (m); 5,36 (1H, d, J=7,1 Hz).

Espectroscopia de RMN *C (75 MHz, CDCls) — & (padrao de hidrogenacio,
correlagdo estrutural):

12,1 (CH3, C-29); 12,2 (CHs, C-18); 19,0 (CHs, C-21); 19,3 (CH3, C-27); 19,6 (CH3, C-
19): 20,0 (CH3, C-26); 21,3 (CH,, C-11); 23,3 (CH,,C-28); 24,5 (CH,, C-15); 26,4
(CH,, C-23); 28,5 (CH,, C-16); 29,4 (CH, C-25); 29,9 (CH,, C-2); 31,9 (CH,, C-7);
32,2 (CH,, C-8); 34,2 (CJ,, C-22): 36,4 (CH, C-20), 36,8 (C, C-10); 37,5 (CH,, C-1);
40,0 (CHp, C-12); 42,6 (CH,, C-4); 43,5 (C, C-13); 46,1 (CH, C-24); 50,4 (CH, C-9);
56,3 (CH, C-17); 57,0 (CH, C-14); 72,0 (CH, C-3); 121,9 (CH, C-6); 141,0 (C, C-5).
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9.1.2 CV-2
n-Tetracosanol
F.M.: C24H500

P.M.: 354,0 um.a

P.F.: 88,0-88,9 °C

Aspecto: Sélido branco amorfo

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na regido do infravermelho (1V); KBr, cm™:
3282, 2916, 2834, 1472, 1462, 1061

Espectrometria de massa de baixa resolucdo: m/z 354

Espectroscopia de RMN 'H (300 MHz, CDCls) — & (integracio, multiplicidade,
constante de acoplamento):

0,89 (3H, t, J= 6,5 Hz); 1,30 (s); 1,58 (m): 3,65 (2H, t, J= 6,5 Hz).

Espectroscopia de RMN *C (75 MHz, CDCl;) — & (padrdo de hidrogenacio,
correlacéo estrutural):

14,29 (CHs): 22,91 (CHy); 26,01 (CHy); 29,59 (CH,); 29,68 (CH,); 29,85 (CH,); 29,90
(CH,), 29,93 (CH,); 63,57 (CHy).
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9.1.3CV-3

3p-taraxerol

F.M.: C30Hs500

P.M.: 426,72 u.m.a

P.F.: 280,9-283,4 °C

Aspecto: Sélido amarelado amorfo

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na Regido do infravermelho (1V); KBr, cm™
3487, 2917, 1641, 1131 e 1036

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls) — & (integracio, multiplicidade,
constante de acoplamento):

0,80-2,10 (m); 0,93 (s); 0,98 (s); 1,02 (s); 1,03 (s); 1,10 (s); 1,15 (s); 1,27 (s); 1,34 (S);
3,48 (1H, dd, J=6,3 e 3,3 Hz); 5,65 (1 Hz, dd, J = 8,0 € 2,5 Hz).

Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CDCl;) — & (padrio de hidrogenacio,
correlagdo estrutural):

Tabela 5, pagina 40.

Capitulo 9 Constantes Fisicas e Dados Espectroscopicos



89

9.2 Constantes fisicas e dados espectrométricos dos derivados de CV-1, CV-2 e CV-
3.

9.2.1 CV-1 (AC)

Acetato de B-sitosterol

F.M.: C31H5,0,

P.M.: 456,75 u.m.a

P.F.: 123-126 °C

Aspecto: Sélido branco amorfo

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na Regido do infravermelho (1V); KBr, cm™
2937, 2869, 1730, 1465, 11465, 1366, 1247, 1037

Espectroscopia de RMN *H (300 MHz, CDCls) — & (integracio, multiplicidade,
constante de acoplamento):

0,69 (s); 0,80 (s); 0,86 (s); 0,88 (s); 0,92 (); 0,94 (5), 1,07 (s), 1,1-1,9 (m); 2,09 (s); 2,32
(2H, d, J = 9,0 Hz): 4,6 (m); 5,38 (1H, d, J = 6,0 Hz).

Espectroscopia de RMN *C (75 MHz, CDCl;) — & (padrio de hidrogenacio,
correlagdo estrutural):

Tabela 6, pagina 64.
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9.2.2 CV-1 (FOR)

Formato de B-sitosterol

F.M.: C30Hs500,

P.M.: 442,72 u.m.a

P.F.: 108-109,3 °C

Aspecto: Sélido branco amorfo

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na Regido do infravermelho (1V); KBr, cm™
2936, 2867, 1713, 1465, 1377, 1203, 1186

Espectroscopia de RMN *H (300 MHz, CDCls) — & (integracio, multiplicidade,
constante de acoplamento):

0,69 (s); 0,81 (s); 0,83 (s); 0,85 (s); 0,92 (s); 0,94 (s); 1,0 (s); 2,36 (2H, d, J = 7,6 HZz);
4,75 (m); 5,40 (1H, d, J = 4,5 Hz); 8,0 (5s).

Espectroscopia de RMN *C (75 MHz, CDCl;) — & (padrdo de hidrogenacio,
correlacdo estrutural):

Tabela 6, pagina 64.
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9.2.3 CV-1 (OXI)

B-sitosterona

F.M.: Cy9H4g0O

P.M.: 412,70 u.m.a

P.F.: 85,3-86,7 °C

Aspecto: Sélido branco amorfo

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na Regido do infravermelho (1V); KBr, cm™

2918. 2850, 1715, 1463, 1378, 1205, 1187
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9.2.4 CV-2 (AC)

/\MZQ\OJLCHg

Acetato de tetracosanol
F.M.: CzHs520;
P.M.: 396,0 um.a
P.F.: 82,3-83,7 °C
Aspecto: Sélido branco amorfo
Solubilidade: Cloroférmio e Diclorometano
Espectroscopia na Regido do infravermelho (1V); KBr, cm™
2917, 2848, 1738, 1473, 1461, 1365, 1244

Espectroscopia de RMN 'H (300 MHz, CDCls) — & (integracio, multiplicidade,
constante de acoplamento):

0,88 (3H, t, J = 5,8 Hz), 1,26 (s); 1,60 (m); 2,05 (s); 4,05 (2H, t, J = 6,6 Hz).

Espectroscopia de RMN *C (75 MHz, CDCl;) — & (padrdo de hidrogenacio,
correlacéo estrutural):

14,31 (CHg); 21,21 (CH3); 22,90 (CH,); 26,14 (CH,); 28,83 (CH,), 29,48 (CH,); 29,58
(CHy): 29,74 (CH>); 29,79 (CH,); 29,92 (CH,); 32,14 (CH,), 64,88 (CH,); 171,43 (C).
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9.2.5 CV-3 (OXI)

Taraxerona

F.M.: C30Hs0

P.M.: 424,0

P.F.: 275,7-276,9 °C

Aspecto: Sélido amarelado amorfo

Solubilidade: Cloroférmio

Espectroscopia na Regido do infravermelho (1V); KBr, cm™
2918, 2851, 1707, 1448, 1376, 1117, 995

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls) — & (integracio, multiplicidade,
constante de acoplamento):

0,83 (s); 0,91 (s); 0,96 (s); 1,08 (s); 1,14 (s); 1,26 (s); 1,34 -2,58 (m); 5,56 (1H, d, J =
6,4 Hz).
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