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RESUMO

Este trabalho relata o estudo fitoquimico de duas espécies do género Heliotropium:
H. indicum Linn e H. polyphyllum Lehm e do macrofungo Ganoderma lucidum, coletados no
Estado do Ceara. A andlise dos Oleos essenciais das partes aéreas das espécies de
Heliotropium, por diferentes técnicas de extracdo, permitiu a identificacdo de diferentes
metabolitos secundérios, desde hidrocarbonetos, terpenoides, alcoois até sesquiterpendides.
No dbleo essencial das raizes OEHI, foram identificados 17 constituintes quimicos, sendo o
fitol (49,10%) o composto majoritario. A investigacdo fitoquimica do extrato etandlico das
raizes de H. indicum resultou no isolamento, entre outros compostos, um alcaldide
pirrolizidinico denominado helindicina (HI-2). O estudo fitoquimico do extrato etandlico das
partes aéreas de H. polyphyllum permitiu o isolamento do alcaldide licopsamina (HP-1). A
analise cromatogréfica dos constituintes fixos do extrato etanolico de Ganoderma lucidum
permitiu o isolamento dos esterdides ergostanos: ergosta-7,22,-dien-3-ona, ergosta-22-en-
3a,4a,8a-triol, ergosta-1,4,8(14),22-tetraen-3-ona e a mistura de ergosta-5,9,22-trien-33-ol e
ergosta-5,22-dien-3p-o0l. Uma série de derivados do esterdide ergosta-7,22-dien-3-ona foi
desenvolvida a partir da modificacdo no carbono C-3 com obtencéo de alcoois, ésteres (formil
e acetil) e oxima. A determinacdo estrutural dos contituintes ndo volateis e derivados foi
realizada através de métodos espectroscopicos EM, 1V e RMN *H e 3C, incluindo sequencias
de pulso uni e bi-dimensionais. A identificacdo dos constituintes volateis foi desenvolvida por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) para anélise qualitativa,
enquanto (CG/DIC) para analise quantitativa e ainda comparacdo com dados descritos na

literatura.
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ABSTRACT

This work reports the phytochemistry study of two species of the genus
Heliotropium: H. indicum Linn and H. polyphyllum Lehm, and of the macrofungal
Ganoderma lucidum, collected in the State of Ceard. The analysis of the essential oils from
aerial parts’ of the species of Heliotropium, for different extraction techniques, allowed the
identification of different secondary metabolic, from hydrocarbons, terpenoids, alcohols even
sesquiterpenoids. For the essential oil from roots OEHI all 17 constituents chemicalents were
identified and the fitol (49,10%) were the major compound. The phytochemistry investigation
from etanolic extract of the roots of H. indicum resulted in the isolation, among others
compounds, one pirrolizidine alkaloid that has been named as helindicine (HI-2). The
phytochemistry study from extract etanolic for aerial parts’ of H. polyphyllum allowed the
isolation of the alkaloid licopsamine (HP-1). The chromatographic analysis of the fixed
constituints from etanolic extract of Ganoderma lucidum allowed the isolation of the steroids
ergostane: ergosta-7,22,-dien-3-one, ergosta-22-en-3a,4a,8a-triol,  ergosta-1,4,8(14),22-
tetraen-3-one, and the mixture of ergosta-5,9,22-trien-3p3-0l and ergosta-5,22-dien-3p-ol. A
series of derived from steroid ergosta-7,22-dien-3-one was developed starting from the
modification in the carbon C-3 with obtaining of alcohols, steres (formil and acetil) and
oxima. The structural determination of all natural products, and derived was performed by
mean of spectroscopic techniques such MS, IR, *H and *C NMR, including uni and bi-
dimensional pulse sequences. The identification of the volatile constitution was performed by
GC/MS for the qualitative analysis while GC/FID was used for the quantitative analysis, and
still comparison to data published in the literature was also used for identification wherever

the case.
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PREFACIO

De acordo com as diretrizes e normas estabelecidas para a formacdo dos
estudantes de pds-graduacdo do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorgénica da
Universidade Federal do Ceara (UFC), sob a orientacdo da Prof®. Telma Leda Gomes de
Lemos, tanto na obtencdo e analise de constituintes volateis, bem como no isolamento e
caracterizacdo de componentes fixos de espécies do nordeste brasileiro, este trabalho relata a
investigacdo fitoquimica de duas espécies de Heliotropium encontradas no Estado do Ceara:
Heliotropium indicum Linn e Heliotropium polyphyllum Lehm.

Encontram-se descritas as técnicas de isolamento e de elucidagdo estrutural de
substancias isoladas das espécies do género Heliotropium, identificadas por métodos
espectrométricos de IV, EM, RMN *H e **C (uni- e bidimensionais), além de comparacéo
com dados da literatura quando necessario.

Paralelamente a esse estudo, devido ao uso crescente de cogumelos na
alimentacdo da populacdo brasileira e, por conseguinte, maior necessidade conhecimento
sobre este assunto, foi desenvolvida a investigagéo fitoquimica de uma espécie de macrofungo
denominado Ganoderma lucidum, com os mesmos objetivos mencionados anteriormente.

No presente trabalho, constam as técnicas de purificacdo, de preparacdo de
derivados e de elucidacéo estrutural através de métodos modernos de espectroscopia: 1V, EM,
RMN *H e 3C (uni- e bidimensinal) dos constituintes fixos e sintetizados.

O capitulo 1 contém a introducdo do estudo fitoquimico desenvolvido neste
trabalho.

O capitulo 2 trata das consideracGes botanicas mais destacadas das espécies
estudadas do género Heliotropium, bem como sobre a familia Boragenaceae.

Os capitulos 3 e 4 descrevem, respectivamente, o levantamento bibliografico
sobre os constituintes quimicos isolados no género Heliotropium, em particular, os alcaldides
pirrolizidinicos; e as determinacfes estruturais das substancias isoladas das espécies de
Heliotropium estudadas.

Nos capitulos 5, estdo relatados os procedimentos experimentais, bem como o
estudo dos componentes quimicos volateis das partes aéreas das espécies de Heliotropium
investigadas.

Os capitulos 6 e 7 referem-se ao estudo sobre 0 macrofungo Ganoderma lucidum,
em que constam, respectivamente, as consideragdes sobre esta espécie e o levantamento

bibliografico sobre os esterdides isolados neste fungo.



28

O capitulo 8 descreve as determinagGes estruturais dos componentes isolados no
extrato etanolico de G. lucidum.

O capitulo 9 relata resultados e discussbes sobre as sinteses de derivados
esteroidais.

No capitulo 10, constam as descricbes dos equipamentos utilizados e a
metodologia empregada, assim como os procedimentos do isolamento e purificagdo das
substancias obtidas, extracdo dos 6leos essenciais das espécies de Heliotropium estudadas e
das sinteses de derivados esteroidais.

O capitulo 11 é dedicado as consideracdes finais e, por fim, no capitulo 12,
encontram-se as referéncias bibliogréaficas.

A digitacdo desta tese estd de acordo com as normas para apresentacdo de
trabalhos cientificos da Universidade Federal do Ceara (MELO et al., 2007) que seguem as
normas padrdes da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) de acordo com NBR
14724/2005, NBR 6023/2002 e NBR 10520/2002.



CAPITULO 1

Intreduncie
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1. INTRODUCAO

A fitoterapia ou o uso de plantas com fins terapéuticos € uma tradicdo milenar
identificada em praticamente todas as civilizagdes ou grupos culturais conhecidos desde 0s
primérdios da humanidade (HOSTETTMANN; HAMBURGER, 1991; VAN STADEN et al.,
2004).

Mesmo diante de toda a modernizagdo nas industrias produtoras de
medicamentos, as plantas continuam sendo fontes de drogas para uma grande parcela da
populacdo mundial. Estima-se que em todo o mundo, mais de 20.000 espécies de plantas
superiores sejam usadas na medicina popular, que somadas as 250.000 especies de plantas
superiores conhecidas, formam um grande reservatdrio de novas substancias potencialmente
ativas (LOCK et al., 2003; PHILLIPSON, 1995).

As plantas superiores continuam sendo fontes de drogas clinicamente Uteis na
medicina popular ocidental, como pode ser exemplificado pelo fato de que cerca de 25 % de
todas as prescrices médicas nos paises industrializados contém substancias derivadas de
plantas superiores (BRAQUET; HOSFORD, 1991; FARNSWORTH; BINGEL, 1977). Por
esta razdo, as grandes companhias farmacéuticas tém especial interesse em plantas superiores,
como fontes de novas estruturas quimicas e de novos medicamentos.

Como no passado, as plantas ainda hoje representam a principal arma terapéutica
conhecida nas comunidades mais excluidas e sua utilizacdo muitas vezes € resultado de
conhecimentos empiricos transmitidos geracdo apds geracdo. Nos centros urbanos, a
fitoterapia € utilizada muitas vezes como recurso alternativo de grande aceitacdo. Esta
caracteristica das plantas tem chamado a atencdo da comunidade cientifica no sentido de
comprovar a eficacia e promover 0 uso seguro desses recursos naturais (VAN STADEN et al.,
2004). Vale ressaltar que as plantas sdo fontes naturais de uma infinidade de substancias
quimicas que sdo biossintetizadas com varias finalidades, entre elas, protegé-las contra
predadores ou atrair polinizadores (STEPP, 2004).

O reino vegetal guarda uma grande quantidade de moléculas novas a serem
descobertas. Estima-se que existam em torno de 500.000 a 700.000 espécies de plantas no
planeta, com aproximadamente 250.000 espécies conhecidas. Levando em consideracdo a
biodiversidade vegetal que existe no planeta e que somente cerca de 5 a 15% foi investigada
do ponto de vista fitoquimico e/ou farmacoldgico, as pesquisas com plantas superiores

apresentam-se como uma fonte extremante promissora e necessaria para a descoberta de
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novas substancias que possam ser utilizadas no tratamento de vérias doencas (CORREA,
1984; LOCK et al., 2003; PRINCIPE, 1989).

A familia Boraginaceae (ordem Lamiales) ¢é classificada como angiospermas
dicotiled6neas, sendo dividida, recentemente, em subfamilias (Boraginaceae sensu strictum,
Cordiaceae, Ehretiaceae, Heliotropiaceae, Hydrophyllaceae e Lennoaceae). Compreende
cerca de 100 géneros e 2.000 espécies distribuidas por todas as partes do mundo: trépicos,
subtrdpicos, regides temperadas e articas (BARROSO, 1984), com centros de dispersdo
principalmente em regiGes tropicais (REITZ, 1970).

Dentre suas espécies, aproximadamente 130 alocadas em 10 géneros ocorrem no
Brasil, dispersas em todas as regides (MELO; ANDRADE, 2007). Podem ser encontrados
desde ervas, subarbustos, arbustos, lianas até arvores. No Nordeste brasileiro, em particular,
na caatinga (area de 734.478 km?), segundo Melo e Andrade (2007), ha registro de pelo
menos 932 espécies na regido, sendo 380 endémicas, distribuidas em vinte géneros, dentro as
quais se sobressai Auxemma Miers, pertencente a familia Boraginaceae.

O interesse pelo estudo do género foi desencadeado pelo fato de algumas de suas
espécies apresentarem uso na medicina popular, dentre as quais, Heliotropium indicum, que €
bastante utilizada como desobstruentes peitorais e diuréticos. Suas raizes sdo comercializadas
em barracas de feira livre para formulacdo de xaropes caseiros utilizados para tratamento
auxiliar de bronquites (BRAGA, 1976). Outro fator estimulante consiste no fato de que dentre
as classes de substancias isoladas, destaca-se principalmente os alcal6ides pirrolizidinicos, por
apresentarem uma grande variedade de atividades farmacologicas (SOUZA, 2004).

Neste trabalho, foi realizada uma investigacdo fitoquimica de duas espécies de
Heliotropium encontradas no Estado do Ceara: Heliotropium indicum Linn e Heliotropium
polyphyllum Lehm, visando o isolamento, a purificacdo e a identificacdo dos seus
constituintes quimicos fixos e volateis, bem como possiveis aplicacdes farmacoldgicas.

Com relacdo a espécie H. polyphyllum Lehm, sabe-se que é bastante comum na
vegetacdo costeira do nordeste brasileiro, que demonstra ser um ecossistema de rica
diversidade vegetal, porém ainda pouco conhecida. Apesar de estarem tdo presentes no
cotidiano dos habitantes da regido litoranea, os espécimes vegetais desse ecossistema Sao
pouco valorizados, a prova disso é a quase auséncia de cultivo de plantas pra fins
ornamentais, como a espécie H. polyphyllum L.

E importante esclarecer que, na atualidade, a vegetacio litoranea esta protegida
por lei por ocupar areas de preservacio permanente. A Lei n® 9.605/98, de 12 de fevereiro de

1998, denominada Lei da Natureza ou dos Crimes Ambientais, refere-se, no capitulo V, secéo
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I1, artigo 50, & especial preservacdo da vegetacdo fixadora de dunas e protetora de mangues
(BRASIL, 1998). Porém, para que haja uma preservacao efetiva, a Lei por si sO, ndo a
garante, a comunidade local deve contribuir diretamente. Para que haja a participagéo eficaz
da comunidade, é necessario antes de tudo que ela vincule essas espécies nativas a seu
cotidiano. A participacdo de espécimes nativos no cotidiano da comunidade s6 seré possivel
através dos seus conhecimentos boténicos, farmacolédgicos e fitoquimicos. A esse respeito,
Brito et al. (2006, p. 18) faz o seguinte comentario: “E essencial, portanto, que conhegamos
mais sobre a natureza. SO assim seremos capazes de respeita-la e preserva-la”.

A auséncia na literatura de estudos dos constituintes quimicos e suas atividades
farmacoldgicas com a espécie H. polyphyllum também nos despertou a contribuir para o
conhecimento da biodiversidade de plantas na regido litoranea.

Semelhante as plantas medicinais, nos paises asiaticos, as popula¢ées utilizam os
cogumelos na alimentacdo e na terapéutica ha milénios, com relatos nas comunidades locais
de varios beneficios a saude e ao bem-estar.

No ocidente, a utilizagdo de cogumelos como iguaria ou no tratamento de
enfermidades é infima comparada as plantas medicinais. Entretanto, esta cada vez mais
crescente.

Favorecendo ainda mais a popularizacdo dessa cultura asiatica em nosso meio,
pesquisas recentes demonstram a ocorréncia de atividades farmacologicas atribuidas ao uso de
cogumelos (WACHTEL-GALOR et al., 2004).

Apesar dos avancos nos estudos sobre fungo no ocidente, o conhecimento
cientifico acerca da eficacia dos cogumelos na terapéutica, bem como da elucidacdo dos
constituintes quimicos presentes nessas espécies ainda esta imaturo.

Dessa forma, devido a necessidade de maior conhecimento sobre as espécies de
cogumelos encontradas no Estado do Ceara, bem como a possibilidade de obtencdo de novos
modelos esteroidais, ampliou-se o0 estudo dos constituintes quimicos do macrofungo
Ganoderma lucidum, através do fracionamento cromatografico do extrato etandlico desta

espécie.
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE AS ESPECIES DE HELIOTROPIUM
ESTUDADAS

2.1 Considerac6es boténicas sobre a familia Boragenaceae

As plantas pertencentes a esta familia caracterizam-se por serem ervas,
subarbustos ou arvores com caule geralmente ramoso. Suas folhas podem ser do tipo simples,
alternadas, opostas ou verticiladas, sem estipulas. As inflorescéncias sdo, predominantemente,
de tipo cimosos (cimas escorpidides), com ou sem bracteas. (BARRROSO, 1984; REITZ,
1970).

Além disso, segundo Barroso (1984, p. 88, 89, grifo nosso), estas plantas
apresentam as seguintes caracteristicas:

As flores sdo androginas ou unissexuadas, por aborto, diclamideas,
actinomorfas ou zigomorfas. Calice gramossépalo, tubuloso, com lobos
curtos [...]. Corola tubulosa, infundibuliforme, campanulada,
hipocrateriforme ou rotacea, com ou sem apéndices faucais [...], com bordos
regular ou irregularmente lobados. Os apéndices da corola podem
apresentar-se como saliéncias carnosas, de varios tipos, originados de dobras
ou invaginacBes do tecido das pétalas [...], e localizar-se na fauce, ou
constituir campos pilosos formados de cerdas uncinadas ou retas [...].
Androceu geralmente formado de cinco estames livres, exsertos ou ndo, com
filetes curtos ou longos, filiformes ou mais ou menos robustos, com ou sem
apéndices [...], anteras biloculares, rimosas, com léculos globosos, ovoides,
oblongos. Em Heliotropium e Tourcefortia, os estames podem ter anteras
livres, com léculos lineares, filetes curtos, inseridos na base ou na regido
mediana do tubo da corola, ou as anteras sdo coniventes, formando estrutura
piramidal, sobre o estilete [...]. Gineceu composto de dois a quatro carpelos,
constituindo ovéario stpero, com dois a quatro léculos, uniovulados, ou,
raramente, uniloculares, com quatro évulos. Ovulo anatropo, péndulo do
apice do léculo; estilete terminal ou ginobasico dividido em dois a quatro
ramos ou lobos [...], ou dois estiletes. Fruto indeiscente, carnoso,
constituindo uma drupa com dois a quatro l6culos ou unilocular por aborto
[...] ou um esquizocarpo dissolvido em quatro nGculas livres ou concrescidas
duas a duas, com estrutura drupacea [...]; raramente o fruto é seco,
unilocular, com pericarpo ténue [...]. Semente com ou sem endosperma.
Embrido reto ou curvo [...], com cotilédones planos ou dobrados.
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2.2 Considerag@es botanicas sobre a espécie Heliotropium indicum Linn

O género Heliotropium pertence a familia Boraginaceae. O seu nome provém das
flores todas viradas para o sol, do grego “helius”, que significa sol e “trope”, virando. As
plantas que formam este género estdo distribuidas predominantemente em regides tropicais e
subtropicais do mundo, principalmente, as aridas (BARROSO, 1984).

A espécie Heliotropium indicum L. (Fig. 1A, p. 37) é uma planta daninha
medianamente frequente nas regides tropicais do pais, onde infesta beira de estradas, terrenos
baldios e pastagens. Caracteriza-se pela nitida preferéncia por solos Umidos e ricos em
matéria organica. Popularmente denominada de fedegoso, nos Estados do Ceara e
Pernambuco; podendo ser conhecida como borragem-brava na Bahia, crista de galo na
Bahia, Norte de Minas Gerais e Amazonas ou como Aagua-raquiunhaagu, jamacanga,
aguaraciunha-agu, jacuacanga, erva-de-sdo-fiacre, aguaraa, escorpido, cravo-de-urubu,
tureroque, turiri nas outras regides brasileiras (BRAGA, 1976; LORENZI, 2000; REITZ,
1970).

E valido salientar que segundo Corréa (1984) outras espécies de plantas também
podem ser conhecidas popularmente de fedegoso.

Como as espécies da familia das Leguminosas (divisdo Cesalpiniaceas):
Cassia calycioides DC, C. chrysocarpa Desv., C. dysophylla Benth., C.
Hirsuta L., C. leiophylla Vog., C. oblongifolia Vog., C. paradictyon Vog.,
C. pauciflora HBK., C. pentagonia Mill., C. pilifera Vog., C. praetexta
Vog., C. rotundifolia Pers., C. splendida Vog., C. sulcata DC.,ou variacdes
semelhantes tais como: fedegoso bravo (Heliotropium parviflorum DC., H.
portoricense Bello, H. angiospermum Murray, H. parviflorum L.), fedegoso
de folha torta (Cassia corumbosa Lam, C. crassifélia Ortega, C. falcata
Dum., C. floribunda Hort.); fedegoso do mato (Cassia pubescens Jacg.);
fedegoso do Pard (Cassia sericea Sw.); fedegoso dos jardins (Cassia
angulata Vog.); fedegoso grande (Cassia quinqueangulata Rich., C. medica
Vell.); fedegoso legitimo (Cassia affinis Benth.); fedegoso nativo (Cassia
appendiculata Vog., C. australis Vell.); fedegoso verdadeiro (Cassia
occidentalis L., C. falcata L., C. geminiflora Schrank, C. linearis Michx.).

As caracteristicas peculiares a espécie devem-se a presenca de frutos fortemente
riscados, peciolos alados, pelos todos singelos (REITZ, 1970), conforme Figura 1D (p. 37).

Essa planta € uma erva anual grosseira, miudamente vilosa, hispida ou
hispidulosa, possui de 1,0 a 10,0 dm de altura. Os seus caules sdo soltamente ramosos, de 3,0
a 10,0 mm de espessura, folhosos, frequentemente fistulosos (Fig. 1E, p. 37). As folhas
variam de laminas ovadas até elipticas, evidentemente venosas, de 4,0 a 15,0 cm de

comprimento, e de 2,0 a 10,0 cm de largura; apresentam margem repanda ou ondulosa; apice



Capitulo 2: Consideraces botanicas Tese de Doutorado Souza, J.S.N 36

agudo; base obliguamente aguda até obtusa ou subcordada e peciolo de 4,0 a 10,0 cm de
comprimento, geralmente, alado especialmente além do meio (Fig. 1C, p. 37). As
inflorescéncias sdo uma cima escorpidide singela, muito prolongada, de 5,0 a 30,0 cm de
comprimento, levando 2 fileiras densas de flores e frutos (Fig. 1B-F, p. 37). O célice
largamente séssil, de ordinario 1,5 a 2,0 mm de comprimento, lobos lineares ou linear-
lanceolados, desiguais; corola azul, roxa ou raramente branca, miudamente pubescente ou
estrigosa fora; limbo de 3,0 a 3,5 mm de diametro ou raramente estendendo-se até 4,5 mm;
lobos largos, largamente ascendentes, obtusos, de 1,0 a 1,3 mm de largura, 0,6 a 0,8 mm de
comprimento; tubo prolongado, evidentemente encimando o célice, em cerca de 3,0 mm de
comprimento, com cerca de 1,0 mm de espessura, constringido pela fauce; anteras de 0,5 a 0,6
mm de comprimento, agudas ndo coerentes, levadas de 0,8 a 1,0 mm acima da base da corola;
capitulo estigmatico cerca de 0,3 mm de largura e 0,2 mm de comprimento (REITZ, 1970).
Os frutos séo drupéaceo, glabro, de 2,5 mm de comprimento (BRAGA, 1976) (Fig. 1D, p. 37).

As raizes, folhas e flores séo utilizadas na medicina popular como desobstruentes
diuréticos e peitorais. Suas raizes sdo comercializadas em barracas de feira livre para
formulacdo de xaropes caseiros utilizados para tratamento auxiliar de bronquites (BRAGA,
1976). Suas folhas s@o usadas no tratamento de sinais e sintomas considerados como

relacionados as infecc¢des fungicas (FENNER et al., 2006).
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(F)

Figura 1: Fotografias da espécie Heliotropium indicum L

Legenda: Parte aérea A, inflorescéncia B, folhas C, Fotografia: Jodo Sammy Nery de Souza (A, B, F)
frutos D, caule E e flores F. Fonte: wikipédia (C, D, E)
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2.3 Consideracoes boténicas sobre a espécie Heliotropium polyphyllum Lehm

A espécie H. polyphyllum L. (Fig. 2, p. 39) é um herbéceo de valor ornamental de
caule de haste fina e aspera, ereto ou mais frequentemente decumbente ou prostrada, em geral
bastante ramificadas, com ramos longos sobre o solo. No Nordeste brasileiro, ela é
popularmente denominada de sete-sangrias, podendo ser conhecida também como crista-de-
galo ou relégio (BRITO et al., 2006). Esta planta esta distribuida nas Américas do Norte,
Central e do Sul e Antilhas. Além disso, sobre sua distribuicdo, Melo e Sales (2004, p. 79)
fazem o seguinte comentario:

No Brasil, esta distribuida ao longo da costa atlantica; indo desde o Estado
do Para até o Rio de Janeiro, em vegetacdo litoranea. [...] no Nordeste a
espécie é encontrada tanto no litoral, como em areas de vegetacdo de
caatinga nos Estados de Pernambuco, Bahia e Rio Grande do Norte. Na
regido litordnea, habita dunas e ambientes de restinga, em solos arenosos,
sendo uma espécie comum da vegetacdo de restinga.

Em relacdo as suas caracteristicas botanicas, de acordo com Melo e Sales (2004,
p.78, 79), esta planta apresenta a seguinte descricao:

Erva, prostrada a decumbente. Indumento sericeo, branco, revestindo ramos,
folhas, inflorescéncias, flores e frutos. Ramos cilindricos, com ritidoma
desprendendo-se em faixas longitudinais. Folhas alternas, curto-pecioladas;
peciolo 0,3-1 mm, achatado, sericeo; lamina 0,6-1,3 x 0,1-0,2 cm,
oblanceolada, cartdcea a subcoriacea, base cuneada, apice agudo, margem
plana, esparsa a densamente sericea em ambas as faces; venacdo
reticulédroma. Inflorescéncia 1-15,5 cm compr., terminal solitaria ou aos
pares, bracteada; bracteas 3-4 x 1-1,3 mm, ovais, cartaceas, com venacao
semelhante as folhas, face adaxial glabra, face adaxial sericea. Flores 6-6,5
mm compr., curto-pediceladas; pedicelos ca. 0,5 mm compr. Calice
profundamente lobado, 3-4 mm compr., ligeiramente menor que o tubo da
corola; lobos desiguais, 0s menores 2-2,5 x 0,6-0,8 mm, os maiores 3-4 X
0,8-1 mm, folidceos, ovais a largo-ovais, margem inteira, ciliada, apice
agudo, externamente sericeos, internamente glabros. Corola 6-6,5 mm
compr., hipocrateriforme, amarela, sericea externamente; tubo 3,6-4 mm
compr., internamente sericeo na fauce; lobos 2,5-3 mm compr., oval-
deltdides. Estames subsésseis, inseridos a 1 mm da base do tubo da corola;
anteras ca. 1 mm compr., ovais, base truncada, apice coerente, longo-
caudado e pubescente. Ovario ca. 0,5 mm compr., subgloboso, 4-sulcado,
falsamente 4-locular, glabro; estilete cilindrico, ca. 0,3 mm compr.; estigma
0,4 mm compr., cnico com apice 4-denticulado; 6vulo 1 por léculo. Fruto
ca. 1,5 mm didm., subgloboso; nlculas 4, trigonas, face dorsal sericea.
Semente 1 por ndcula, ca. 1 mm compr., trigonas, castanhas, lisas.
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(L)

Figura 2: Fotografias da espécie Heliotropium polyphyllum L.

Legenda: Parte aérea G, H, I; frutos J; flores L; Fotografia: Jodo Sammy Nery de Souza
Exsicata n® 39.832 M.
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE AS ESPECIES Heliotropium
indicum L. e Heliotropium polyphyllum L.

3.1 Levantamento bibliogréafico sobre as espécies em estudo

Estudos fitoquimicos realizados em espécies de Heliotropium tém revelado a
existéncia de metabolitos pertencentes a classe dos alcal6ides, quinonas, flavondides e
derivados de geranila aromatico, além do &cido carrizaldico. Dentre estas classes de
metabdlitos, podemos destacar a presenca de alcaldides pirrolizidinicos, que podem ser
considerados marcadores quimiosistematicos deste género. Dessa maneira, foi realizada uma
pesquisa bibliografica no science finder, web of science e sciencedirect sobre tipos estruturais
destes alcaldides, espécies estudadas, atividades biolégicas, dados de RMN 'H e °C e
referéncias, uma vez que foram isoladas substancias com os referidos esqueletos nas espécies
em estudo: H. Indicum L. e H. Polyphyllum L.

Os alcaloides pirrolizidinicos sdo encontrados em plantas de diversos ambientes
por todo o mundo (MATTOCKS, 1986). Estes constituintes sdao encontrados principalmente
nas familias Astearaceae (Senecio, Eupatorium), Boraginaceae (Heliotropium, Trichodesma,
Symphytum) e Fabaceae (Crotalaria) (WHO, 1988). Segundo Robins (1989), avalia-se que
mais de 6.000 espécies vegetais contenham alcaldides pirrolizidinicos, o que corresponde a
3% das angiospermas.

O levantamento bibliografico realizado relata a ocorréncia de alcaloides
pirrolizidinicos e suas respectivas espécies presentes em Heliotropium, além da obtencdo de
artigos gque continham dados de RMN, que se encontram no Quadro 1 (p. 42-54).

Nessa pesquisa bibliografica, foram encontrados 48 alcaldides pirrolizidinicos no
género Heliotropium. Estes compostos apresentam ou ndo dupla ligacdo entre os carbonos C-
1 e C-2. As cadeias alquilicas ligadas aos anéis normalmente estdo ligadas aos carbonos C-1
ou C-7. Em alguns destes alcaldides, o grupo amino encontra-se na forma de N-éxido.

Na espécie estudada de Heliotropium indicum L., segundo o levantamento
bibliografico realizado, foram isolados dezessete alcaldides pirrolizidinicos, mostrados no
Quadro 1 (p. 44-54). Nas outras espécies foram detectados quatro na espécie H. subulatum,
dez em H. spathulatum, cinco na espécie H. bovei, cinco em H. floridum, trés em H.
bracteatum, trés em H. hirsutissimum, dois em H. scabrum, trés em H. keralense, dois em H.

megalanthum e trés em H. curassavicum.
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Quadro 1: Alcaléides pirrolizidinicos isolados de espécies do género Heliotropium.

(As referéncias com dados de RMN *H estio marcadas com 0, com dados de RMN *3C com m)

ESTRUTURA FONTE NATURAL ATIVIDADES
REFERENCIA BIOLOGICAS
y CH20H
; 8? 15 e H. subulatum
6 L MALIK et al., 2005.
5 3 ND

H. spathulatum
BREITMAIER et al.,
1991 (O, m). ND

H. spathulatum
BREITMAIER et al., ND
1991 (O, m).

H. spathulatum
BREITMAIER et al., ND
1991 (O, m).

Coromandalinina (4)
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H. subulatum
MALIK et al., 2005. ND

H. subulatum
MALIK et al., 2005. ND

H. spathulatum
BREITMAIER et al.,
1991 (O, m). ND

H. spathulatum
BREITMAIER et al.,
1991 (O, m). ND

Curassavinina (8)
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H. indicum
HOQUE; GHANI;
RASHID, 1976.

ND

H. bovei
REINA et al., 1995.

Antipredatodria

para insetos

H. indicum Antifangica
SINGH et al., 2003.
H. bovei
REINA et al., 1995.
OH H. floridum
HO 5 REINA et al., ND
OQ\'/“'
Ho 2 N 23 1997 (O, m).

Floridimina (12)
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JLOH H. floridum
HO
o5 REINA et al., ND
) O
oo \1>2\3/4 1997 (O, m).
- 1 —
8
6 2 N7
N J/
5 3 (@]
Floridina (13)
H. floridum Antifungica
REINA et al.,
1997 (O, m). Inseticida
Herbicida
H. indicum ND
HOQUE; GHANI;
RASHID, 1976.
H. subulatum
MALIK et al., 2005. ND

N-Oxido de Heleurina (16)
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Helibracteatinina (17)

H. bracteatum
LAKSHMANAN:;

SHANMUGASUNDARAM,

1995b (O, m).

ND

%HZ(PC/ C<CH3

H. bracteatum
LAKSHMANAN:;

SHANMUGASUNDARAM,

1995b (O, m).

ND

H. bracteatum
LAKSHMANAN:;

SHANMUGASUNDARAM,

1995b (O, m).

ND

H. hirsutissimum
SKALTSOUNIS;
CONSTANTINIDIS;
HARVALA,1993 (O, m).

ND

Helindicina (21)

H. indicum
SOUZA et al.,
2005 (O, m).

Antioxidante




Capitulo 3: Levantamento Bibliografico Tese de Doutorado Souza, JS.N 47

H. spathulatum
BREITMAIER et al., ND
1991 (O, m).

H. spathulatum

BREITMAIER et al., ND
1991 (O, m).
H. indicum

SINGH et al., 2003. ND

H. hirsutissimum

SKALTSOUNIS; ND
CONSTANTINIDIS;

HARVALA, 1993 (O, m).

N-6xido de 3’-acetil-heliosupina
(25)
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o OCHs H. indicum
OH
H 9 z .
HO_ - g 1 OMéHg PANDEY et al., 1982. ND
3 g \2 PANDEY et al., 1996.
N~/ HiC™ 5 CHg HOQUE; GHANI:
Heliotrina (26) RASHID, 1976.

H. spathulatum
BREITMAIER et al., ND
1991 (O, m).

. 1 H. floridum
N REINA et al.,
1997 (O, m).

H. scabrum

LAKSHMANAN; ND

SHANMUGASUNDARAM,
1995a (O, m).

H. indicum ND
MATTOCKS et al., 1961
MATTOCKS, 1967.

Indicina (29)
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H. indicum ND
MATTOCKS, 1967.

H. indicum ND
MATTOCKS, 1967.

H. indicum ND
MATTOCKS, 1967.

CHg H. keralense
H3CiL OH RAVI; LAKSHMANAN; ND

-~ 4 HERZ, 1990 (O).

Intermedina (33)
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Lasiocarpina (34)

H. bovei
REINA et al., 1995.

H. indicum
PANDEY et al., 1996.
HOQUE; GHANI;
RASHID, 1976.

Antipredatdria

Antimicrobial

N-6xido de Lasiocarpina (35)

H. bovei
REINA et al., 1995.

SKALTSOUNIS;
CONSTANTINIDIS;
HARVALA,1993 (O, m).

H. indicum
HOQUE; GHANI;
RASHID, 1976.

ND

D

N-6xido de 5’-Acetil-lasiocarpina
(36)

H. bovei
REINA et al., 1995.

H. hirsutissimum
SKALTSOUNIS;
CONSTANTINIDIS;
HARVALA, 1993 (O, m).

Citotéxica
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H. spathulatum Inseticida
BREITMAIER et al.,
1991 (O, m). Antipredatdria
para inseto
H. megalanthum
REINA et al., 1998. Antifangica
H. indicum Antioxidante
SOUZA et al.,
Licopsamina (37) 2005 (O, m)
H. steudneri
BIRECKA et al., 1980
(O, m).
CH4 H. keralense
HO— 13 H - RAVI; LAKSHMANAN; ND
' 3
HO—Z—CSQ HERZ, 1990 (O, m).
1
H. megalanthum Inseticida
REINA et al.,
1998 (O, m). Antipredatdria
para insetos
Antifungica
Megalanthonina (39)
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H. spathulatum
BREITMAIER et al., ND
1991 (O, m).
(2R)-2-hidroxi-2-((S)-1-hidroxietil)-
3-metilpentanoato de (7R)-5,6,7,7a-
tetrahidro-1-(hidroximetil)-3H-
pirrolizin-7-ila
(40)
H. indicum
MATTOCKS, 1967. ND
H. indicum
MATTOCKS, 1967. ND
Acetil-retronecanol (42)
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H. indicum
MATTOCKS, 1967. ND

H. keralense
RAVI: LAKSHMANAN:;
HERZ, 1990 (O).

Retronecina (43)

H. scabrum
LAKSHMANAN:;
SHANMUGASUNDARAM,
1995a (O, m).
ﬁ) H. curassavicum
0 QH O~ CCHCHCHY, DAVICINO; ND
HO 4 QCHZ(%C—CfCH—CH3
B vz 4 PESTCHANKER;
7 \1 .EC\H .
8 2 HL chis GIORDANO,
s 3 1988 (O, m).
9-(3’-1Isovaleril)viridifloril
retronecina (44)
ﬁ H. curassavicum
ﬁ ?H ‘O—CfCHszH(CHg)z DAVICINO; ND
9
AcO H CHZO*Cl'ic‘:Zi'C:!'-IigHS PESTCHAN KER,
: 5CH
6 VAt GIORDANO,
¥ Chs 1988 (O, m).

7-Acetil-9-(3’-isovaleril)viridifloril

retronecina (45)
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RASHID, 1976.

‘C‘J H. curassavicum
‘c‘) ?H c‘)—c—cH3 DAVICINO; ND
HO  n %ZHZCF?CZ_CBI'HCHg PESTCHANKER;
, ' 4
, 5CH GIORDANO,
: wE Gy
8 1988 (O, m).
5 3
9-(3’-Acetil)viridifloril retronecina
(46)
YCZH3 H. indicum
HO \Jié'Hs HOQUE; GHANI; ND

3’-Acetil-traquelantamina (48)

H. floridum
REINA et al.,
1997 (O, m).

Antipredatdria

Antifungica

Inseticida

Herbicida

Dessa forma, percebe-se que o grupo de constituintes quimicos ja isolados do

género Heliotropium que merece destaque € o alcaldide pirrolizidinico. Entretanto, este ndo é

0 Unico tipo de constituinte isolado, encontram-se registrados: quinonas (Fig. 6, p. 57),

flavonoides (Fig. 5, p. 56), esterbides, triterpenos (Fig. 7, p. 58), alcoois, acidos graxos

(Fig. 4, p. 55), dentre outros (Fig. 3, p. 55).
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A partir da espécie Heliotropium glutinosum Phil (MODAK et al., 2007), foram
isolados os  flavonoides  5,3’-dihidroxi-7,4’-dimetoxiflavanona; 5,4 -dihidroxi-7-
metoxiflavanona e 4’-acetil-5-hidroxi-7-metoxiflavanona (Fig. 5, p. 58), além do composto
fendlico 4-metoxi-3-[(2)-7’-metil-3’-hidroximetil-2°,6’-octadienil-]fenol (Fig. 6, p. 57).
(MODAK et al., 2007). Entretanto, sabe-se que estes trés flavonoides ja foram isolados em
outras espécies de Heliotropium: H. stenophyllum (VILLARROEL et al., 1991), H. sp
(URZUA et al., 1993), H. chenopodiace var. chenopodiaceum e H. chenopodiaceum var.
ericoideum (URZUA et al., 1998).

O composto heliofenantrona foi isolado a partir de Heliotropium ovalifolium, com
sua configuracdo absoluta definida (Fig. 3). (HOSTETTMAN et al., 2001).

HO “H

Figura 3: Estrutura de heliofenantrona, isolada de H. ovalifolium

Os compostos mais simples isolados a partir da espécie Heliotropium subulatum
foram: triacontan-1-ol, &cido octadecandico e 1-metdxieicos-4(E)-en-3-ona (Fig. 4).
(MALIK et al., 2005).

0
=
CHg%CHz%CHZOH CHS%CHZ%COOH chO/\/lWﬁCH%fCH;.;
28 16 12

triacontan-1-ol 4cido octadecanéico 1-metdxieicos-4(E)-en-3-ona

Figura 4: Compostos nédo alcaloidicos isolados de H. subulatum

Os flavondides 5,7,4’-trihidroxiflavanona (naringenina), 5,3’,4’-trihidroxi-7-
metoxiflavanona (7-O-metileriodictiol), 5,7-dihidréxiflavanona (pinocembrina), 3-acetdxi-
5,7-dihidroxiflavanona  (3-O-acetatopinobanksin), 5,7,3’-trihidroxi-4’-metoxiflavanona
(hesperetina), 5,7-dihidroxi-3-metdxiflavona (3-O-metilgalangina), 5,7,4’-trihidroxi-3,3°-
dimetoxiflavona (3-O-metilisorhamnetina) e 5,4’-dihidréxi-3,7,3’-trimetoxiflavona
(pachipodol) foram isolados da espécie Heliotropium sinuatum (TORRES et al., 1996);
enquanto que os flavondides 5,7-dihidréxi-3-metoxiflavona (3-O-metilgalangina), 5-hidroxi-



Capitulo 3: Levantamento Bibliogréafico

Tese de Doutorado Souza, J.S.N

56

3,7-dimetoxiflavona (3,7-O-dimetilgalangina) e (2S,3S)-3,5-dihidréxi-7-metoxiflavanona [(-)-

alpinona] foram isolados da espécie Heliotropium huascoense (VILLARROEL et al., 2001)
(Fig. 5).

trimetil-12-oxo-10-ciclo-hexenil)metil]-4-metdxibenzoico  [&cido

Flavanonas

Flavonas

COMPOSTO Ry R, R3 R4 Rs | Rs
Naringenina OH | OH H H OH | H
7-O-metileriodictiol | OCH; | OH H OH| OH H
Pinocembrina OH | OH H H
3-0- OH | OH | OCOCHg; H
acetatopinobanksin
Hesperetina OH | OH H OH | OCH;
Alpinona OCH; | OH OH H H

COMPOSTO Ry R, | Rs R4 Rs | Re
3-O-metilgalangina OH OH | OCH; | H H H
3-0- OH OH | OCH; | OCH; | OH
metilisorhamnetina
Pachipodol OCH; | OH | OCH; | OCH; | OH
3,7-O- OCH; | OH | OCH; | H H
dimetilgalangina

Figura 5: Flavonoides isolados de Heliotropium

Foi registrado também o isolamento do &cido [3-rel-(8R,9R-9-hidroxi-9,13,13-

rel-(8R,9R)-carrizaldico]

(Fig. 6, p. 57). (VILLARROEL et al.,, 2001). Além disso, foram isolados o derivado

aromatico da geranila, identificado como filifolinol e o composto fendlico {4-metéxi-3-[(2)-

7’-metil-3’-hidréximetil-2°,6°-octadienil-]fenol}  da
(Fig. 6, p. 57) (URZUA; MODAK; TORRES, 2001).

espécie

Heliotropium

filifolium
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As quinonas registradas na literatura foram as heliotropinonas A e B, isoladas das
partes aéreas de Heliotropium ovalifolium (Fig. 6) (HOSTETTMANN et. al., 2001).

OCH3
R=H ac. rel-(8R, 9R)-carrizalbico Filifolinol
R = CHg derivado metilico
OCH3
HO X X

OH
4-metdxi-3-[(2)-7'-metil-3'-hidroximetil-2',6'-octadienil-]fenol

O O
H3CO N H3CO
H3CO TR
O 0]
Heliotropinona A Heliotropinona B

Figura 6: Outros constituintes isolados de Heliotropium

Os esterdides e triterpenos foram isolados das espécies Heliotropium ellipticum e
Heliotropium indicum. Da primeira espécie foram isolados: B-sitosterol, estigmasterol, -
amirina, acetato de B-amirina, cicloartenona, friedelina e friedena-3p3-ol (epifriedelenol), cujas
estruturas estdo representadas na Figura 7 (p. 58) (JAIN; SINGH; JAIN, 2001).
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B-amirina R = H3CCO, acetato de B-amirina

R = Glicose, B-amirina glicosilado

cicloartenona

R
© HO

R =H, - sitosterol .
P estigmasterol

R = Glicose, B-sitosterol glicosilado

Friedelina Epifriedelenol (friedelan--ol)

Figura 7: Triterpenos e esterodides isolados de H. ellipticum e H. indicum

A partir da espécie Heliotropium indicum, foram isolados os compostos lupeol
(PANDEY et al.,, 1996), pB-sitosterol, [-sitosterol glicosilado, p-amirina glicosilado
(PANDEY et al., 1996; SINGH et al., 2003) (Fig. 7) e os flavonoides: 7-hidréxiflavanona e 5-
metilnaringenina (SINGH et al., 2003) (Fig. 5, p. 56).
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Em relacdo a espécie H. polyphyllum, levantamento bibliografico realizado no
Science Finder, Web of Science e Sciencedirect demonstrou escassez de estudos sobre sua
constituicdo quimica. Esta planta € bastante comum na vegetacdo costeira do Nordeste
brasileiro, que demonstra ser um ecossistema de rica diversidade vegetal, porém ainda pouco
conhecida. Apesar de estarem tdo presentes no cotidiano dos habitantes da regido litorénea, as
espécies vegetais desse ecossistema sdo desvalorizadas, a prova disso € a quase auséncia de
cultivo dessa espécie para fins ornamentais.

A pesquisa bibliografica sobre as espécies do género Heliotropium revelou a
importancia dos constituintes quimicos pertencentes a classe dos alcal6ides pirrolizidinicos.
Diante disso, tornou-se necessario, no subtitulo a seguir, dissertar sobre importantes

consideracOes sobre esta classe de metabolicos.

3.2 Consideracdes importantes sobre alcaloides pirrolizidinicos

Os primeiros registros de estudo sobre alcaldides pirrolizidinicos no Brasil
iniciaram-se através de pesquisa sobre a toxicidade em animais domésticos (PAIVA, 2002).
Entretanto, sobre as revisdes bibligraficas desta classe de compostos, Paiva declara (2002,

p. 3):

[...] sua primeira revisdo em 1950 com apenas 27 estruturas e este nimero
foi aumentando consideravelmente entre 1966-68 com registro de mais de 100 estruturas. Hartmann e
Witte (1995), relatam a existéncia de 370 estruturas conhecidas de 560 espécies estudadas.

Essa classe de alcaloides tem apresentado merecido destaque nas Ultimas décadas,
pois além de ter sua distribuicdo em diversos ambientes por todo o0 mundo (MATTOCKS,
1986), tem apresentado relevantes atividades bioldgicas, sendo fundamentais para o sistema
de polinizacdo de muitas espécies de plantas e influencia diretamente na cadeia alimentar de
seres vivos, como borboletas (PANSARIN, 2003).

Os alcalbides pirrolizidinicos, denominados de APs, sdo produtos naturais
secundarios caracterizados pelo anel biciclico de oito membros que contém um nitrogénio
heterociclico na posicdo 4, formando um sistema 1-azabiciclo-[3,3,0]-octano (PAIVA, 2002).
De acordo com Rizk (1990), o anel pirrolizidinico é definido como a fusdo de dois anéis por
um atomo de nitrogénio agindo como cabeca de ponte. Mattocks (1986) relata que 0os APs, em
sua maioria, sdo derivados de amino-alcoois, definido como base necina (1-
hidroximetilpirrolizidina), encontrados na forma de base livre ou de N-6xido, podendo

apresentar uma insaturacdo entre os carbonos C-1 e C-2. (Figura 8, p. 60).
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©0
1-azabiciclo-[3,3,0]-octano 1-hidroximetilpirrolizina N-oxido de 1-hidroximetilpirrolizina)

Figura 8: Representagdo das estruturas basicas dos alcaléides pirrolizidinicos.

Séo relatados na literatura diferentes tipos de alcal6ides pirrolizidinicos. Os APs
sdo geralmente alcal6ides esterificados, formados por uma base necina e um &cido nécico. A
base necina difere no grau de hidroxilacdo, estereoquimica, substituintes e nimero de
insaturacdes do anel.

As principais diferencas nos alcaldides pirrolizidinicos encontrados no género
Heliotropium estdo na presenca ou auséncia de insaturacdo nos carbonos C-1 e C-2, sendo que
geralmente ha uma ligacdo dupla; na presenca ou ndo de ramificagcdes nos carbonos C-1 e C-7
(Figura 8).

Segundo Robins (1989), os alcaldides pirrolizidinicos ocorrem usualmente sob a
forma de monoésteres, diesteres de cadeia aberta ou ciclica e, geralmente, em C-7 e C-9.
Podem apresentar como diésteres ou triésteres de cadeia aberta ou sob a forma de macrociclo
(HARTMANN; WITTE, 1995).

Em 1995, Hartmann e Witte propuseram uma classificacdo para estes alcaldides
incluindo implicacGes biogenéticas, distribuindo-os em 7 grupos (Figura 9, p. 61):

Senecionina (A): a maioria é representada por diéster macrociclico de 12
membros, que sdo derivados de estruturas ciclicas do tipo senecionina.

Triangularina (B): monoésteres ou diésteres com &acido em Cs (a maioria
anfoloila, tigloila ou senecioila) e seus derivados hidroxilados.

Licopsamina (C): monoésteres ou diésteres contendo o acido 2-isopropilbutirico
hidroxilado.

Monocrotalina (D): macrociclo de 11 membros com base do tipo retronecina e
uma variacao de substituicdo associada a parte do acido nécico.

Falaenopsina (E): monoéster de (-)-isoretronecanol, lindefolina, laburnina ou (-)-
traquelantamina, com arila e arilaquila e, raramente, com alquila no acido nécico.

Lolina (L): séo derivados de 1-aminopirrolizidinas com ponte éterea ligando C-2

e C-7. Eles sdo biogeneticamente ndo relatados para o 1-hidroximetilpirrolizidinas.
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Figura 9: Classificacdo dos alcal6ides pirrolizidinicos, de acordo com Hartmann e Witte (1995)
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Esses compostos ocorrem como bases terciarias ou N-0xidos em muitos géneros
das familias Compositae, Boraginaceae, Leguminosae, Asteraceae e Orchidaceae (BIRECKA
et al., 1980; WINK et al., 1998). Atualmente, eles tém sido usados como marcadores
quimiotaxondmicos na familia Boraginaceae (EL-SHAZLY; ABDEL-GHANI; WINK, 2003;
HUIZING; MALINGRE, 1981; PEDERSEN, 1975).

A literatura menciona uma ampla diversidade de acdo bioldgica atribuida aos
alcaldides pirrolizidinicos e seus analogos, como os descritos a seguir.

Os alcaldides pirrolizidinicos mostram importancia toxicolégica por apresentar
acdo hepatotoxica (BIRECKA et al., 1980; EL-SHAZLY; ABDEL-GHANI; WINK, 2003;
MATTOCKS, 1986; REINA et al., 1997; ROEDER, 1995; WINK et al., 1998) e efeito
pneumotoxico (BICCHI et al., 1993; BIRECKA et al.,, 1980; EL-SHAZLY; ABDEL-
GHANI; WINK, 2003; SCHULTZE; ROTH, 1993; WINK et al., 1998).

Essas substancias tém sido identificadas como agentes mutagénicos e
carcinogénicos (BIRECKA et al., 1980; EL-SHAZLY; ABDEL-GHANI; WINK, 2003;
HERRMANN; JOPPE; SCHMAUS, 2002; MATTOCKS, 1986; REINA et al., 1997; WINK
et al., 1998). Além disso, elas apresentam acdo embriotoxica, antileucémica, hemolitica,
antimitdtica e teratogénica (BIRECKA et al., 1980; EL-SHAZLY; ABDEL-GHANI; WINK,
2003; HARTMANN; WITTE, 1995; MATTOCKS, 1986; PRAKASH et al., 1999; RIZK,
1990; ROEDER, 1995, 1999; SCHMELLER; EL-SHAZLY; WINK, 1997; STEGELMEIER
et al., 1999; WINK et al., 1998).

Esses efeitos tém sido atribuidos aos resultados de uma reacdo de intoxicacdo no
figado: enzimas hepéticas convertem os alcaldides pirrolizidinicos em pirrdis com grupos
exometilenos, compostos estes bastante reativos, na qual sdo capazes de ligar-se a varias
pontes semelhantes do DNA celular (WINK et al., 1998).

Acredita-se que a toxicidade desses compostos esteja relacionada a insaturacao
presente no anel e a esterificacdo nos carbonos C-7 elou C-9 (EL-SHAZLY; ABDEL-
GHANI; WINK, 2003; MATTOCKS, 1986; REINA et al., 1997; WINK et al., 1998).

A seguir destacaremos alguns alcaloides pirrolizidinicos atribuindo suas
respectivas atividades bioldgicas com validade cientifica.

Segundo Reina e colaboradores (1997), os compostos lasiocarpina (34) e
heliotrina (26) mostram forte acdo hepatotoxica, pulmotdxica, hemolitica, antimitoética,
teratogénica e carcinogénica. Estas atividades desses dois alcaldides reforcam a idéia da
relacdo da insaturagdo presente nestes compostos e seus efeitos. Além disso, lasiocarpina (34)

e europina (10) sdo descritos como agentes antimicrobial; e os alcal6ides senkirkina e
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lasiocarpina (34) revelaram atividade antipredatoéria contra L. decemlineata, uma espécie de
escaravelho, devido a insaturacdo da cadeia lateral.

Em 1980, Birecka e colaboradores registraram uma valiosa contribuicdo ao estudo
das atividades bioldgicas e a¢des farmacoldgicas de alguns alcaldides pirrolizidinicos. Os
ésteres de heliotridina (lasiocarpina 34 e heliosuprina 24) e de retronecina (43)
(monocrotalina, senecifilina e indicina N-0xido) revelaram acéo antitumoral. Platifilina e
ésteres saturados platinecina com &cido senécico mostraram atividade antiespasmadica.
Esteres semissintéticos de heliotridina e platinecina tém efeito anestésico local. Heliosupina
(24) e vérios alcaldides quaternarios semissintéticos exibiram acdo hipotensiva.

Segundo Pandey e colaboradores (1982), o composto heliotrina (26) apresenta
atividade no dominio do bloqueio de ganglios.

Os alcaldides pirrolizidinicos conhecidos como alexina, australina,
1-epiaustralina, 3-epialexina, 7-epialexina, 1,7, 7a-triepialexina, homoalexina,
8-epihomoaustralina, homoaustralina, 8-epihomoalexina e casuarina tém eficiente inibi¢do do
processo de enzima glicoprotéica. Por outro lado, estes compostos sdo potentes drogas no
tratamento terapéutico de céancer e infeccdo viral (NIETO-ALVAREZ; CALDERON;
MANCILLA, 2003).

Os alcaldides pirrolizidinicos apresentam um relevante papel ecoldgico. Alguns
desses compostos, talvez devido ao seu gosto amargo, sdo responsaveis diretos na defesa das
plantas contra insetos e vertebrados herbivoros (BROWN; TRIGO, 1995; DETZEL; WINK,
1993; EL-SHAZLY; ABDEL-GHANI; WINK, 2003; WINK; ROBERTS, 1998).

Algumas espécies de animais como: mariposas, borboletas, escaravelhos,
gafanhotos sequestram os alcaloides pirrolizidinicos das suas plantas hospedeiras e 0s usam
para a propria protecdo contra seus predadores (BROWN; TRIGO, 1995; HARTMANN;
WITTE, 1995; NICKISCH-ROSENEGK; WINK, 1993; WINK et al., 1998).

Segundo Birecka e colaboradores (1980), algumas plantas que contém alcaloides
pirrolizidinicos do género Heliotropium e de outros géneros, especialmente nas épocas mais
indspitas, atraem numerosas borboletas machos. Alguns alcal6ides testados, heliotrina (26) e
indicina (29), possuem um alto poder de atracdo. Além disso, ha evidéncias que as borboletas
usam os 1,2-dihidropirrolizidinas para produzirem dihidropirrolizinas, feromonios necessarios
ao acasalamento. A licopsamina (37), éster viridiflorico de retronecina, isolado de H.
steudneri mostrou ser precursor de um feroménio presente na secre¢do da borboleta macho

Danaus.
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Contudo, atualmente, diversos alcaldides pirrolizidinicos sdo alvos para
investigagdo cientifica, visando as suas utilizagdes como matérias-primas na sintese de

farmacos ou na terapéutica, puros, em associacdo ou na forma de derivados.
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS FIXOS

ISOLADOS DE HELIOTROPIUM

4.1 Isolados de Heliotropium indicum L.

4.1.1 Determinacéo estrutural de HI-1

Apo6s tratamento cromatografico em gel de silica de HINA (Fluxograma 2,

p. 211), foi isolada uma substancia denominada HI-1 (40,0 mg), na forma de um solido

branco, amorfo, homogéneo em CCDA, com Rf = 0,3 (CHCI;) e ponto de fusdo entre 122,4-

124,1 °C.

O espectro de absor¢do na regido de infravermelho IV (Fig. 10) mostra uma

absorcdo larga em 3.437 cm™, caracteristica de deformacdo axial da ligacdo O — H de

grupamento hidroxila; absorcdo de grande intensidade em 2.940 cm™ referente & deformacao

axial da ligacdo C — H; absorcdo em 1.053 cm™ caracteristica de deformacdo angular da

ligacdo C — O — H, de grupo funcional alcool.
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Figura 10: Espectro de 1V (KBr) de HI-1
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O espectro de RMN 'H de HI-1 (Fig. 12, p. 69) revelou um dubleto em & 5,36
(d, 5,11 Hz) na regido de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos e ainda Vvarios sinais na
faixa de ¢ 2,29 a 0,69 ppm correspondentes a uma substancia com esqueleto esteroidal.

O espectro de RMN **C-CPD (Fig. 13, p. 69) de HI-1 mostrou 27 linhas
espectrais, sendo que as absorgdes em & 140,9 e 121,9 indicam a presenca de uma dupla
ligacdo trisubstituida, caracteristica do esterdide [-sitosterol. Analise comparativa com o
espectro de RMN DEPT 135° (Fig. 14, p. 70) revelou a presenca de trés carbonos ndo
hidrogenados, seis carbonos metilicos (CH3), onze carbonos metilénicos (CH;) e nove
carbonos metinicos (CH), conforme a Tabela 1.

Tabela 1: Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCls, 75 MHz) de HI-1

por padréo de hidrogenagé&o.

C CH CH, CH;
140,9 1219 42,5 20,0
40,0 72,0 39,9 19,6
36,7 56,9 37,4 19,2

56,2 34,2 19,0
50,3 31,9 12,2
46,0 31,8 12,1
36,3 28,4
31,8 26,3
29,4 24,5
23,2
21,3
C= C-OH
Cs CoH,OH CuHy CeHis
TOTAL C2oHs500

A espectrometria de massas de HI-1 corroborou com a féormula molecular
Ca9Hs0O prevista na Tabela 1, a partir do pico do ion molecular com razdo m/z = 414
(Fig. 15, p. 70).

Anélise desses dados juntamente com comparacdo com dados da literatura

(Tab. 2, p. 68) permitiu identificar HI-1 como sendo B-sitosterol (Fig. 11).

28 29

Figura 11: Estrutura de HI-1
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Tabela 2: Deslocamentos quimicos de RMN **C (75 MHz, CDCl5) de HI-1 comparados com dados de
[-sitosterol (FARIA, 2003).

HI-1 [-sitosterol
(FARIA, 2003)

C 3¢ dc

1 37,4 37,2
2 31,9 31,6
3 72,0 71,7
4 42,5 42,3
5 140,9 140,7
6 121,9 121,6
7 31,8 31,8
8 31,8 31,8
9 50,3 50,1
10 36,7 36,4
11 21,3 21,1
12 39,9 39,7
13 40,0 42,3
14 56,9 56,7
15 24,5 24,2
16 28,4 28,1
17 56,2 56,1
18 12,1 11,9
19 20,0 19,3
20 36,3 36,0
21 19,0 18,7
22 34,2 33,9
23 26,3 26,1
24 46,0 45,8
25 29,4 29,1
26 19,2 19,6
27 19,6 18,9
28 23,2 23,0
29 12,2 11,9
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4.1.2 Determinagdo estrutural de HI-2

O fracionamento cromatogréfico da fracdo alcaloidica HIAEM-A (Fluxograma 4,
p. 218) obtida do extrato etandlico das raizes de Heliotropium indicum L., forneceu um
material viscoso que foi recromatografado em gel de silica, originando um material resinoso,
amarelo, homogéneo em CCDA, denominado de HI-2 (64 mg), com [a]*% - + 0,12° (c, 0.05,
CHCI3)[ + 3,4°; ¢, 4,4; EtOH, ROEDER; BOURAUEL, 1992].

O espectro de absor¢do na regido de infravermelho IV (Fig. 16) mostra uma
absorcdo larga em 3.396 cm™, caracteristica de deformacdo axial da ligagdo O — H tipica de
grupamento hidroxila; absor¢des em 2.974 e 2.875 cm™ referentes a deformacdo axial da
ligacdo C — H; absorcdo em 1.730 cm™ referente & deformacéo axial da ligacdo C = O de

grupamento carbonilico de ester.
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Figura 16: Espectro de 1V (KBr) de HI-2

O espectro de RMN **C — CPD (Fig. 22, p. 77) apresentou 15 linhas espectrais.
Pode-se observar uma absor¢do na regido de carbono carbonilico, possivelmente de éster, em
& 175,6 ppm; duas absorcbes na regido de carbonos olefinicos em 6 133,2 e 129,6 ppm,; sete

absorcdes referentes a carbonos sp* oxigenados e/ou nitrogenados em & 83,3; 78,7; 71,3; 69,6;
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62,8; 62,8; 54,1 ppm; sendo que a absorcdo em & 83,3 indica que o carbono estd bastante
desprotegido, as demais absor¢cdes foram relacionadas a carbonos saturados néo
funcionalizados.

A anélise comparativa com o espectro de RMN *C — DEPT 135° (Fig. 23, p. 78)
revelou a presenca de trés carbonos metilicos (CHs), quatro carbonos metilénicos (CH,),
cinco carbonos metinicos (CH) e trés carbonos ndo hidrogenados (C), conforme a Tabela 3.

Dessa forma, pode-se prever que os dois sinais de carbonos olefinicos no espectro
de RMN *3C, em & 133,2 e 129,6 ppm, sdo carbonos de dupla trisubstituida, sendo o carbono
ndo hidrogenado o mais desprotegido. O terceiro carbono ndo hidrogenado (6 = 83,3 ppm)
refere-se a carbono desprotegido, possivelmente ligado a hidroxila, corroborando com a
absorcéo observada no espectro de infravermelho em 3.411 cm™ (Fig. 16, p. 71), mesmo
assim, a presenca apenas de hidroxila ndo justifica tanta desprotecéo, portanto é possivel que
um dos substituintes R seja a carbonila. O carbono metinico (3 = 32,9 ppm) nao

funcionalizado pode estar ligado a dois grupos metilicos. (Fig. 17).

(133,2) 129,6 OH 32,9
(129,6) R | R HiC =" (32,9)
R H ~c o \
| ~— (83,3) R—C—H
R R R Rr=co HsC

Figura 17: Partes da estrutura de HI-2

Tabela 3: Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCls, 125 MHz) de HI-2

por padréo de hidrogenagéo

C CH CH, CH;
175,6 129,6 62,8 17,7
133,2 78,7 62,8 17,5
83,3 71,3 54,1 17,1

69,6 36,5
32,9
Cs CsHs CsHs CsHy
TOTAL CisH2

De acordo com os dados da Tabela 3, pode-se sugerir para este composto a férmula

molecular parcial Ci5H,,.
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Alcaldides pirrolizidinicos sdo constituidos por duas porg¢Ges: 0 acido nécico e a
base necina (Fig. 8, p. 60). Os grupamentos de hidrogénios dos anéis da base sdo bastante
distintos e permitem um reconhecimento imediato de aspectos importantes da estrutura, como
grau de oxigenacdo na base necina e presenca de insaturagcdo. As oxigenacOes, geralmente,
séo esperadas nos carbonos C-7 e C-9. O hidrogénio do carbono C-8, por estar na juncdo dos
anéis e em carbono diretamente ligado ao nitrogénio, destaca-se pelo deslocamento quimico
no espectro de RMN H. (CULVENOR; HEFFERNAN; WOODS, 1965).

Para as bases saturadas, obtém-se deslocamentos quimicos para H-2 em ~ 2,0 —
2,5 ppm e para as bases insaturadas ~ 5,8 ppm (CULVENOR; HEFFERNAN; WOODS,
1965; RODER; WIEDENFELD; PFITZER, 1988). Ao analisar o espectro de RMN 'H
(Fig. 21, p. 77), observou-se um sinal em & 5,87 (s) ppm, correspondente a um hidrogénio
ligado a carbono olefinico, sugerindo ser o H-2 da base necina insaturada. Sendo um alcaldide
pirrolizidinico insaturado, os carbonos olefinicos (Fig. 17, p. 72) tratam-se dos carbonos
insaturados C-1 e C-2 da base necina.

Além disso, nesse mesmo espectro, ha trés sinais dubletos referentes a
grupamentos metilas em 6 1,16 (d, 6.4 Hz) ppm; 0,93 (d, 7.0 Hz) ppm; 0,91 (d, 7.0 Hz) ppm.
Assim, estas constantes de acoplamentos iguais, observado nos sinais de hidrogénios
metilicos, corroboram com a possibilidade de que duas destas metilas estejam ligadas a um
carbono metinico sp®, conforme Figura 17 (p. 72). Percebe-se vérios multipletos na faixa de
& 5,09 a 3,36 ppm, referentes a hidrogénios ligados a carbonos sp® oxigenados e/ou
nitrogenados, que corroboram com a possibilidade da existéncia da base necina conforme
Figura 18. Culvenor, Heffernan e Woods (1965), ap0s estudo sobre as conformacdes da base
necina, definiram os hidrogénios ligados aos dois anéis como sendo o e 3, de acordo com a

Figura 18 a seguir.

Figura 18: Atribuicéo de hidrogénios Ho e H 3 no esqueleto pirrolizidinico.
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Os trés carbonos metilénicos desprotegidos (6 = 62,9; 62,8; 54,1 ppm) referem-se
aos carbonos C-3, C-5 e C-9. O sinal em & 54,1 ppm deve ser atribuido ao carbono menos
desprotegido C-5, pois esta ligado apenas ao atomo de nitrogénio, enquanto que os outros dois
devem ser atribuidos aos carbonos C-3 e C-9, devido a ligagdo com carbono olefinico e um
atomo retirador de elétrons (nitrogénio e oxigénio, respectivamente). A distingcdo entre estes
carbonos pode ser feita através da multiplicidade dos sinais no espectro de RMN *H, pois 0s
hidrogénios do carbono C-9 apresentam-se na forma de dubleto, devido ao acoplamento
geminal (d, 12.7 Hz, Tab. 4, p. 76). O quarto carbono metilénico ndo funcionalizado (6 = 36,5
ppm) trata-se do carbono C-6.

Observa-se também, ao analisar o espectro de RMN 'H (Fig. 21, p. 77), que os
sinais referentes aos hidrogénios metilénicos H-3 e H-5 apresentam diferencas no
deslocamento quimico dentro de cada par, caracterizando um sistema AB. Este fato
provavelmente € atribuido a influéncia do par de elétrons desemparelhados do atomo de
nitrogénio, fato que ndo é percebido para os hidrogénios H-6. (Tab. 4, p. 76).

O deslocamento quimico dos dois hidrogénios 2H-6 pode ser utilizado como
importante informacdo preliminar para a estereoquimica da base necina, pois o multipleto
referente a este nucleo ocorre usualmente abaixo de 2,3 ppm para alcaloides pirrolizidinicos
do tipo retronecina e acima deste valor para os compostos do tipo heliotridina (CULVENOR;
HEFFERNAN; WOODS, 1965; CULVENOR; WOODS, 1965; RODER; WIEDENFELD;
PFITZER, 1988). Ao analisar o espectro de RMN 'H, constata-se o sinal de H-6 em & 1,98
(m) ppm, confirmando a estereoquimica semelhante a retronecina nos carbonos C-7 e C-8 na

base necina do composto estudado (Fig. 19).

retronecina heliotridina

Figura 19: Estruturas dos epimeros retronecina e heliotridina

Os dois sinais singletos largos (8 = 4,33 e 4,29 ppm), no espectro de RMN 'H
(Fig. 21, p. 77), podem ser atribuidos aos H-7 e H-8, respectivamente, pois o hidrogénio
ligado ao carbono oxigenado é mais desprotegido, devido ao efeito indutivo retirador de

elétrons ser mais acentuado para este &tomo, comparando-se ao atomo de nitrogénio.
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A partir da andlise do espectro de massas de HI-2, verificou-se a formula
molecular do composto em estudo como sendo CisHzsNOs, representado pelo pico do ion
molecular com razéo m/z = 299 (Fig. 24, p. 78). Uma proposta de fragmentacdo do espectro
de massas € ilustrada na Figura 25 (p. 79).

As atribuicdes de forma inequivoca de todos os hidrogénios com 0s seus
respectivos carbonos podem ser verificadas através da analise do espectro de RMN
bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo (HMQC). Esses dados de correlacéo
do composto HI-2 séo apresentados na Tabela 4 (p. 76), incluindo dados bidimensionais
heteronuclear a mais de uma ligagdo (HMBC).

Essas informagdes permitiram elucidar a estrutura do composto HI-2 como sendo
alcaloide pirrolizidinico denominado licopsamina (Fig. 20), de acordo com os dados descritos
na literatura (ROEDER; BOURAUEL, 1992), cujos dados de correlagdo de RMN *H estdo
demonstrados na Tabela 4 (p. 76).

Figura 20: Estrutura de HI-2
(Licopsamina)
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Tabela 4: Comparacéo de dados de RMN **C e RMN **H de HI-2 com dados de licopsamina
(ROEDER; BOURAUEL, 1992) e seu epimero echinatina (WIEDENFELD; RODER, 1991), com
correlagio heteronuclear *H-*C-COSY-'Jcy (HMQC) e 'H-"*C-COSY-"Jcy (HMBC).*

Licopsamina Echinatina
ROEDER; BOURAUEL, WIEDENFELD;
1992 (CDCly) RODER, 1991
(CDCI3/DMSO)
HMQC HMBC HMQC
8¢ 8 2Jcn Jen 8¢ e 8¢
C
1 13321 - H-2; H-8 2H-3 132,7 - 135,6
10 175,68 - 2H-9; H-12; 1743 - 173,7
H-14
11 83,33 - H-14 3H-13; 3H- 83,7 - 83,48
15; 3H-16
CH
2 129,68 5,87 (sl) 2H-3 H-8 129,9 5,88 (1H) sext 124,8
7 69,62 4,33 (s) 2H-6 2H-5 71,0 4,27 (1H) td 72,9
8 78,77 4,29 (sl) H-2; 2H-6 78,2 4,15 (1H) ddtt 80,6
12 71,38 4,04 (q, 6.4) 3H-13 71,0 3,96 (1H) g 70,5
14 3291 2,78 (m) 3H-15;3H-16 32,3 2,14 (1H) sept 32,7
CH,
3 62,88 3,96 H-2 H-5b 62,8 3,90 (1H) 61,9
3,45 dquin
3,38 (1H) ddq
5 54,11 2H-3 53,8 3,24 (1H) ddd 54,4
2,70 (1H) ddd
6 36,51 1,98 (m) H-5b 36,1 1,95 (1H) ddt 33,3
1,90 (1H) dddd
9 62,84 5,09 (d, 12.7) H-2 62,5 4,83 (1H) dqd 61,5
4,58 (d, 12.7) 4,73 (1H) dqd
CH;
13 17,55 1,18 (d, 5.0) 17,2 1,25 (3H) d 18,0
15 17,12 0,93 (d, 6.9) H-14 15,9 0,91 (3H) d 18,0
16 17,73 0,91 (d, 7.0) H-14 17,7 0,86 (3H) d 16,3

* Deslocamento quimico em §¢ € 8 (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz
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Figura 22: Espectro de RMN **C (125 MHz, CDCls) de HI-2
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Figura 24: Espectro de massas de HI-2 (70 eV)
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Figura 25: Proposta de Fragmentacdo de HI-2
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4.1.3 Determinacao estrutural de HI-3

Sucessivas cromatografias da fragdo HIAEM-M (Fluxograma 4, p. 218) em gel de
silica obtida a partir do extrato etandlico, permitiram o isolamento de um liquido viscoso,
amarelo, homogéneo em CCDA, denominado de HI-3 (48,5 mg), com [a]*5 = - 0,64°
(c, 0,05, CH3OH).

O espectro de absor¢do na regido de infravermelho IV (Fig. 26) mostra uma
absorcdo larga em 3.435 cm™, caracteristica de deformacdo axial da ligacdo O — H de
grupamento hidroxila; absorcdo em 2.977 cm™ referente a deformacéo axial da ligacdo C — H;
absorcdo em 1.728 cm™ referente & deformacdo axial da ligacdo C = O de grupamento

carbonilico de éster.
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Figura 26: Espectro de 1V (KBr) de HI-3

O espetro de RMN *H de HI-3 (Fig. 28, p. 85) revelou um sinal em & 5,94 (1H, sl)
na regido de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos; trés sinais dubletos referentes a
grupamentos metilas em ¢ 1,20 (d, 6.4 Hz); 0,98 (d, 7.0 Hz) e 0,95 (d, 6.8 Hz) ppm e ainda
varios multipletos na faixa de & 4,98 a 3,34 ppm, correspondentes a hidrogénios ligados a

carbonos oxigenados e/ou nitrogenados.
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O espectro de RMN *3C-BB (Fig. 29, p. 85) de HI-3 mostrou 15 linhas espectrais,
as quais foram relacionadas a uma absorgédo correspondente a carbonila em & 175,6 ppm; a
duas absorcdes em & 134,2 e 125,2 ppm, referentes a carbonos olefinicos; e a sete absorcoes
correspondestes a carbonos oxigenados e/ou nitrogenados em & 84,5; 80,5; 70,5; 70,5; 62,4;
61,7 e 55,5 ppm; sendo que a absor¢do em & 84,5 ppm indica que o carbono estd bastante
desprotegido, sugerindo na vizinhanga uma carbonila e um oxigénio possivelmente de
hidroxila. As demais absorcoes foram relacionadas a carbonos saturados ndo funcionalizados.
Andlise comparativa com o espectro de RMN APT (Fig. 30, p. 86) revelou a presenca de trés
carbonos metilicos (CHs), quatro carbonos metilénicos (CH>), cinco carbonos metinicos (CH)
e trés carbonos ndo hidrogenados (C), conforme Tabela 5.

Tabela 5: Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CD;0D, 100 MHz) de HI-3

por padréo de hidrogenagéo

C CH CH; CHs
175,6 129,6 62,8 17,7
133,2 78,7 62,8 17,5
83,3 71,3 54,1 17,1

69,6 36,5
32,9
Cs CsHs CsHs CsHo
TOTAL CisHy

A partir desses dados, observou-se que os espectros de RMN *H e **C-BB de HI-2
e HI-3 mostraram-se bastante semelhantes, conforme Tabela 6 (p. 84). Entretanto, observa-se
uma protecdo do carbono metinico C-2 (6 125,3 ppm); ou seja, havia uma diferenca de 4,37
ppm para 0 mesmo carbono entre HI-2 e HI-3. Essa protecdo podera ser explicada pelo efeito
de compressdo da cadeia lateral.

A partir da espectrometria de massas de HI-3, pode-se verificar a sua férmula
molecular C15H,3NO, representada pelo pico do ion molecular com razdo m/z = 281 (Fig. 33,
p. 88). Portanto, diferindo-se em 18 unidades de massa atdmica em relacdo a HI-2,
equivalente a perda de uma molécula de agua. Os fragmentos de HI-3 estdo dispostos na
Figura 34 (p. 88). Esta diminuicdo em 18 unidades é bastante importante para determinacao

do composto, pois isto ocorre nas reagdes de eliminacdo e a sua principal consequéncia é a



Capitulo 4: Determinacéo Estrutural Tese de Doutorado Souza, J.S.N 82

formacédo de dupla ligagéo entre os carbonos. Entretanto, a existéncia de uma nova ligagéo
dupla ndo é detectada, no espectro de RMN **C (Fig. 29, p. 85). Portanto, uma condicdo para
que ocorra esta reducdo da massa molecular é através da interacdo entre uma das hidroxilas do
carbono C-11 ou C-12 e o hidrogénio da hidroxila do carbono C-7. Para comprovacdo da
estrutura foram realizados experimentos 2D de HMBC e HMQC, COSY e NOESY.

A opcdo em propor alcaldide pirrolizidinico com cadeia ciclica ligada entre os
carbonos C-7 e C-1 foi estabelecida principalmente ap6s andlise dos espectros de RMN
bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, *C a mais de uma ligacdo (HMBC), que
revelou a correlagdo entre hidrogénios e carbonos, conforme Tabela 6 (p. 84). O acoplamento
entre 0 C-12 e 0 H-7 (PJcn) evidencia a ciclizagdo, ou seja, houve possivelmente a liberagdo
da hidroxila do carbono C-12 com o ataque nucleofilico da hidroxila do carbono C-7.
Portanto, este tipo de composto apresenta ciclo de 9 membros.

Segundo Culvenor e colaboradores (1965), para tamanhos diferentes de anéis
macrociclicos tem-se diferentes valores de Ad para os hidrogénios H-9a e H-9B. Para
estruturas macrociclicas de doze membros, os hidrogénios do C-9 apresentam valores de A8
de 1,0-1,5 ppm. Para compostos com anéis de onze membros os valores de A8 dos
hidrogénios em C-9 sdo préximos de 0,9 ppm. Para diferentes tamanhos de macrociclicos,
tem-se diferentes valores de A8, com isto, tem-se uma forma de determinar o nimero de
elementos do anel macrociclico pela diferenca nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios
de C-9. Entretanto, a literatura ndo informa valores para 9 membros, sendo que o valor
observado de AS = 0,18 ppm para o composto HI-3 corrobora com esta hipétese.

Para comprovacao da estrutura foram realizados experimentos 2D de HMBC e
HMQC, COSY e NOESY.

As atribuicdes de forma inequivoca de todos os hidrogénios com 0s seus
respectivos carbonos podem ser verificadas através da analise do espectro de RMN
bidimensional de correlacdo heteronuclear a uma ligacdo (HMQC). Esses dados de correlacéo
do composto HI-3 sdo apresentados na Tabela 6 (p. 84), incluindo dados bidimensionais
heteronuclear a mais de uma ligacdo (HMBC) e comparacdo com o composto HI-2.

De acordo com a andlise do espectro de correlagdo homonuclear hidrogénio-
hidrogénio (*H x *H - COSY, Fig. 31, p. 86), destacou-se 0s acoplamentos entre os 4&tomos de
hidrogénio de H-9b e H9a; H-7 e H-8; H-3a com H-3b; H-2 e H-8; H-3b com H-2; H-5a com
H-5b e 2H-6; H-5b com H-5a e 2H-6; 2H-6 e H-8; 3H-13 e H-12; (3H-15, 3H-16) com H-14.
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A determinacdo da configuracdo relativa foi realizada através da interpretacdo do
espectro NOESY (Fig. 32, p. 87), em que se destacam os acoplamentos entre os d&tomos de
hidrogénio (3H-15, 3H-16) com os trés hidrogénios da metila (3H-13); os hidrogénios 3H-13
com o hidrogénio H-7 e o hidrogénio H-7 com o hidrogénio H-8.

A partir da andlise do espectro de massas de HI-3, verificou-se a formula
molecular do composto em estudo como sendo CisHzsNOs, representado pelo pico do ion
molecular com razdo m/z = 299 (Fig. 33, p. 88). Uma proposta para fragmentacao do espectro
de massas € apresentada na Figura 34 (p. 88).

Essas informagBes permitiram elucidar a estrutura de HI-3 como alcal6ide

pirrolizidinico, de caréater inédito na literatura, denominado de helindicina (Fig. 27).

Figura 27: Estrutura de HI-3
(Helindicina)



Capitulo 4: Determinagédo Estrutural

Tese de Doutorado Souza, J.S.N 84

Tabela 6: Comparacéo de dados de RMN *H e **C entre HI-3 e HI-2, com correlacio heteronuclear
'H-*C-COSY-'Jch (HMQC) e *H-"*C-COSY-"Jcy (HMBC)*

10

11

CH

12
14

CH,

CHs
13
15
16

oc

134,22
175,64

84,59

125,31
70,53
80,51

70,52
34,16

62,47

55,52

36,76
61,72

17,28
17,19
17,67

H1-3
HMQC
OH

5,94 (sl)
4,63 (sl)
4,90
4,05 (g, 6.2)
2,03 (sept, 7.0)

4,40 (d, 15.0) 3,92
(dl, 15.0)
3,87 (m)
3,33 (M)

2,15 (m, 2H)
4,98 (d, 13.56)
4,80

1,17 (d, 6.6)
0,95 (d, 7.0)
0,93 (d, 7.0)

HMBC
2\JCH SJCH
H-2; H-8 2H-3
2H-9; H-12; H-
14
H-14 3H-13; 3H-15;
3H-16
2H-3 H-8
2H-6 2H-5
H-2; 2H-6
3H-13 H-7
3H-15;3H-16
H-2 H-5b
2H-3
H-5b
H-2
H-14
H-14

133,21
175,68

83,33

129,68
69,62
78,77

71,38
32,91

62,88

54,11

36,51
62,84

17,55
17,12
17,73

HI-2
HMQC
OH

5,87 (sl)
4,33 (s)
4,29 (sl)
4,04 (q, 6.4)
2,78 (m)

3,96
3,45

1,98 (m)
5,09 (d, 12.7)
4,58 (d, 12.7)

1,18 (d, 5.0)
0,93 (d, 6.9)
0,91 (d, 7.0)

* Deslocamento quimico em d¢ e &y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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Figura 29: Espectro de RMN **C (100 MHz, CD;0D) de HI-3
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4.1.4 Determinacao estrutural de HI-4

O fracionamento cromatogréafico de EERHI (Fluxograma 5, p. 222) obtida do
extrato etandlico das raizes de Heliotropium indicum L., forneceu um sélido branco, amorfo,
homogéneo em CCDA, denominado de HI-4 (13,0 mg).

O espectro de absor¢do na regido de infravermelho IV (Fig. 35) mostra uma
absorcdo larga em 3.411 cm™, caracteristica de deformacdo axial da ligagdo O — H tipica de
grupamento hidroxila; absorgdo em 2.972 cm™ referente & deformacéo axial da ligagdo C — H;

absorcdo em 1.711 cm™ referente & deformacéo axial da ligacdo C = O de 4cido carboxilico.
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Figura 35: Espectro de 1V (KBr) de HI-4

O espectro de RMN *H (Fig. 38, p. 93) apresentou sinais similares tipicos de
mistura. Neste espectro, observaram-se trés sinais dubletos na regido de hidrogénios metilicos
emd 1,12 (d, 6.3 Hz); 6 0,92 (d, 6.8 Hz) e 6 0,84 (d, 6.8 Hz) ppm, com integracdo cada um
para trés hidrogénios. Esses desdobramentos dos sinais referem-se a grupamentos metilicos
acoplando com hidrogénios metinicos na vizinhanga. Dessa forma, os dois sinais dubletos
com deslocamentos proximos (8 0,92 e 0,84 ppm) sugerem que podem estar acoplando com o
mesmo hidrogénio, bem como o sinal em (61,12 ppm) deve estar acoplando com outro

hidrogénio metinico. Dessa forma, o sinal septeto em & 2,31 (6.8 Hz), com integracdo para
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um hidrogénio, confirma a presenca do grupamento isopropilico (Fig. 36). Assim como, o
sinal quarteto em 6 3,77 (g, 6.3 Hz) ppm, com integracdo para um hidrogénio, sugere estar
acoplando com os hidrogénios metilicos em 6 1,12 ppm (3H, 6.3 Hz). Além disso, este sinal
de hidrogénio metinico (5 3,77 ppm) esta em regi&o de carbono sp® ligado a oxigénio. A partir
desses dados, sugere-se que 0 composto apresente as seguintes partes em sua estrutura,
conforme ilustra a Figura 36.

fﬁmesHa CH;¢68H3

@]
| /
%‘3"_(:"'3 %CH (sept, 6.8 Hz)

{
CH
(g, 6.3 Hz) *(d, 6.8 Hz)

Figura 36: Grupos estruturais de HI-4

O espectro de RMN *C — CPD (Fig. 39, p. 94) apresentou 14 linhas espectrais,
sendo que os sinais dobrados corroboram com a idéia de tratar-se de uma mistura com dois
compostos analogos. O sinal observado em & 180,1 ppm é caracteristico de carbono
carbonilico de acido carboxilico.

A analise comparativa com o espectro de RMN **C — CPD (Fig. 39, p. 94) com
DEPT 135° (Fig. 40, p. 94) revelou a presenca de dois carbonos nido hidrogenados (C) em &
180,1 e 80,7 ppm, sendo que o primeiro sinal corrobora com a presenca de uma carbonila de
4cido carboxilico, conforme absorcio observado em 3.411 cm™ no espectro de absorcdo na
regido de infravermelho (Fig. 35, p. 89) e o segundo sinal sugere um carbono saturado (sp°)
ligado a oxigénio; observaram-se ainda dois carbonos metinicos (CH) em 6 68,5 e 30,7 ppm,
sugerindo que o carbono metinico mais desprotegido esta ligado a um oxigénio, e 0 segundo
carbono metinico se refere ao grupamento isopropilico, corroborando com a interpretacdo do
espectro de RMN*H, conforme ilustra a Figura 36; além disso, identificou-se trés carbonos
metilicos (CH3) em 6 17,9; 17,0 e 15,2 ppm, conforme a Tabela 7 (p. 91).

Os dados da Tabela 7 (p. 91) permitiram deduzir a formula molecular C;H;40,.
Além disso, o indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a um é compativel com a

presenca de apenas uma carbonila como insaturacéo.
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Tabela 7: Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCls, 125 MHz) de HI-4
por padréo de hidrogenacéo

C CH CHs;
180,1 68,5 17,9
80,7 30,7 17,0

15,2
C OOH 1CH-OH
C-OH
C,05H, C,H,OH CsHy
TOTAL C/H10,

O espectro de massas (Fig. 42, p. 95) corrobora com a férmula molecular proposta
(Tab. 7) ao apresentar ion molecular com razéo m/z 162.

O espectro de correlacdo bidimensional homonuclear COSY (*H-'H) de HI-4
(Fig. 41, p. 95) corroborou com os dados de RMN *H, conforme ilustra a Figura 36 (p. 90), ao
observar os acoplamentos entre o hidrogénio metinico em oy 2,31 ppm ¢ os metilicos em &
0,84 e 0,92 ppm, bem como o hidrogénio metinico em &y 3,77 ppm com a metila em 6y 1,12
ppm.

Os dados de correlacdo do composto HI-4 sdo apresentados na Tabela 8 (p. 92),
incluindo dados bidimensionais. Com esses dados espectroscopicos observados, pode-se
propor para HI-4 a mistura dos acidos nécicos: acido viridiflorico (2S, 1°S) e traquelantico
(2S, 1’R), conforme ilustra a Figura 37. A partir da integragdo dos sinais metilicos em d 1,18 e
1,12 ppm, foi permitido calcular a proporcéo entre os dois compostos de 82,6/17,4%, sendo 0

composto com absor¢do em oy 1,12 (d) o majoritario (HI-4a)(Tab. 8, p. 92).

acido viridiflorico acido traquelantico

Figura 37: Estruturas dos componentes de HI-4
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Tabela 8: Dados de RMN *C e RMN *H de HI-4, com correlacdo heteronuclear *H-**C-COSY-'Jcy
(HMQC) e *H-*C-COSY-"Jcy (HMBC)*

Hl-4a H1-4b

HMQC
oc On
C
1 180,1 -
2 80,7 -
CH
3 30,7 2,31
(sept, 6.8)
I 68,5 3,77
(9, 6.3)
CHs
4 17,0 0,84
(d, 6.8)
5 15,2 0,92
(d, 6.8)
2’ 17,9 1,12
(d, 6.3)

HMBC
2\JCH 3JCH
H-1’
H-1;H-3  3H-4;
3H-5;
3H-2’
3H-4 H-1’
3H-5
3H-2
H-3 3H-5
H-3 3H-4

oc

178,6
82,7

32,5

69,8

17,3

16,5

17,6

HMQC HMBC
Bn RTINS
3H-5
3H-2
2,09 3H-5
(sept, 6.8)
4,06 3H-2’
(9, 6.3)
0,89 (d) 3H-5
1,00
(d, 6.8)
1,18
(d, 6.3)

* Deslocamento quimico em 8¢ e 8y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.

Percebe-se que a diferenca entre os acidos viridiflorico (2S,1°S ou 2R,1’R) e

traquelantico (2S,1°R ou 2R,1’S) estd apenas na estereoquimica no carbono 1’ (Fig. 37,

p. 91), ou seja, tratam-se de um par diastereoisomérico.

A determinagdo da configuragdo nos carbonos 2 e 1° foi realizada através da

interpretacdo dos valores destes nlcleos nos experimentos unidimensional de RMN 'H e

RMN *3C. Segundo Wiedenfeld e Roeder (1991), a configuracio desses acidos ligados & base

necina, pode ser determinada através dos valores observados nos grupos metilicos (C-4 e C-5)

e carbono 1°. Quando os valores de H-1’ e C-1’ sdo, respectivamente, proximos a 3,95 ppm e

70-71 ppm, a configuracdo estabelecida sera idéntica (R,R ou S,S). Entretanto, na
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configuracdo oposta (R,S ou S,R), os valores serdo, respectivamente, 4,05-4,10 e 69 ppm. Ao
analisar os grupos metilicos C-4/C-5, os valores mostrados em RMN 'H seréo
aproximadamente idénticos, porém diferentes valores em RMN *3C serdo observados, sendo
que Ad = 1,5 ppm a configuracdo sera idéntica (R,R ou S,S), enquanto que valores de Ad
inferiores a 1,5 ppm (geralmente préximos a 0,2 ppm) a configuracdo sera oposta (R,S ou
S,R). Portanto, a diferenca de deslocamento quimico entre os carbonos C-4/C-5 de 1,8 ppm
(A3 = 1,5 ppm) e deslocamento quimico de H-1’ igual a 3,77 ppm (6 = 3,95 ppm),
permitiram sugerir que o0 componente majoritario Hl-4a representaria o acido viridiflérico.
Assim como, o deslocamento quimico entre os carbonos C-4/C-5 de 0,8 ppm (AS < 1,5 ppm)
e deslocamento quimico de H-1’ igual a 4,06 ppm (éu = 4,05-4,10 ppm), permitiu sugerir que
0 composto minoritario (HI-4b) trata-se do acido traquelantico.

A confirmacdo que o componente majoritario HI-4a corresponderia ao &cido
viridiflérico foi realizada a partir do valor de ponto de fuséo de HI-4 (pf = 111-114 °C) ser
proximo do &cido viridiflérico (pf = 117 °C, NIWA; OGAWA; YAMADA, 1990). Enquanto
que o 4cido traquelantico apresenta ponto de fusdo entre 88,5-89,5 °C (NIWA; OGAWA;
YAMADA, 1990). E valido ressaltar que &cido viridiflorico participa da formacdo do

alcaloide pirrolizidinico isolado de HI-2 (licopsamina).
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Figura 38: Espectro de RMN *H (500 MHz, CDs;0D) de HI-4
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Figura 40: Espectro de RMN **C — DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de HI-4
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Figura 42: Espectro de massas de HI-4 (70 eV)
4.2 lsolados de Heliotropium polyphyllum L.
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4.2.1 Determinagdo estrutural de HP-1

Sucessivas cromatografias da fragdo HPAE (Fluxograma 6, p. 225), em gel de
silica, obtida a partir do extrato etandlico das partes aéreas de H. polyphyllum, permitiu o
isolamento de um liquido viscoso, amarelo, homogéneo em CCDA, no qual foi denominado
de HP-1 (13,0 mg).

O espectro de absorc¢do na regido de infravermelho IV (Fig. 43) mostrou absorgédo
larga em 3.396 cm™, caracteristica de deformacdo axial da ligagdo O — H; absorcéo em 2.974
e 2.875 cm™ referente a deformacéo axial da ligacdo C — H; absorc&o em 1.730 cm™ referente
a deformacdo axial da ligagcdo C = O de grupamento carbonilico de éster.
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Figura 43: Espectro de 1V (KBr) de HP-1

O espetro de RMN *H de HP-1 (Fig. 45, p. 99) revelou bastante semelhante ao
espectro do alcaldide pirrolizidinico HI-2 (Item 4.1.2. p, 71), ao apresentar trés sinais
dubletos, na regido de hidrogénios metilicos, com integracdo para trés hidrogénios cada um,
em & 1,17 (3H-13, d, 6.3 Hz), 0,93 (3H-15, d,7.0 Hz) e 0,90 (3H-16, d, 7.0 Hz) ppm; um
quarteto distorcido em & 4,38 ppm (1H-12, g, 6.3Hz); um singleto largo em 4,30 (1H-8); um
singleto em & 4,03 ppm (1H-7); dois hidrogénios em sistema AB com & 3,95 (1H-3, m) e 3,51
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(1H, m) ppm; dois sinais em sistema AB com & 3,31 (1H-5, m) e 2,84 (1H-m) ppm; um
multipleto em & 2,07 (1H-14, m) ppm e outro multipleto em & 1,98 (1H-6, m) ppm.

O espectro de RMN **C-CPD (Fig. 46, p. 100) de HP-1 mostrou 15 linhas
espectrais, as quais foram relacionadas a uma absorc¢ao correspondente a carbonilaem & 175,9
ppm; a duas absor¢des em & 135,2 e 128,2 ppm, referentes a carbonos olefinicos; e a sete
absorcdes correspondestes a carbonos oxigenados e/ou nitrogenados em o 84,5; 79,1; 71,8;
70,5; 63,3; 62,9 e 54,8 ppm; sendo que a absor¢do em 6 84,5 ppm indica que o carbono esta
bastante desprotegido, sugerindo a vizinhanga uma carbonila e um oxigénio possivelmente de
hidroxila. As demais absorcOes restantes foram relacionadas a carbonos saturados néo
funcionalizados (6 37,2; 34,1; 17,8; 17,5 e 17,3 ppm). Analise comparativa com o espectro de
RMN DEPT 135°C (Fig. 47, p. 100) revelou a presenca de trés carbonos metilicos (CHs),
quatro carbonos metilénicos (CHy), cinco carbonos metinicos (CH) e trés carbonos néo

hidrogenados (C), conforme Tabela 9.

Tabela 9: Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (MeOD, 75 MHz) de HP-1

por padrdo de hidrogenacéo

C CH CH; CH;
175,9 128,2 63,3 17,8
135,2 79,1 62,9 17,5
84,5 71,8 54,8 17,3

70,5 37,2
34,1
Cs CsHs CsHs CsHo
TOTAL CisH2,

A partir da espectrometria de massas de HP-1, pode-se verificar a sua férmula
molecular C15H,3NO, representado pelo pico do ion molecular com razdo m/z = 299 (Fig. 48,
p. 105). Portanto, semelhante ao HI-2.

A partir desses dados, observou-se que os espectros de RMN *H e *C-CPD de
HI-2 e HP-1 mostraram-se bastante semelhantes. As atribuicfes de forma inequivoca de todos
os hidrogénios com os seus respectivos carbonos podem ser verificadas através da analise do
espectro de RMN bidimensional de correlagéo heteronuclear a uma ligacdo (HMQC). Esses

dados de correlagdo do composto HP-1 sdo apresentados na Tabela 10 (p. 98), incluindo
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dados bidimensionais heteronuclear a mais de uma ligagdéo (HMBC) e compara¢do com o

composto HI-2 (licopsamina).

identitificar HP-1 como sendo o alcal6ide pirrolizidinico licopsamina (Fig. 20, p. 75).

Os dados obtidos em comparagdo com os dados de HI-2 (Tab. 10) permitiu

Tabela 10: Comparacio de dados de RMN *H e *3C entre HP-1 e HI-2, com correlagio heteronuclear

10
11
CH

12
14
CH,

CHs;
13
15
16

oc

135,2
175,9
84,5

128,2
70,5
79,1
71,8
34,1

63,3

54,8

37,2
62,9

17,5
17,3
17,8

HP-1

HMQC
OH

5,87 (sl)
4,03 (sl)
4,30
4,38 (q, 6.3)
2,07 (m)

3,95 (m)

3,51 (m)

3,31 (m)

2,84 (m)
1,98 (m, 2H)

4,91 (d, 13.7); 4,76 (d, 13.7)

1,17 (d, 6.3)
0,95 (d, 7.0)
0,93 (d, 7.0)

2
Jen

H-2; H-8

H-14

2H-3
2H-6

3H-13
3H-15;3H-16

H-2

H-5b

H-14
H-14

'H-BC-COSY-Ycy (HMQC) e *H-"C-COSY-"Jcy (HMBC).*

HMBC

JcH
2H-3
2H-9; H-12;: H-14
3H-13; 3H-15; 3H-16
H-8

2H-5
H-2; 2H-6

H-5b

2H-3

H-2

HI-2

oc

133,2
175,6
83,3

129,6
69,6
78,8
71,4
32,9

62,9

54,1

36,5
62,8

17,5
17,1
17,7

* Deslocamento quimico em 3¢ e 3y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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Figura 45: Espectro de RMN *C (75 MHz, MeOD) de HP-1
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Figura 47: Espectro de massas de HP-1 (70 eV)
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5. ESTUDO DOS COMPONENTES VOLATEIS DE Heliotropium indicum L. e
Heliotropium polyphyllum L.

5.1 Introducao

Oleos volateis sdo definidos como misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odorificas e liquidas, obtidas de orgdos de espécies de plantas (folhas,
flores, raizes, tronco), extraidas por diversas técnicas, sendo a destilacdo por arraste com
vapor d’adgua a mais utilizada, bem como por expressao dos pericarpos de frutos citricos,
podendo ser chamados de 6leos essenciais, 6leos etéreos ou esséncias (SIMOES et al., 2004).

Essas denominagfes sdo por suas caracteristicas fisico-quimicas, por exemplo,
geralmente liquidos viscosos, de aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Entretanto, sua
caracteristica principal ¢ a volatilidade, diferenciando-se dos 0leos fixos que sdo, geralmente,
obtidas de sementes e caracteriza-se por serem misturas de subtancias lipofilicas de maior
massa molar. Outra caracteristica importante ¢ o aroma agradavel e intenso da maioria dos
0leos volateis, sendo por isso demominados esséncias.

Os 6leos essenciais sdo soldveis em solventes organicos como éter, recebendo, por
isso, a denominacdo de Oleos etéreos ou, em latim, aetheroleum. Em agua, os 0leos volateis
apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar solucGes aquosas,
dependendo da constituicdo quimica.

Seus constituintes quimicos apresentam variedade, podendo ser hidrocarbonetos
terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos,
peréxidos, furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas (SANTOS, 2007). Esses
compostos encontram-se em diferentes concentragdes na mistura, havendo a possibilidade de
existir um componente em concentracdo superior denominado de constituinte majoritario
(FEITOSA, 2004). A diversidade em sua composicdo depende de varios fatores: técnica de
extracdo utilizada; localizacdo geogréafica e estagio do ciclo vegetativo da planta; condicdes
edafoclimaticas, técnicas de cultivo, variacbes sazonais e circadianas (MORAIS; BRAZ-
FILHO, 2007).

A importancia do estudo de Oleos essenciais esta relacionada a suas inimeras
fungdes ecoldgicas, especialmente como inibidores de germinacdo, protecdo contra
predadores e polinizadores; e sua grande importancia econémica devida a seu uso na industria

de alimentos (condimentos e aromatizantes) e de cosméticos (perfumes e produtos de
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higiene), além de suas propriedades terapéuticas (SIMOES et al., 2004; MORAIS; BRAZ-
FILHO, 2007).

A auséncia de relato na literatura da analise dos componentes quimicos volateis de
Heliotropium indicum L. e Heliotropium polyphyllum L. do Nordeste brasileiro, em especial
do Estado do Ceard, motivou a desenvolver este estudo a partir do dleo essencial extraido de
suas partes aéreas.

Os 6leos essenciais de Heliotropium indicum L. foram obtidos por hidrodestilagcdo
em aparelho doseador tipo Cleavenger (GOTTLIEB; MAGALHAES, 1960). A analise da
composicdo do 6leo foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG/EM), enquanto a quantificacdo de seus componentes foi desenvolvida por
cromatografia gasosa com detector por ionizacdo de chamas (CG/DIC).

Os oOleos essenciais de Heliotropium polyphyllum L. foram obtidos por trés
processos de extracdo: hidrodestilacdo em aparelho doseador tipo Cleavenger (GOTTLIEB;
MAGALHAES, 1960), arraste a vapor d’agua e fluido supercritico de CO,. As analises
qualitativas e quantitativas dos componentes destes 6leos foram realizadas por cromatografias

gasosas, como descritas no paragrafo anterior.

5.2 Procedimento experimental de analise dos 6leos
5.2.1 Oleo essencial de H. indicum

A analise qualitativa foi feita em aparelho de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, modelo Shimadzu QP5050A. Os experimentos foram conduzidos
usando coluna capilar DB-1, com 30 m de comprimento, diametro interno de 0,25 mm e filme
de 0,25 um. As condi¢des de programacdo do equipamento: gas de arraste He (0,8 mL/min),
temperatura de injetor 250 °C, temperatura de interface 280 °C, razdo (split) 61, temperatura
inicial do forno 40°C, variag&o de 40-180 °C a 4 °C/min e 180-280 °C a 20 °C/min.

Os espectros de massas foram produzidos por impacto eletrénico de (70 eV). A
identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo foi desenvolvida através de determinacéo dos
indices de Kovats simulados (ALENCAR et al., 1990), pesquisa em banco de dados padrdes
em espectroteca (Wiley) e comparacfes visuais com espectros de massas de substancias
encontradas na literatura (ADAMS, 2007; NIST - National Institute of Standards and
Technology - http://webbook.nist.gov/chemistry).
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A analise quantitativa foi feita em aparelho de cromatografia gasosa e detec¢do
por ionizacdo de chamas (CG/DIC), modelo Thermo. Os experimentos foram conduzidos

semelhantes a andlise qualitativa.

5.2.2 Oleos essenciais de H. polyphyllum

A anélise qualitativa foi feita em aparelho de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, modelo Shimadzu QP5050A. Os experimentos foram conduzidos
usando coluna capilar OV-5, com 30 m de comprimento, diametro interno de 0,25 mm e filme
de 0,25 um. As condigdes de programacéo do equipamento: gas de arraste He (1,0 mL/min),
temperatura de injetor 250 °C, temperatura de interface 280 °C, razdo (split) 48, temperatura
inicial do forno 40°C, variacdo de 40-180 °C a 4 °C/min e 180-280 °C a 20 °C/min.

Os espectros de massas foram produzidos por impacto eletrénico de (70 eV). A
identificacdo dos componentes do 6leo foi desenvolvida atraves de comparacdo com 0S
padrdes (Wiley) e comparacfes visuais com banco de dados da literatura (ADAMS, 2007;
NIST-http://webbook.nist.gov/chemistry). Os tempos de retencdo dos picos referentes as
substancias identificadas, pelo espectro de massas, e 0s seus respectivos indices de Kovats
foram utilizados para a determinacdo dos indices de Kovats simulados (ALENCAR, 1990). A
equacdo de regressdo linear dos constituintes de cada 6leo essencial analisado foi formulada
como:y=A+ B X, emquey éo indice de Kovats e x € 0 tempo de retencdo dos compostos,
de acordo com Tabela 11 (p. 105).

As condicdes das andlises qualitativas e quantitativas dos trés 6leos obtidos de H.
polyphyllum foram as mesmas. Com isso, todos os componentes identificados como
hidrocarbonetos dos trés dleos foram reunidos e analisados em conjunto para a identificacédo e
determinacdo dos seus respectivos indices de Kovats. A equacdo de regressao linear dos
hidrocarbonetos foi formulada como: y = -4105,39966 + 156,6107 x (r = 0,99992), em que y é
o indice de Kovats e x € o tempo de retencdo dos compostos.

A anélise guantitativa foi feita em aparelho de cromatografia gasosa e deteccéao
por ionizacdo de chamas (CG/DIC), modelo Thermo. Os experimentos foram conduzidos

semelhantes a andlise qualitativa.
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Tabela 11: Dados das equages de regresséo linear dos constituintes dos 6leos de H. polyphyllum

Identificacdo do 6leo/

método de extracdo

OEHP 648,64164 32,35862 0,99892
Hidrodestilacdo

OEHP 653,61051 30,15191 0,99978
Arraste a vapor

OEHP 614,28655 35,82881 0,99193

Fluido supercritico

A = coeficiente linear, B = coeficiente angular (equacédo y = A + B x),
R = coeficiente de correlacao

5.3 Composicao quimica do 6leo essencial de H. indicum L.

A analise do cromatograma do 6leo essencial de H. indicum L. (OEHI) (Fig. 48)
indicou a presenca de uma variedade estrutural de compostos com tempos de retencdes
bastante variados, sendo que a propor¢do maior é dos constituintes com tempo de retengédo

acima de 34 min, demonstrando ser compostos de alta massa molar.
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Figura 48: Cromatograma do 6leo essencial das partes aéreas de H. indicum
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As andlises por CG-EM e CG-DIC de OEHI forneceram 30 picos, dos quais 17
foram identificados, num total de 74,34 % do teor do 6leo.

A composicdo quimica identificada dos constituintes desse 6leo (Tabela 12) é
constituida por alcoois (36,10 %), hidrocarbonetos saturados (29,28 %), aldeidos lineares
(3,85 %), entre outras classes, tendo como componente majoritario o sesquiterpendide fitol
(27,89 %), seguido pelo hexadecan-1-ol e pelos hidrocarbonetos docosano e tricosano.
Segundo Pyne et al. (2006), o componente majoritario do éleo essencial das partes aéreas
extraido pelo mesmo processo de Heliotropium indicum Linn € o fitol com 49,10 %, seguido
por dodecan-1-ol (6,40%) e B-linalool (3,00%). Os espectros de massas dos componentes

identificados sdo mostrados nas Figuras 49-65 (p. 107-110).

Tabela 12: Constituintes quimicos identificados do 6leo essencial das partes aéreas de H. indicum

extraido por hidrodestilagéo

COMPOSTOS Porcentagem

(%)
3-metilpentanal 0,45
Dietilcarbonato 0,92
Hexan-2-ol 0,56
Nonanal 1,01
2-(2-hidréxifenil)etanoato de etila (salicilato de etila) 1,12
Hexadecanal 2,39
Hexadecan-1-ol 7,65
2,6,10,14-tetrametil-hexadecano 2,21
Nonadecano 2,54
Eicosano 3,84
2-metileicosano 2,15
Fitol (3,7,11,15-tetrametil-hexadec-2-en-1-ol) 27,89
Docosano 7,49
Tricosano 5,68
Tetracosano 3,67
Pentacosano 2,72
Octacosano 1,19

TOTAL (%) 74,34
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Espectros de massas dos constituintes quimicos volateis de H. indicum

100 &
] )
: o /\(v
]
n
’;-1.|1||. i) o f .
B B S T = ea e s
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Figura 49: Espectro de massas de 3-metilpentanal com m/z 100
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Figura 50: Espectro de massas de dietilcarbonato com m/z 118
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Figura 51: Espectro de massas de hexan-2-ol com m/z 102
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Figura 52: Espectro de massas de nonanal com m/z 142
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Figura 53: Espectro de massas de 2-(2-hidroxifenil)etanoato de etila (salicilato de etila) com m/z 166
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Figura 54: Espectro de massas de hexadecanal com m/z 240
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Figura 55: Espectro de massas de hexadecan-1-ol com m/z 242
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Figura 56: Espectro de massas de 2,6,10,14-tetrametil-hexadecano com m/z 282
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Figura 57: Espectro de massas de nonadecano com m/z 268
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Figura 58: Espectro de massas de eicosano com m/z 282
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Figura 59: Espectro de massas de 2-metileicosano com m/z 296
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Figura 60: Espectro de massas de 3,7,11,15-tetrametil-hexadec-2-en-1-ol (fitol) com m/z 296
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Figura 61: Espectro de massas de docosano com m/z 310
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Figura 62: Espectro de massas de tricosano com m/z 324
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Figura 63: Espectro de massas de tetracosano com m/z 338
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Figura 64: Espectro de massas de pentacosano com m/z 352
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Figura 65: Espectro de massas de octacosano com m/z 394
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5.4 Composicéo quimica dos 6leos essenciais de H. polyphyllum L.

5.4.1 Hidrodestilagéo

A andlise do cromatograma do dleo essencial de H. polyphyllum L. (OEHP)
(Fig. 66), extraido por hidrodestilagdo, indica a presenga de uma variedade estrutural de
compostos com tempos de retencbes bastante variados. Este fato também foi observado no

6leo essencial de H. indicum extraido por este mesmo processo.
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Figura 66: Cromatograma do 6leo essencial das partes aéreas de H. polyphyllum

extraido por hidrodestilacao

As analises por CG-EM e CG-DIC de OEHI evidenciaram 31 picos, dos quais 18
foram identificados, num total de 87,32 % do teor do 6leo.

A composicdo quimica identificada dos constituintes volateis desse 0leo
(Tabela 13, p. 112) é constituida por hidrocarbonetos saturados (20,84 %), alcoois (58,01 %),
aldeidos (2,30 %), eésteres (3,45%), dentre outras classes, tendo como componentes
majoritarios os alcoois hex-(32)-en-1-ol (41,16%) e pent-(2Z2)-en-1-ol (8,85 %). Os espectros

de massas dos constituintes identificados sdo mostrados nas Figuras 67-84 (p. 113-117).
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Tabela 13: Constituintes quimicos identificados do 6leo essencial das partes aéreas de H. polyphyllum

extraido por hidrodestilagéo

COMPOSTOS : IK Porcentagem

calculado (%)
3-metilbutan-1-ol 740 - 1,89
Pent-(2Z2)-en-1-ol 773 775 8,85
Hex-(32Z)-en-1-ol 859 - 41,16
Hex-(2E)-en-1-ol 862 847 2,62
Metanoato de hexila - 849 2,48
6-metil-hept-5-en-2-ona 985 - 0,65
2-feniletanal (fenilacetaldeido) 1042 - 2,30
Etanoato de benzila (acetato de benzila) 1162 - 0,58
2-(2-hidroxifenil)etanoato de metila (salicilato de metila) 1191 - 0,39
Neofitadieno [2-(4,8,12-trimetiltridecanil)but-1,3-dieno] - 1848 2,07
Heneicosano 2100 - 2,41
Fitol (3,7,11,15-tetrametil-hexadec-2-en-1-ol) 1943 - 3,49
Docosano 2200 2202 1,05
Tricosano 2300 - 7,31
Tetracosano 2400 2410 0,69
Pentacosano 2500 2522 3,39
Octacosano 2800 - 1,41
Hentriacontano 3100 3190 4,58

TOTAL (%) 87,32
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Espectros de massas dos constituintes quimicos volateis obtidos de OEHP

extraidos por hidrodestilagcdo
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Figura 67: Espectro de massas de 3-metilbutan-1-ol com m/z 88
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Figura 68: Espectro de massas de pent-(2Z)-en-1-ol com m/z 86
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Figura 69: Espectro de massas de hex-(3Z)-en-1-ol com m/z 100
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Figura 70: Espectro de massas de hex-(2E)-en-1-ol com m/z 100
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Figura 71: Espectro de massas de metanoato de hexila com m/z 130
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Figura 72: Espectro de massas de 6-metil-hept-5-en-2-ona com m/z 126
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Figura 73: Espectro de massas de 2-feniletanal (fenilacetaldeido) com m/z 120
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Figura 74: Espectro de massas de etanoato de benzila (acetato de benzila) com m/z 150
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Figura 75: Espectro de massas de 2-(2-hidrdxifenil)etanoato de metila (salicilato de metila)

com m/z 152
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Figura 76: Espectro de massas de 2-(4,8,12-trimetiltridecanil)but-1,3-dieno (neofitadieno)

com m/z 278
v
CH

CH3/< CHjy

1 19

4
12 113

30 137 11 s 169 183 197 211 225 239 253 267 281 2% 315 337 341 361 372 405 4

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Figura 77: Espectro de massas de heneicosano com m/z 296
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Figura 78: Espectro de massas de 3,7,11,15-tetrametil-hexadec-2-en-1-ol (fitol) com m/z 296
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Figura 79: Espectro de massas de docosano com m/z 310
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Figura 80: Espectro de massas de tricosano com m/z 324
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Figura 81: Espectro de massas de tetracosano com m/z 338
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Figura 82: Espectro de massas de pentacosano com m/z 352
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Figura 83: Espectro de massas de octacosano com m/z 394
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Figura 84: Espectro de massas de hentriacontano com m/z 436

5.4.2 Destilagdo por arraste com vapor d’agua

A andlise do cromatograma do O6leo essencial de H. polyphyllum (OEHP)
(Fig. 85), extraido através de destilagdo por arraste com vapor d’agua, indica a presenca de
compostos com tempos de retencbes compreendidos entre 17 e 47 min, ou seja, maiores que

no Oleo essencial extraido por hidrodestilacdo (Fig. 66, p. 111).
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Figura 85: Cromatograma do dleo essencial das partes aéreas de H. polyphyllum

extraido através de destilagdo por arraste com vapor d’agua
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As andlises por CG-EM e CG-DIC de OEHI evidenciaram 29 picos, dos quais 19
foram identificados, num total de 74,50 % do teor do 6leo.

A composi¢do quimica identificada dos constituintes volateis desse Oleo
(Tabela 14) é classificada como sesquiterpenos (50,81 %), hidrocarbonetos saturados
(3,02 %), terpenos (1,23 %), entre outras classes.

Os componentes majoritarios foram os sesquiterpenos germacreno-D (16,34) e
elemol (14,54 %), além do diterpeno neofitadieno (14,16 %).

Os espectros de massas dos constituintes identificados sdéo mostrados nas Figuras
86-104 (p. 119-123).

Tabela 14: Constituintes quimicos identificados do 6leo essencial das partes aéreas de H. polyphyllum

extraido através de destilagdo por arraste com vapor d’agua

COMPOSTOS : IK  Porcent.
calc. (%)
Geranial (3,7-dimetiloct-2(E),6-dienal) 1267 - 0,56
Timol (2-isopropil-5-metil-hidréxibenzeno) 1290 1292 0,67
Tridecano 1300 1303 0,66
[-elemeno (lo-metil-13-propen-3-il-2a,4a-dipropen-2-ilciclo-hexano) 1390 1399 1,48

(E)-B-cariofileno {(1R,4z,95)-4,11,11-trimetil-8-metilenobiciclo[7.2.0]Jundec-4-eno} 1419 1428 1,51

a-humuleno [(E,E,E)-2,6,6,9-tetrametilcicloundeca-1,4,8-trieno] 1454 1461 1,12
Germacreno-D [(2E,6E,5S)-8-isopropil-2-metil-8-metilenociclodeca-1,6-dieno] 1485 - 16,34
a-zingibereno [(R,R)-5-(1,5-dimetil-hex-4-en-1-il)-2-metilciclo-hexa-1,3-dieno] 1493 1499 1,41
B-bisaboleno [5-(1-metileno-5-metil-hex-4-en-1-il)-1-metilciclo-hex-1-eno] 1505 1513 1,24
Cubebol {7-hidréxi-4a-isopropil-1p, 7p-dimetil-triciclo[4.3.0.0]decano} 1515 1520 2,63
B-sesquifelandreno [6-(1,5-dimetil-hex-4-em-1-il)-3-metilenociclo-hex-1-eno] 1522 1527 2,21
Elemol [1a-etenil-4-(2-hidréxi)isopropil-1B-propen-2-ilciclohexano] 1549 - 14,54
E-nerolidol [3,7,11-trimetildodec-1,6(E), 10-trien-3-ol] 1563 1562 5,27
Guaiol {2p(2-hidroxi)isopropil-5p-metilbiciclo[5.3.0]dec-6(10)-eno} 1600 - 2,83
Neofitadieno [2-(4,8,12-trimetiltridecanil)but-1,3-dieno] - 1771 14,16
6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona - 1773 2,12
Acido hexadecandico (4cido palmitico) 1960 1812 1,85
Heneicosano 2100 2101 1,37
Dotriacontano 3200 3191 0,99

TOTAL (%) 74,50
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Espectros de massas dos constituintes quimicos volateis obtidos de OEHP extraidos por

destilacdo por arraste com vapor d’agua
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Figura 86: Espectro de massas de 3,7-dimetiloct-2(E),6-dienal (geranial) com m/z 152
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Figura 87: Espectro de massas de 2-isopropil-5-metil-hidroxibenzeno (timol) com m/z 150
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Figura 88: Espectro de massas de tridecano com m/z 184
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Figura 89: Espectro de massas de 1a-metil-13-propen-3-il-2a,,4c-dipropen-2-ilciclo-hexano

(B-elemeno) com m/z 204
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Figura 90: Espectro de massas de (1R,4Z,95)-4,11,11-trimetil-8-metilenobiciclo[7.2.0Jundec-4-eno
[(E)-B-cariofileno] com m/z 204
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Figura 91: Espectro de massas de (E,E,E)-2,6,6,9-tetrametilcicloundeca-1,4,8-trieno (a-humuleno)

com m/z 204
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Figura 92: Espectro de massas de (2E,6E,5S)-8-isopropil-2-metil-8-metilenociclodeca-1,6-dieno

(germacreno-D) com m/z 204
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Figura 93: Espectro de massas de [R,R]-5-(1,5-dimetil-hex-4-en-1-il)-2-metilciclo-hexa-1,3-dieno

(a-zingibereno) com m/z 204
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Figura 94: Espectro de massas de 5-(1-metileno-5-metil-hex-4-en-1-il)-1-metilciclo-hex-1-eno

(B-bisaboleno) com m/z 204
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Figura 95: Espectro de massas de 7-hidroxi-4o-isopropil-1p,7B-dimetil-triciclo[4.3.0.0]decano

(cubebol) com m/z 222
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Figura 96: Espectro de massas de 6-(1,5-dimetil-hex-4-en-1-il)-3-metilenociclo-hex-1-eno

(B-sesquifelandreno) com m/z 222
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Figura 97: Espectro de massas de 1a-etenil-4-(2-hidroxi)isopropil-1p-propen-2-ilciclohexano

(elemol) com m/z 222
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Figura 98: Espectro de massas de 3,7,11-trimetildodec-1,6(E),10-trien-3-ol [(E)-nerolidol]
com m/z 222
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Figura 99: Espectro de massas de 2[3-(2-hidréxi)isopropil-5p-metilbiciclo[5.3.0]dec-6(10)-eno

guaiol com m/z 222
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Figura 100: Espectro de massas de 2-(4,8,12-trimetiltridecanil)but-1,3-dieno (neofitadieno)

com m/z 278
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Figura 101: Espectro de massas de 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona com m/z 268



Capitulo 5: Estudo dos Componentes Volateis Tese de Doutorado Souza, J.S.N 123

100 4 73
1 60
O
1
J
] OH
85
I 129
" 149 213
m
107 158 185 2%
L L..l.Jh 2 1."1 a2 305 s 306 6338 3u w7 40

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Figura 102: Espectro de massas de acido hexadecandico (acido palmitico) com m/z 256
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Figura 103: Espectro de massas de heneicosano com m/z 296
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Figura 104: Espectro de massas de dotriacontano com m/z 450
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5.4.3 Extrag&o por fluido supercritico de CO,

Ao analisar o cromatograma do 6leo essencial de H. polyphyllum L. (OEHP) na
Figura 105, extraido por fluido supercritico de CO,, percebe-se a presenca de compostos com

tempos de retencdes bastante altos.

‘GCMS Chromatogram
height
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lw
X
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g
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Figura 105: Cromatograma do 6leo essencial das partes aéreas de H. polyphyllum

extraido por fluido supercritico com CO,

Nas analises por CG-EM e CG-DIC de OEHI, observaram-se 15 picos, dos quais
13 foram identificados, num total de 99,68 % do teor do dleo.

A composicdo quimica identificada dos constituintes volateis desse Oleo
(Tabela 15, p. 125), na sua maioria, é classificada como acidos graxos (54,53 %), ésteres de
acidos graxos (39,80 %) e hidrocarbonetos lineares saturados (5,16 %).

Os componentes majoritarios foram o acido octadeca-9(Z),12(Z)-diendico (acido
linoléico) (44,19 %) e o0 seu respectivo éster octadeca-9(Z),12(Z)-dienoato de metila
(linoleato de metila) (35,64 %).

E valido ressaltar que, com excecdo do fenilmetanol (alcool benzilico) (0,19%),
em teor bastante baixo, percebe-se que 0s constituintes extraidos por esse processo
apresentam elevadas massas molares. Os espectros de massas dos constituintes identificados
sdo mostrados nas Figuras 106-118 (p. 126-129).
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Tabela 15: Constituintes quimicos identificados do 6leo essencial das partes aéreas de H. polyphyllum
extraido por fluido supercritico de CO,

COMPOSTOS : IK Porcentagem

calculado (%)

Fenilmetanol (Alcool benzilico) 1031 0,19
Hexadecanoato de metila (palmitato de metila) 1921 3,27
Acido hexadecandico (4cido palmitico) 1960 7,14
Octadeca-9(2),12(Z)-dienoato de metila (linoleato de metila) 2095 2033 35,64
Octadecanoato de metila (estearato de metila) 2125 0,89
Acido octadeca-9(Z),12(Z)-diendico (acido linoléico) 2133 2046 44,19
Acido octadecan6ico (acido estearico) - 2050 3,20
Tricosano 2300 0,17
Pentacosano 2500 2522 0,21
Octacosano 2800 0,48
Triacontano 3000 2972 0,15
Hentriacontano 3100 3190 3,66
Heptatriacontano 3700 3775 0,49

TOTAL (%) 99,68
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Espectros de massas dos constituintes quimicos volateis obtidos de OEHP

extraidos por fluido supercritico de CO;
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Figura 106: Espectro de massas de fenilmetanol (alcool benzilico) com m/z 108
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Figura 107: Espectro de massas de hexadecanoato de metila (palmitato de metila) com m/z 270
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Figura 108: Espectro de massas de acido hexadecandico (acido palmitico) com m/z 256
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Figura 109: Espectro de massas de octadeca-9(Z2),12(2)-dienoato de metila (linoleato de metila) com

m/z 294
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Figura 110: Espectro de massas de octadecanoato de metila (estearato de metila) com m/z 298
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Figura 111: Espectro de massas de acido octadeca-9(Z),12(Z)-diendico (acido linoléico) com m/z 280
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Figura 112: Espectro de massas de acido octadecandico (acido estearico) com m/z 284
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Figura 113: Espectro de massas de tricosano com m/z 324
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Figura 114: Espectro de massas de pentacosano com m/z 352
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Figura 115: Espectro de massas de octacosano com m/z 394
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Figura 116: Espectro de massas de triacontano com m/z 422
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Figura 117: Espectro de massas de hentriacontano com m/z 436
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Figura 118: Espectro de massas de heptatriacontano com m/z 520.
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6. CONSIDERACOES SOBRE GANODERMA LUCIDUM

6.1 Consideracdes taxondmicas

A espécie Ganoderma lucidum (Fr.) Krast é um cogumelo basidiomiceto,
pertencente ao grupo dos poliporos, segundo a classificacdo descrita por Seo e Kirk (2000),

como demonstrada no quadro 2:

Quadro 2: Classificacdo taxonémica da espécie Ganoderma lucidum

REINO Fungi
CLASSE Basidiomycetes
ORDEM Ganodermatales*
FAMILIA Ganodermataceae (Polyporaceae)
GENERO Ganoderma

*alguns autores denominam como Aphyllophorales.

Segundo Moncalvo e Ryvarden (1997), o género Ganoderma apresenta cerca de
387 especies. O termo Ganoderma ¢ de origem grega (ganos = “brilho”; derma = “pele”) e
adotado principalmente em funcdo das espécies lacadas, tipicas desse género, por
apresentarem superficie brilhosa e aspecto envernizado (RUBEL, 2006).

Os cogumelos do género Ganoderma sdo popularmente denominados como
“Lingzhi” na China e “Mannentake” ou “Reishi” no Japdo e considerados “ervas da
longevidade e da boa fortuna”. No Brasil, ¢ nomeado como “Cogumelo Rei”, “Cogumelo
Brilhante”, “Cogumelo Imperador” e, principalmente, “Orelha-de-pau” (URBEN, 2004).

As caracteristicas macromofologicas do basidiocarpo como as dimensfes e a cor
mostram diferencas significativas entre as espécies, sendo que a a maneira do estipe se ligar
ao hospedeiro e ao pileo apresenta distingdo. O pileo do basidiocarpo é geralmente ligado
lateralmente ao estipe. As caracteristicas do estipe como tipo de ligacdo, diametro e
comprimento, sdo ferramentas importantes para diferenciacdo das espécies (RYVARDEN,
1991).

O desenvolvimento do basidiocarpo, segundo Urben (2004), pode levar de 3 a 6

meses, dependendo da linhagem, substrato de cultivo e fatores bi6ticos e abidticos. Os
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hospedeiros mais usuais da espécie G. lucidum sdo troncos de arvores constituidos por
madeiras duras (SEO; KIRK, 2000; LIU et al., 2005), conforme demonstra Figura 119.

Figura 119: Imagens de um espécime de G. lucidum

Fotografia: Prof. Aluisio Marques da Fonseca
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6.2 Considerac0es historicas e importancia econémica

Os cogumelos sd@o empregados nos paises asiaticos ha milénios, principalmente,
na China, no Jap&o e na Coréia. O seu uso é reconhecido tradicionalmente como fontes de
produtos nutricionais e medicinais (CHAN et al., 2005; WACHTEL-GALOR et al., 2004).

Apesar de causarem prejuizos, afetando a producdo de borracha, ché, café, cacau,
entre outras culturas, as espécies de cogumelos, descritas como complexo de G. lucidum,
apresentam a importante funcdo ecolégica decompositora de arvores mortas, devido a sua
capacidade de degradar lignina e celulose (BUCHANAN, 2001).

No ocidente, o potencial terapéutico das especies de G. lucidum despertou a
atencdo pela comunidade cientifica nas ultimas décadas. Esse interesse € ocasionado por dois
motivos simples: o primeiro diz respeito ao uso pela populacdo ha centenas de anos, sem que
haja a ocorréncia aparente de efeitos colaterais. O segundo estd sendo evidenciado pelos
rescentes resultados cientificos que demonstram a ocorréncia de atividades farmacoldgicas
importantes, como: atividades antitumorais, antioxidantes e imunomoduladores; efeitos
hipocolesterolémico e hipoglicémico (CHAN et al., 2005; WACHTEL-GALOR et al., 2004;
TOMODA et al., 1986).

6.3 Composicao quimica de G. lucidum

A composicdo quimica de G. lucidum esta diretamente relacionada a condicdes de
cultivo, tipos de linhagem e fatores ambientais. A literatura descreve que entre 0s diversos
metabolitos existentes, os polissacarideos e 0s triterpenos tém destaques nesta espécie, devido
as atividades farmacologicas importantes que apresentam. Em vista disso, Rubel (2006)
comenta:

[...] Mais de 100 tipos de polissacarideos e mais de 100 tipos de triterpenos
ja foram isolados de G. lucidum. Porém, existem varias outras substancias de
baixo peso molecular presentes no corpo de frutificagdo e no micélio, como
proteinas, monossacarideos livres, oligossacarideos, aminoacidos, &cidos
organicos, esteroides, lipideos, cumarina e substancias tanicas. [...] Os
carboidratos de G. lucidum sdo constituidos principalmente por glicose e
manose. [...] Os lipideos incluem principalmente &cidos graxos insaturados
(>80%) e em menor quantidade &cidos graxos saturados, 0s quais estdo

localizados na membrana celular.
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A composicdo quimica de G. lucidum influencia diretamente as pesquisas frente a
seus diversos efeitos farmacoldgicos. Segundo Rubel (2006), a literatura descreve diversas
acdes farmacologicas: “diurético, hepatoprotetor, cardiotonico, nomalizador da pressdao
sanguinea,  hipoglicémico,  anticoagulante,  hipocolesterolémico,  antimicrobiano,
antiinflamatorio, antialérgico, antitumoral, antiviral, analgésico, etc”, atribuidas aos seus
metabdlitos existentes nesta espécie de fungo. Atualmente, as pesquisas buscam comprovar a
veracidade dessas atividades bioldgicas e relaciona-las aos principios ativos presentes.

A diversidade estrutural dos polissacarideos identificados em G. Lucidum é
bastante importante para promover a sua atividade imunomoduladora e antitumoral. Varias
pesquisas tém atribuido os seus efeitos farmacoldgicos como inibicdo da agregacao
plaquetaria, atividade antialergénica, antiandrogénica, anti-hipertensiva, antiviral e
antitumoral aos triterpenos presentes. Outras pesquisas sugerem que principios ativos
presentes, como os triterpenos, agem diretamente sobre a sinalizagao celular, interrompendo o
ciclo celular, promovendo a diferenciacdo ou a apoptose. (RUBEL, 2006).

Dentre as proteinas purificadas a partir de G. lucidum, algumas merecem
destaque. A primeira, denominada de Ling Zhi-8 (LZ-8), é uma proteina que se acredita
possuir efeitos mitogénico e imunossupressor. A literatura descreve ser um homodimero com
dois polipeptideos de 110 aminoacidos, peso molecular entre 13 a 17 kDa, contendo menos
que 2% de carboidrato e apresentando estruturas primaria e secundaria similares as
encontradas nas cadeias pesadas de imunoglobulinas. Devido a isso, pesquisadores sugeriram
que LZ-8 possa ser um ancestral protéico das imunoglobulinas. (RUBEL, 2006).

A segunda classe de proteinas importante trata-se das lectinas, presente nos seres,
incluindo bactérias, virus e fungos. Certos cogumelos sintetizaram lectinas com atividades
imunomoduladoras, antitumorais e citotoxicas. A literatura relatou lectina extraida de micélio
e corpo de frutificacdo de G. lucidum. As duas lectinas diferiram da proteina LZ-8,
apresentando peso molecular distinto e diferentes atividades de ligacdo a acUcares. Dentre as
atividades bioldgicas diretamente relacionadas as lectinas nos cogumelos, ao comparar nos
vegetais, sugerem-se sendo como material de reserva, com potencial funcdo de defesa contra
insetos e fungos. Lectinas contendo manose e N-acetilglucosamina agem nos estagios
primarios da fagocitose. Além disso, as lectinas estdo envolvidas na migracdo de linfocitos da
circulacdo para os 6rgéos linfoides. (RUBEL, 2006).

Rubel (2006) relatou ainda a presenca de outra classe de biomoléculas importantes

caracterizada como proteinas, as citocinas. Moléculas protéicas sollveis que apresentam uma
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diversidade de acBes biologicas, como efeito sobre o crescimento, a mortalidade, a

diferenciagéo e a funcao celular.
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7. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE Ganoderma lucidum

A prospeccdo quimica de cogumelos da espécie G. lucidum tem sido intensificada
nos Ultimos anos. Esses estudos visam principalmente a obtencdo de metabdlicos
biologicamente ativos que possam justificar o seu amplo uso popular.

O isolamento de substancias de natureza esteroidal a partir de um espécime de
G. lucidum justificou a necessidade da obtencdo de dados acerca desta classe de produtos
naturais, para uma melhor identificacdo estrutural das mesmas. Dessa forma, realizou-se um
amplo levantamento bibliografico nos Science Finder, Web of Science e Sciencedirect sobre a
ocorréncia de esterdides nesta espécie, alem da obtencdo de artigos que continham dados de
RMN'H e **C.

Foram encontrados 72 esteréides no levantamento bibliografico isolados na
espécie Ganoderma lucidum, disponiveis no Quadro 3 (p. 138-148), onde constam estruturas,
nomes e referéncias bibliograficas.

Percebe-se que a maioria dos esteroides isolados pertence a classe do ergostano ou

lanostano.
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Quadro 3: Esteroides isolados de Ganoderma lucidum

Estrutura Nome Referéncia
LIN et al., 2008.
22 =
ZIEGENBEIN;
HANSSEN;
KONIG, 2006.
SAKAGUCHI
dl R% RO- Ris e etal., 1999.
@ H H H H o1 Ergosta-7,22-dien-3p-ol.
: T Palmitato de ergosta-7,22-dien- HATTORI
O—C—(CHy)14—CH
@H H H H /H ae 3B-ila. et al., 1998.
@H H H H o) Ergosta-7,22-dien-3-ona.
@ OH OH W H . Ergosta-7,22-dien-23,30.,9a.- WON; LIN;
on triol. TOME, 1991.
O - linoleato
® H H H /H Linoleato de ergosta-7,22-dien-
3p-ila. WON; LIN;
© H ! } (OH TOME, 1990.
H Pentadecanoato de ergosta-
ot | 7:22-dien-3p-ila YOKOKAWA
" H H OH % : et al., 1987.
‘u Cerevisterol.
©® H H OCH; OH OH 3pB,5a-di-hidrdxi-63-

metoxiergosta-7,22-dieno.
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(14)

5a,8a-epidioxiergosta-6,22-
dien-3p-ol.

Linoleato de 5a,8a.-
epidioxiergosta-6,22-dien-3f3-
ila.

Ganoderal A.

Ganoderal B.

Genoderal A.

LIN et al., 2008.

WON; LIN;
TOME, 1990.
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(14) H
@)

(15) CH3\ (CH2)14)K‘;

Ergosterol.

Palmitato de ergostila.

Peroxido de ergosterol.

HATA et al.,
2001.

HATTORI
et al., 1998.

NGUYEN,
1995.

CHEN; WANG,;
YU, 1991.

WON; LIN;
TOME, 1990.

YOKOKAWA
et al., 1987.

KAC et al.,
1984.
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Rl= R2= SAKAGUCHI
19 P
(17) CH,OH Acido lucidénico O. etal., 1999.
i COOH
22
"CH,0H
(18) CHs 5’ 20 Lucidénico lactona.
18 » 0
20
21
2 _
= R= R= R's HATTORI
OAc _OH . -
(19) {OH o 7 % Acido ganodérico . etal., 1998,
H H H
OH .
200 O ~ OH H, 7 Acido ganodérico A.
‘N H

/,,’, 2
H H
H
A
@) 27 o P

Acido ganodérico B.

Acido ganodérico C1.

Acido ganodérico H.
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HATTORI
Ganoderiol A. et al., 1998.
(259 O \\\\\\\‘OH A CH20H Ganoderiol B.
H

24(25
(26) O H, A 29 CH,0OH Ganoderiol F.

WOH
@) o Ha \H OH  CHg Ganodermanontriol.

CAl et al., 1996.

7B-hidroxi-3,11,15-
trioxolanost-8(9)-eno-24,20-

lactona.
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CAl et al., 1996.
5a-lanosta-7,9(11)-dieno-
3pB,24,25,26-tetrol.
24(25
30) - |_|A ( )_ OH 5a-lanosta-7,9(11),24-trieno-
3p,26-diol.
/\ 24(25) ] ] .
31) - H i OH 5a-lanosta-7,9(11),24-trieno
3p,26,27-triol.
CHEN; WANG;
YU, 1991,

@ H H oH on 2"
H

(33) H WOH o O
N "

Ergosta-7,22-dien-3f3,5a.,63-
triol.
Ergosta-7,22-dien-3f3,5a.,6a.-

triol.

Ergosta-7,9,22-trien-3p,5a,60.-

triol.
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CHEN; WANG,;
Ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3- YU, 1991.
ona.
22 E
CHIANG; CHU,
8,9-epoxiergosta-5,22-dien- 1991.
3p,15-diol.
NISHITOBA,
Epoxiganoderiol A. SATO;
@37 SAKAMURA,
1988.

Epoxiganoderiol B.

Epoxiganoderiol C.
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CHO
CH3
NISHITOBA,
SATO;
3-0xo0-7a-hidroxilanost- SAKAMURA,
8(9),24-dienal. 1988.
(40)
NISHITOBA,
Ganodermenonol.
Acetato de ganodermenonol.
41) (42  (43) (44 45)  (46) Ganoderol B (Ganodermadiol). ARISAWA
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OH
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CO,H
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trioxolanost-8(9)-endico.
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3,11,15-trioxolanost-8(9)-
endico.
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TOTH et al.,
R= Rl= R: R’= R'= R’ 1983.
8(9) H H, OH .
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©) H PO O 0 oA Acido ganodérico V. TOTH; LUU;
H P
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6 X ATO {:H oAc Acido ganodérico X. 1983.
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oy £ H H Acido 30,15a-diacetil-7-

H N .-
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(68) /,,,OAC OH OAc Acido 3-0x0-7-hidroxi-15-
69 © OH OAc acetillanost-8(9),24-diendico. TOTH; LUU;
o 4 on Acido 30, 7-di-hidroxilanost- OURISSON,

1983.

R= R%=
OH
@ 4
H
OH
(72) \ OAc
H

8(9),24-diendico.

Acido 3p-hidroxilanost-
7,9(11),24-triendico.
Acido 3a-hidroxi-15-
acetillanost-7,9(11),24-

triendico.
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8. DETERMINAQAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUiMICOS FIXOS
ISOLADOS DE Ganoderma lucidum

8.1 Determinacéo estrutural G1

Apos tratamento cromatografico em gel de silica de EEGL (Item 10.5, p. 226), foi
isolada uma substancia denominada G1 (100,2 mg), na forma de um sélido branco amorfo,
homogéneo em CCDA, soltvel em cloroférmio.

O espectro de absorcdo na regido de infravermelho (Fig. 120) mostrou a absorcéo
em 2.940 e 2.870 cm™ referente & deformacéo axial da ligagdo C — H; absorcdo intensa em
1.719 cm™, caracteristica de deformacdo axial da ligagdo C = O; absorcées em 1.459 e 1.382
cm™ decorrente de deformacdes angulares da ligacdo C — H de grupo metila e absorgdo em
968 cm™ indicativa de deformacéo angular do grupo H — RC = CR’ — H (trans).

46,1 _
) AW
42 |
40 | . i 8 '

N !
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Figura 120: Espectro de IV (KBr) de G1

O espectro de RMN *C — CPD (Fig. 123, p. 154) de G1 revelou 28 linhas

espectrais. A absorcdo em 6 211,9 ppm é indicativa de carbonila de cetona, que corrobora
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com a absorcdo intensa de 1.719 cm™ no espectro de IV (Fig. 120, p. 150). Os quatro sinais
em 6 139,7; 135,8; 132,2 e 117,2 ppm fortalecem a idéia da presenca de carbonos olefinicos,
como previsto no espectro de IV a partir das absorcdes em 1.459 e 1.365 cm™ (Fig. 120,
p. 150). A analise comparativa com o espectro de RMN DEPT 135° (Fig. 124, p. 155)
revelou que os trés sinais (6 135,8; 132,2 e 117,2 ppm) representam carbonos metinicos (CH).
Além disso, indica a presenca de quatro carbonos ndo hidrogenados (C). Destes, 0s sinais em
& 211,9 e 5 139,7 ppm sdo, respectivamente, de carbono carbonilico e carbono olefinico. A
comparacdo destes espectros revelou ainda a presenca de dez carbonos metinicos (CH), oito
carbonos metilénicos (CHy>) e seis carbonos metilicos (CH3), conforme Tabela 16.

Tabela 16: Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCls, 75 MHz) de G1

por padréo de hidrogenagéo

C CH CH, CHs
211,9 135,8 44,4 21,3
139,7 132,2 39,5 20,1
43,5 117,2 39,0 19,8
34,6 56,1 38,3 17,8
55,2 30,2 12,6
49,0 28,3 12,3
43,1 23,1
43,0 21,9
40,7
33,3

C=0 4HC =

C=

C,0 CioH1o CeHe CeHis

TOTAL CasHuO

Os dados da Tabela 16 permitiram deduzir a formula molecular CjgH440,
demonstrando indice de oxidacdo baixo. Além disso, o indice de deficiéncia de hidrogénio
(IDH) sete é compativel com esterdides, devido a presenca de quatro aneis, com duas ligacfes

duplas de carbonos olefinicos e outra ligacdo dupla de carbonila.
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O espectro de RMN *H de G1 (Fig. 122, p. 154) corroborou com os dados de
RMN *3C com absorc8es na regido em &y 5,25-5,10 ppm, correspondente a hidrogénio na
regido de duplas. O espectro de RMN *H ainda mostrou sinais de grupos alquilas
caracteristicos de esterdides na regido entre 2,20 e 0,58 ppm. Entre estes sinais, seis
correpondentes a grupo metila (CHs), todos ligados a carbonos sp®, como é esperado para
compostos esteroidais. Este fato, evidenciou-se através dos dois sinais singletos 64 1,02 e 0,58
ppm, sendo dois singletos (1,02 e 0,58) e quatro dubletos [1,03 (7.1 Hz); 0,92 (6.8 Hz); 0,84
(7.2 Hz) e 0,83 (7.1 Hz)].

Os dados de correlagdo do composto G1 sdo apresentados na Tabela 17 (p. 153),
incluindo dados bidimensionais e comparacéo com a literatura (HOSTETTMANN; KELLER,;
MAILLARD, 1996). Com esses dados espectroscopicos observados e comparacdo com dados
do composto ergosta-7,22-dien-3-ol (HOSTETTMANN; KELLER; MAILLARD, 1996) foi
possivel propor para G1 um composto com esqueleto esteroidal, contendo uma carbonila,
duas duplas e uma cadeia lateral em C-17.

Analisando os dados da Tabela 17 (p. 153), as diferencas significativas entre os
carbonos ndo funcionalizados foram observadas para os carbonos C-1, C-2, C-4 e C-5. Fato
bastante previsivel, devido a modificacdo do carbono C-3 para carbonila, que apresenta efeito
anisitropico de desprotecdo mais acentuado que o carbono ligado a hidroxila.

Os dados obtidos em comparacdo com os dados da literatura permitiram
identitificar G1 como sendo o esterdide ergostano de nome ergosta-7,22-dien-3-ona,

conforme ilustra a Figura 121.

Figura 121: Estrutura de G1

O espectro de massas (Fig. 125, p. 155) corroborou com a estrutura proposta
apresentando ion molecular 396. Uma proposta para fragmentagdo do espectro de massas €é

apresentada na Figura 126 (p. 156).
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Tabela 17: Dados de RMN *H e **C de G1, comparando-se com dados da literatura
(HOSTETTMANN; KELLER; MAILLARD, 1996), com correlac&o heteronuclear *H-"*C-COSY-'Jcy
(HMQC) e *H-*C-COSY-"Jcy (HMBC)*

Gl Literatura
(CDCls)
HMQC HMBC
oc O 2JCH 3JCH oc

C

3 211,9 - -

8 139,7 - 139,6
10 34,6 - 3H-19 34,2
13 43,5 - 3H-18 43,3
CH

3 - - H-2a; H-4b 71,0

5 43,1 1,85 H-7 40,2

7 117,22 5,25-5,10 (m) 117,4

9 49,1 1,75 3H-19 49,4
14 55,2 1,85 3H-18 55,1
17 56,2 1,29 3H-18; H-20; 3H-21 55,9
20 40,7 2,23 3H-21; H-22 H-23 40,5
22 1358 5,25-5,10 (m) H-20; H-23 3H-21; H-24 135,1
23 132,2 5,25-5,10 (m) H-22 H-20; H-25; 3H-28 131,9
24 43,0 1,85 H-23; H-25; 3H-28 H-22; 3H-26; 3H-27 42,8
25 33,3 1,45 3H-26; 3H-27 3H-28 33,1
CH2

1 39,0 2,12; 1,45 37,1

2 38,3 2,45; 2,30 29,6
4 44.4 2,05 38,0

6 30,2 1,85 H-5 31,5
11 21,9 1,60 21,5
12 39,5 2,12 3H-18 39,4
15 23,1 1,50; 1,35 H-16b H-14 22,9
16 28,3 28,1

CH;

18 12,3 0,58 (s) H-12b; H-14 12,1
19 12,6 1,02 (s) 13,0
21 21,3 1,03 (d, 7.1) H-22 21,1
26 19,8 0,84 (d, 7.2) 19,6
27 20,2 0,83 (d, 7.1) 19,9
28 17,8 0,92 (d, 6.8) H-23; H-25 17,6

* Deslocamento quimico em S¢ e 8y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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Figura 122: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de G1
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Figura 123: Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) de G1
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Figura 124: Espectro de RMN *C — DEPT 135° (75 MHz, CDCl5) de G1
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Figura 125: Espectro de massas de G1 (70 eV)
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Figura 126: Proposta de fragmentacéo de G1
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8.2 Determinacéo estrutural de G2-G3

Apos tratamento cromatografico em gel de silica flash de GLHD (ltem 10.5.3,
p. 228), foi isolada um material denominado G2-G3 (70,0 mg), na forma de um soélido branco
amorfo, homogéneo em CCDA, solivel em piridina

No espectro de absorgédo na regido de infravermelho IV (Fig. 127), observaram-se
bandas em 3.416 cm™, caracteristica de deformacdo axial O — H; em 2.957 e 2.872 cm™,
referentes & deformacao axial da ligacdo C — H; absorcdo em 1459 e 1372 cm™ decorrente de
deformacdes angulares da ligacdo C — H de grupo metila; em 1.039 cm™, caracteristica de
deformacéo angular de C — O — H de alcool e absorcdo em 971 cm™ indicativa de deformagéo

angular do grupo H — RC = CR’ — H (trans).
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Figura 127: Espectro de IV (KBr) de G2-G3

O espectro de RMN 'H de G2-G3 (Fig. 129, p. 161) exibiu sinais na faixa
compreendidos entre & 2,15-0,64 ppm, indicativo de composto de esqueleto esteroidal;
apresentou ainda multipleto em & 3,99-3,97 ppm caracteristico de hidrogénio carbindlico; um
multipleto entre 6 5,34 -5,25 ppm, semelhante ao composto G1, caracteristico de hidrogénios
olefinicos. Este espectro também revelou dois sinais largos em 6 5,72 e 553 ppm
caracteristico de hidrogénios olefinicos.

O espectro de RMN **C — CPD (Fig. 130, p. 161) apresentou sinais dobrados
caracteristicos de mistura. Este espectro revelou oito sinais em 6 141,0; 140,5; 139,3; 135,9;
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135,8; 131,8; 119,3; 117,7 e 116,8 ppm presentes na regido de carbonos olefinicos. A analise
comparativa do espectro de RMN **C — CPD e DEPT 135° (Fig. 131, p. 162) mostrou que
somente 0s quatros sinais mais desprotegidos (141,0; 140,5; 139,3 e 135,9 ppm) tratavam de
carbonos ndo hidrogenados, enquanto que os sinais em 6 135,8; 131,8; 119,3; 117,7 e 116,8
ppm tratam-se de carbonos metinicos (CH). Entretanto, estes dois Gltimos sinais também
sugerem tratar-se de uma mistura de dois compostos com estruturas intimimante relacionadas,
ou seja, s@o sinais pertecentes ao mesmo tipo de carbono, sendo que o sinal em 6 116,8 ppm
pertence ao composto majoritario. Caso semelhante, é percebido através dos dois sinais
presentes em 6 70,0 e 69,6 ppm com intensidades diferentes, caracteristicos de carbonos
carbindlicos, sugerindo tratar-se de uma mistura de dois compostos, sendo que a substancia
que contem o sinal em & 69,6 ppm podera estar em maior proporcdo. Este ultimo dado,
corrobora com as absorc¢des em & 4 3,99 e 3,97 (m) ppm para hidrogénio (H-3), bem como a
absorcdo intensa de 3.416 cm™ no espectro de IV (Fig. 127, p. 157). Através das integracdes
destes dois sinais multipletos no espectro de RMN *H (Fig. 129, p. 161), pode-se propor a
relacdo entre os dois compostos de 66,99/33,01 %, sendo 0 composto com absor¢do em 9§ y
3,99 (m) o majoritario.

A anélise comparativa dos espectros de RMN *C — CPD (Fig. 130, p. 161) e
DEPT 135° (Fig. 131, p. 162) revelou que o composto majoritario G2 apresentou quatro sinais
(6 141,0; 140,5; 42,8 e 34,2 ppm) para carbonos ndao hidrogenados; onze sinais (3 135,9;
131,8; 119,3; 116,8; 69,8; 55,7; 54,7; 46,5; 43,0; 40,7 e 33,2 ppm) representam carbonos
metinicos (CH); sete sinais (6 41,9; 39,2; 38,9; 32,9; 32,9; 28,6 e 23,3 ppm) para carbonos
metilénicos e seis sinais (6 21,3; 20,1; 19,8; 17,8; 16,5 e 12,1 ppm) para carbonos metilicos,
conforme Tabela 18 (p. 159).

Ao analisar a Tabela 19 (p. 160), percebeu-se que ha similaridade enorme entre 0s
dois compostos G2 e G3, sendo que os dados de correlacdo da mistura G2-G3 estdo
apresentados, incluindo dados bidimensionais e comparagdo com a literatura
(HOSTETTMANN; KELLER; MAILLARD, 1996). Com esses dados espectroscopicos
observados e comparagdo com dados do composto ergosta-7,22-dien-3-ol (HOSTETTMANN;
KELLER; MAILLARD, 1996) foi possivel identificar G2-G3 como esterdides ergostano,
respectivamente, com nomes ergosta-5,9,22-trien-33-ol e ergosta-5,22-dien-33-ol, conforme
ilustra Figura 128 (p. 159).
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Tabela 18: Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCls, 125 MHz) de G2
por padréo de hidrogenacéo

C CH CH; CHs;
141,0 135,9 41,9 21,3
140,5 131,8 39,2 20,1
42,8 119,3 38,9 19,8
34,2 116,8 32,9 17,8

69,8 32,9 16,5
55,7 28,6 12,1
54,7 23,2
46,5
43,0
40,7
33,2
C= 4HC=
1HC-OH
Cq C11H1,OH C7H1s CeHas
TOTAL C2sH440

G2 G3
Figura 128: Estruturas dos componentes da mistura G2-G3

O espectro de massas (Fig. 132, p. 162) corroborou com a estrutura proposta ao
apresentar ion molecular m/z 396. O pico do ion molecular m/z 398, correpondente a
substancia G3, foi percebida no espectro de massas, porém com intensidade bastante inferior a

G2, devido a sua proporgdo ser menor na mistura.
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Tabela 19: Dados de RMN *H e **C da mistura G2-G3, comparando-se com dados da literatura
(HOSTETTMANN; KELLER; MAILLARD, 1996), com correlac&o heteronuclear *H-"*C-COSY-'Jcy

(HMQC) e 'H-*C-COSY-"Jcy (HBMC).*

G2
HMQC
oc OH
141,0 -
140,56 -
34,2 =
42,8 -
69,8 3,99 (m)
119,3 5,72 (sl)
46,5 1,97
116,8 5,53 (sl)
54,7 1,92
55,7 1,28 (m)
40,7 2,08 (M)
135,8 5,27
131,8 5,32
43,0 1,94 (m)
332 1,52 (m)
32,9 2,15-1,76
38,9 1,28-1,24
41,9 2,82 (dl, 12.4)
2,69 (t, 12.4)
32,9 2,15-1,76
39,2 2,08-1,94
23,3 1,62-1,47
28,6 1,80-1,39
12,1 0,71 (s)
16,5 1,07 (5)
213 1,12 (d, 6.0)
20,1 0,91 (d, 5.9)
19,8 0,90 (d, 6.0)
17,8 1,01 (d, 6.7)

HMBC
2\JCH SJCH
H-4a, H-6 3H-19
3H-19
3H-19
H-16a
H-42
3H-18
3H-18; 3H-21
3H-21; H-22
H-23 3H-21
H-22 3H-28
3H-26; 3H-27
3H-26; 3H-27 3H-28
3H-18

G3

HMQC

ocC

139,34

34,2
42,7

70,2

117,7
46,5
49,7
55,3
56,0
40,7

135,9

131,8
43,4
33,2

32,4
39,0
41,2

30,0
21,7
39,6
23,2
28,5

12,2
16,5
21,3
20,1
19,8
17,8

On

3,97 (m)

1,70

1,62

Literatura
(CDCly)

oc

139,6
34,2
43,3

71,0
40,2

117,4

49,4
55,1
55,9
40,5
135,1
131,9
42,8
33,1

37,1
29,6
38,0

31,5

21,5
39,4
22,9
28,1

12,1
13,0
21,1
19,6
19,9
17,6

* Deslocamento quimico em S¢ e &y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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Figura 129: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) da mistura G2-G3
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Figura 131: Espectro de RMN *C — DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) da mistura G2-G3
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Figura 132: Espectro de massas de G2-G3 (70 eV)
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8.3 Determinacéo estrutural de G4

Apos tratamento cromatografico em gel de silica de GLHE, (Item 10.5.4, p. 228),
foi isolada uma substancia denominada G4 (22,0 mg), na forma de um sélido branco amorfo,
homogéneo em CCDA, soluvel em piridina.

No espectro de absorgédo na regido de infravermelho IV (Fig. 133), observaram-se
bandas em 3.400 cm™, caracteristica de deformacdo axial O — H; em 2.955 e 2.872 cm™,
referentes & deformacéo axial da ligacdo C — H; absorcdo em 1.458 e 1.375 cm™ decorrente de
deformag@es angulares da ligagio C — H de grupo metila; em 1.074 e 756 cm™, indicativas de
deformacéo angular de C — O — H e absorcdo em 969 cm™ caracteristica de deformacéo
angular do grupo H — RC = CR’ — H (trans).
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Figura 133: Espectro de IV (KBr) de G4

O espectro de RMN *H de G4 (Fig. 136, p. 167) mostrou-se bastante semelhante
aos espectros ja comentados anteriormente, exibindo sinais na faixa compreendidos entre &
2,45-0,77 ppm, caracteristicos de composto de esqueleto esteroidal. Este espectro apresentou
ainda um sinal multipleto em & 4,39 ppm caracteristico de hidrogénio carbindlico; que
corroborou com as absorcBes em 3.400, 1.074 e 756 cm™ observadas no espectro de 1V

(Fig. 133); além de, dois dubletos em & 6,55 e 6,33 ppm, caracteristico de hidrogénios
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olefinicos, com constantes de acoplamentos iguais (J =8,4 Hz), confirmando o acoplamento
entre si, que segundo Silverstein e colaboradores (1994) é tipico de hidrogénios de ligacéo
dupla com configuracdo cis. Além disso, conforme a literatura (GUNATILAKA et al., 1981),
cujo composto esta representado na Figura 134, o H-3 apresenta deslocamento em &y 3,90
(m), o H-6 em 645,94 (d, J =8,3 Hz) e 0 H-7 em 646,28 (d, J = 8,3 Hz).

Figura 134: Estrutura com esqueleto esteroidal (GUNATILAKA et al., 1981)

No espectro de RMN *C — CPD (Fig. 137, p. 168), observaram-se 28 linhas
espectrais; sendo quatro sinais em 6 136,5; 136,2; 132,6 e 131,2 ppm tipicos de sinais na
regido de carbonos olefinicos. A analise comparativa do espectro de RMN **C — CPD e DEPT
135° (Fig. 138, p. 168) mostrou que estes quatros sinais mais desprotegidos tratavam de
carbonos metinicos (CH), assim como os sinais em 6 66,1; 56,6; 52,4; 52,2;43,3; 40,3 e 33,6
ppm; revelou ainda que os sinais em & 39,9; 38,5; 35,7; 31,5; 29,3; 23,9 e 21,0 ppm
correspondem a carbonos metilénicos (CH,) e os sinais em ¢ 21,0; 20,4; 20,1; 18,6; 18,1 e
13,3 ppm representam carbonos metilicos (CH3).

A analise desses dados sugeriu que os trés sinais em 6 82,6; 79,6 e 66,1 ppm
correspondem a carbonos saturados ligados a oxigénio, possivelmente hidroxilas,
corroborando com as absorc¢des, no espectro de IV (Fig. 133, p. 163), em 3.400, 1.074 e 756
cm™. Além disso, o sinal em & 66,1 ppm, corroborou com o multipleto observado no espectro
de RMN 'H (Fig. 136, p. 167) em &4 4,39 ppm, caracteristico de hidrogénio (H-3)
carbindlico. A diferenca entre os deslocamentos quimicos de C-3 presente no composto G4 e
no composto da literatura (HOSTETTMANN; KELLER; MAILLARD, 1996), de acordo com
Tabela 21 (p. 166), sugeriu que a estereoquimica da hidroxila seja alfa (o). O composto G4
apresenta quatro carbonos ndo hidrogenados, onze carbonos metinicos (CH), sete carbonos

metilénicos (CH) e seis carbonos metilicos (CH3), conforme Tabela 20 (p. 165).
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Tabela 20: Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCls, 125 MHz) de G4
por padréo de hidrogenacéo

C CH CH; CHjs
82,6 136,5 39,9 21,0
79,6 136,2 38,5 20,4
45,0 132,6 35,7 20,1
37,7 131,2 315 18,6

66,1 29,3 18,1
56,6 23,9 13,3
52,4 21,0
52,2
43,3
40,3
33,6
2C-0OH 4HC=
1 HC -OH
C4(OH), Cyu;Hy;;,OH CrHyq CeHas
TOTAL C2sH4603

A analise da Tabela 20 permitiu deduzir a formula molecular CygHs60s3,
demonstrando indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) seis que € compativel com
esterdides, devido a presenca de quatro anéis, com duas ligacdes duplas de carbonos
olefinicos. O espectro de massas (Fig. 139, p. 169) corroborou com esta proposta de formula
molecular para G4 ao apresentar o pico do ion molecular com m/z 430.

Os dados de correlagdo do composto G4 estdo apresentados na Tabela 21 (p. 166),
incluindo dados bidimensionais e comparacao com a literatura (HOSTETTMANN; KELLER,;
MAILLARD, 1996). Com esses dados espectroscopicos observados em comparagdo com
dados do composto ergosta-7,22-dien-3-ol (HOSTETTMANN; KELLER; MAILLARD,
1996), foi possivel propor para G4 um composto com esqueleto esteroidal, contendo uma

hidroxila no C-3, duas liga¢des duplas e uma cadeia lateral em C-17.
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Tabela 21: Dados de RMN *H e **C de G4, comparando-se com dados da literatura
(HOSTETTMANN; KELLER; MAILLARD, 1996), com correlac&o heteronuclear *H-"*C-COSY-'Jcy
(HMQC) e 'H-*C-COSY-"Jcy (HBMC).

G4 Literatura
(CDCly)
HMQC HMBC
oc O 2JCH 3JCH oc

C

5 82,6 - 2H-4; H-6 H-7 -

8 79,6 - H-7 H-6 139,6
10 37,7 - 3H-19 H-6 34,2
13 45,0 - 3H-18 43,3
CH

3 661 4,39 (m) 2H-4 71,0

5 - - 40,2

6 136,5 1,85 -

7 1312 5,25-5,10 (m) 117,4

9 52,2 1,75 3H-19 49,4
14 52,4 1,85 H-7; 3H-18 55,1
17 56,6 1,29 3H-18; 3H-21 55,9
20 40,3 2,23 3H-21 40,5
22 1362  5,25-510 (m) 3H-21 135,1
23 1326  5,25-510 (m) 3H-28 131,9
24 43,3 1,85 3H-28 3H-26; 3H-27 42,8
25 33,6 1,45 3H-26; 3H-27 3H-28 33,1
CH2

1 35,7 2,12; 1,45 3H-19 37,1

2 31,5 2,45; 2,30 29,6

4 38,5 2,05 38,0

6 - - - 31,5
11 21,0 1,60 21,5
12 39,9 2,12 3H-18 39,4
15 23,9 1,50; 1,35 H-16b 22,9
16 29,3 28,1
CH;

18 133 0,58 (s) 12,1
19 186 1,02 () 13,0
21 21,0 1,03 (d, 7.1) 21,1
26 20,4 0,84 (d, 7.2) 19,6
27 20,1 0,83 (d, 7.1) 19,9
28 18,1 0,92 (d, 6.8) 17,6

* Deslocamento quimico em §¢ e 5y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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Com esses dados espectroscopicos observados em comparacdo com dados da
literatura (HOSTETTMANN; KELLER; MAILLARD, 1996), bem como os disponiveis de
G1 e G3, foi possivel identificar G4 como sendo esterdide ergostano, denominado de ergosta-

6,22-dien-3a, 5a, 8a-triol, conforme ilustra Figura 135.

Figura 135: Estrutura de G4
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Figura 138: Espectro de RMN *C — DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de G4
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Figura 139: Espectro de massas de G4 (70 eV)
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8.4 Determinacao estrutural de G5

Apds tratamento cromatografico em gel de silica de GLHC (Item 10.5.2, p. 227),
foi isolada uma substancia denominada G5 (22,1 mg), na forma de um sélido branco amorfo,
homogéneo em CCDA, soltvel em cloroférmio.

No espectro de absor¢do na regido de infravermelho IV (Fig. 140), observaram-se
bandas em 1.700 cm™, caracteristica de deformacdo axial C = O de carbonila de cetona
conjugada; em 2.957 e 2.869 cm™, resferentes & deformacéo axial da ligagdo C — H; absorcao
em 1.458 e 1.382 cm™ decorrentes de deformacdes angulares da ligacdo C — H de grupo

metila.

S
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Figura 140: Espectro de IV (KBr) de G5

O espectro de RMN *H de G5 (Fig. 142, p. 174) também se mostrou bastante
semelhante aos espectros j& comentados anteriormente, exibindo sinais na faixa
compreendidos entre 6 2,51-0,83 ppm, caracteristicos de compostos com esqueleto esteroidal,
apresentou ainda sinais em ¢ 5,27 ppm (dd, J; = 15,3; J; = 8,1 Hz) e em & 5,22 ppm
(dd, J; = 15,3; J, = 7,3 Hz), caracteristicos de hidrogénio olefinico, com integracdo para dois

hidrogénios. A partir desta primeira constante de acoplamento (J;), entre esses dois
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hidrogénios olefinicos, cujo valor estad compreendido entre 12-18 Hertz, segundo Silverstein e
colaboradores (1994), sugeriu-se que os hidrogénios apresentam configuracao trans.

O espectro de RMN H (Fig. 142, p. 174) ainda revelou dois sinais dubletos em
66,61 (J=95Hz)es 6,03 ((J=29,5Hz) ppm, cada um com integracdo para um hidrogénio,
na regido de hidrogénios olefinicos. A confirmacdo dos valores iguais de acoplamento entre
estes hidrogénios confirmam que ha correlacdo entre estes nucleos, sendo que, segundo
Silverstein e colaboradores (1994), este valor é tipico de hidrogénios de ligacdo dupla com
configuracéo cis. Além disso, também na mesma regido de hidrogénios olefinicos, apresentou
um singleto em 6 5,74 ppm, com integracdo para um hidrogénio, sugerindo uma ligagéo dupla
trissubstituida, com nenhum outro hidrogénio a trés ligacbes na vizinhanga. Na regido
caracteristica da presenca de hidrogénios metilicos, compreendida entre 6 1,07-0,83 ppm,
observou-se a existéncia de dois sinais singletos (6 1,00 e 0,97 ppm) e quatro sinais dubletos
(6 1,07;0,94; 0,85 e 0,84 ppm) (Fig. 143, p. 174).

No espectro de RMN *C — CPD (Fig. 144, p. 175), observaram-se 28 linhas
espectrais; dos quais um sinal em & 199,7 ppm, caracteristico de carbonila de cetona que
corroborou com a absorgdo observada no espectro de 1V em 1.700 cm™ (Fig. 140, p. 170) de
carbonila de cetona conjugada; oito sinais em & 164,6; 156,3; 135,2; 134,2; 132,7; 124,6;
124,6; 123,2 ppm na regido de carbonos olefinicos. A analise comparativa do espectro de
RMN *C — CPD e DEPT 135° (Fig. 145, p. 175) mostrou que, em relacéo a estes oito sinais
de carbonos olefinicos, os sinais em 6 164,6; 156,3 e 124,6 ppm correspondem a carbonos nao
hidrogenados e os cinco sinais em & 135,2; 134,2; 132,7; 124,6 e 123,2 ppm tratavam de
carbonos metinicos (CH). Além disso, hd mais dois sinais de carbonos ndo hidrogenados (C),
ndo funcionalizados, em 6 44,2 e 36,9 ppm; assim como, mais cinco sinais de carbonos
metinicos (CH), ndo funcionalizados, em & 55,9; 44,7; 43,0; 39,7 e 33,3 ppm. Esta analise
revelou ainda os sinais em 6 35,8; 34,5; 34,5; 27,9; 25,5 e 19,4 ppm correpondem a carbonos
metilénicos (CH;), e os sinais em & 21,6; 20,4; 20,0; 19,3; 18,0 e 17,0 ppm representam
carbonos metilicos (CH3). Com isso, conforme descreve a Tabela 22 (p. 172), o composto G5
apresenta cinco carbonos ndo hidrogenados, dez carbonos metinicos, seis carbonos

metilénicos e seis carbonos metilicos.
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Tabela 22: Deslocamentos quimicos () de RMN **C (CDCls, 125 MHz) de G5
por padréo de hidrogenacéo

C CH CH; CH;
199,7 135,2 358 21,6
164,6 134,2 34,5 20,4
156,3 132,7 34,5 20,0
124,6 124,6 27,9 19,3
44,2 123,2 25,5 18,0
36,9 55,9 19,4 17,0

447

43,0

39,7

333

3C=C 5HC=C

1C=0

CSO C10H10 C6H12 C6H18
TOTAL CagHaeO

A andlise da Tabela 22 permitiu deduzir a formula molecular C;sH400,
demonstrando indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a nove, que é compativel com
esterdides, devido a presenca de quatro anéis, com quatro ligacdes duplas de carbonos
olefinicos e a presenca de uma carbonila. O espectro de massas (Fig. 146, p. 176) corroborou
com a estrutura proposta ao apresentar pico do ion molecular com m/z 392.

Os dados de correlagdo do composto G5 estdo apresentados na Tabela 23 (p. 173),
incluindo dados bidimensionais e comparacdo com 0 composto ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-
3-ona (MARINHO, 2006).

Esses dados espectroscopicos observados em comparacdo com dados da literatura
(MARINHO, 2006), permitiram identificar G5 como um esterdide, com nome de ergosta-

1,4,8(14),22-tetraen-3-ona, conforme ilustra a Figura 141.




Capitulo 8: Determinag&o Estrutural Tese de Doutorado Souza, J.S.N 173

Tabela 23: Dados de RMN 'H e *C de G5, comparando-se com dados da literatura (MARINHO,
2006), com correlacio heteronuclear *H-"*C-COSY-"J¢y (HMQC) e 'H-"*C-COSY-"J¢ (HBMC).

G5 MARINHO, 2006
(CDCly)
HMQC HMBC HMQC

oc On 2JCH 3JCH ocC Oy
C
3 199,7 - 199,3 -
5 164,6 - 3H-19 164,2 -
8 124,6 - 1245 -
10 36,9 - 3H-19 36,8 -
13 44,2 - 3H-18 44,1 -
14  156,3 - 3H-18 156,0 -
CH
1 134,2 6,61 (d, 9.5) 3H-19 -
2 124,6 6,03 (d, 9.5) -
4 123,2 5,74 (s) 123,1 5,72 (s)
6 - - 1245 6,01 (d, 9.4)
7 - - 133,9 6,60 (d, 9.4)
9 44,7 2,15 H-1; 3H-19 44,5
17 55,9 1,29 3H-18; 3H-21 55,8
20 39,7 2,15 3H-21 H-23 39,2
22 1352 5,22 (dd, 15.3, 7.3) 3H-21 135,0 5,22 (m)
23 132,7 5,27 (dd, 15.3, 8.1) 3H-28 132,6 5,22 (m)
24 43,0 1,89 3H-28 3H-26; 3H-27 42,9
25 33,3 1,50 3H-26; 3H-27 3H-28 33,1
1 - - 34,1
2 - - 34,2
6 25,5 2,50-2,30 -
7 34,5 2,60-2,25 -
11 19,4 1,70-160 19,0
12 35,8 2,08-1,30 3H-18 35,7
15 34,5 2,05-1,80 25,4
16 27,9 1,82-1,50 21,7

CH;

18 19,3 0,97 (s) 19,0 0,95 (s)
19 17,0 1,00 (s) 16,7 0,98 (s)
21 21,6 1,07 (d, 6,6) 21,2 1,05 (d, 6.7)
26 20,4 0,85 (d, 7.0) 20,0 0,82 (d, 6.8)
27 20,0 0,84 (d, 6.9) 19,7 0,84 (d, 6.8)
28 18,0 0,94 (d, 6.7) 17,6 0,92 (d, 6.8)

* Deslocamento quimico em S¢ e 5 (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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9. RESULTADOS E DISCUSSOES DAS SINTESES DE DERIVADOS ESTEROIDAIS

Estudos mostrando a relagdo estrutura quimica/atividade bioldgica de esterdides
encontram-se bem representados na literatura, onde modificagOes estruturais sdo obtidas
objetivando a potencializacdo da acdo farmacoldgica do composto (DJERASSI, 1963;
FIESER; FIESER, 1959; MOREIRA, 2008).

O esterdide G1 foi obtido em quantidade significativa a partir do extrato etandlico
de G. lucidum. Por apresentar em sua estrutura funcdo oxigenada na posicdo C-3 e duplas
ligacbes no anel B e na cadeia lateral, optou-se por realizar uma série de derivados
funcionalizando o esteroide, especialmente na funcéo oxigenada localizada em C-3. Dentre 0s
derivados, programou-se a reducdo da carbonila, esterificagdes do alcool obtido, além da
obtencdo de oximas na carbonila. Um esquema reacional para obtencdo dos derivados pode
ser visto na Figura 147.

G1.2
CHs CaoHs802
A 440.71
0”0
wZO/Piridina =

W HCOOH/HCIO,
Gl.4
Gl1 CogHse0O
Co9Hs602 398.67
426.68

NH30H/CI
Cst44O =
396.66
G1.3
H
<N CagHasNO
411.67

Figura 147: Esquema reacional de obtencéo de derivados esteroidais de G1

A obtencdo desses esterodides teve como objetivo de sintetizar novos derivados da
substéncia ergosta-7,22-dien-3-ona, com disponibilizagdo de dados espectroscopicos e com

possibilidades de apresentar atividades bioldgicas diferenciadas.
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9.1 Redugéo de G1

Os derivados obtidos através da reducdo da carbonila em C-3 do composto
ergosta-7,22-dien-3-ona estdo representados no esquema reacional na Figura 148 a seguir. A
reacdo de reducdo foi realizada com NaBH; com bom rendimento (64%), obtendo-se
conforme esperado dois produtos, um com o grupo hidroxila em posi¢do alfa e outro na
posicao beta.

28

27

CogHs60
398.676
GL1 SOLUBILIDADE CHCl,

3p-OH
G1.1p
Figura 148: Reducdo de G1

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho 1V (Fig. 154, p. 184),
observaram-se bandas em 3.426 cm™, caracteristico de deformagdo axial O — H; em 2.956 e
2.867 cm™, caracteristicos de deformacdo axial de C — H; absorcdo em 1.458 e 1.378 cm™
decorrente de deformacdes angulares da ligagdo C — H de grupo metila; em 1.045 cm™,
caracterfstico de deformacdo angular de C — O — H de &lcool e absorcdo em 967 cm™
caracteristico de deformacéo angular do grupo H — RC = CR’ — H (trans).

Na analise em RMN 'H (151, p. 182), o deslocamento quimico em & 3,60 ppm
(1H, m, CH-3) permitiu verificar a presenca da hidroxila ligada ao carbono C-3, confirmando
a formagé&o do produto desejado.

Na analise em RMN **C (152, p. 183), a auséncia de sinais proximo de & 210
ppm, referente a carbono carbonilico de cetona, corroborou com a proposta de formacéo do
alcool desejado a partir da reducdo da carbonila C-3. A duplicagdo de alguns sinais permitiu
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propor a formacao de dois compostos. A diferenca na intensidade dos dois picos & 66,69 (C-3,
o - OH) e 71,28 (C-3, B - OH) ppm apoiou a idéia de formagdo de dois compostos,
demonstrando a predominancia do produto com grupo OH na posicdo beta. A analise
comparativa do espectro de RMN **C com o espectro de RMN **C-DEPT 135° (Fig. 153,
p. 183) confirmou de forma clara a auséncia de carbono carbonilico.

Os dados de correlagdo do composto G1.1 s&o apresentados na Tabela 24 (p. 181),
incluindo dados bidimensionais e comparagdo com a literatura. Comparando-se 0s
deslocamentos quimicos no carbono C-3 entre os compostos G1 e G1.1, percebe claramente
que, na substancia G1.1, na qual apresenta a hidroxila, ocorre uma desprotecdo menor neste
carbono (5 71,28 ppm), uma vez que este nucleo, na substancia G1, estd na forma de
carbonila (6 211,97 ppm). Nos carbonos C-2 e C-4, para a substancia G1, seus deslocamentos
quimicos s@o maiores que no composto G1.1, devido ao efeito anisotropico de desprotecéo da
carbonila (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994). O ndcleo de C-4, comparando-se
ao C-2, nos dois compostos, estad mais desprotegido, devido ao efeito  de desprotecao do anel
esteroidal B (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994), conforme demonstra a
Figura 149.

CHs
(3832 19
\ H 1 10 1LH111,1‘1L
H/? 5
’ | Gl
(71,28 H , ) (44,43)
(211,97)

Figura 149: Comparacéo dos deslocamentos quimicos (8) nos C-2, C-3 e C-4,

nas substancias G1.1 e G1

O espectro de massas (Fig. 155, p. 184) corroborou com a estrutura proposta
apresentando ion molecular com m/z 398, ou seja, duas unidades a mais que 0 composto de
partida. Uma proposta para fragmentacdo do espectro de massas foi apresentada na Figura
156 (p.185).
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Tabela 24: Dados de RMN *H e **C de G1.1, comparando-se com dados de G1 e Mo-1 (Literatura),
com correlacdo heteronuclear *H-"*C-COSY-'Jcy (HMQC) e 'H-2*C-COSY-"J¢ (HMBC).*

Gl.1 Gl
HMQC

o¢c On 2JCH ocC Oy

- - 211,97 -
139,78 - 139,72 -
34,48 - 3H-19 34,62 -
43,55 - 3H-18 H-15b; H-16a 43,50 -
71,28 3,60 (m) H-2a; H-4b - -
40,52 1,40 H-7 43,10 1,85
117,78 5,15 (m) 117,22  5,25-5,10 (m)
49,73 1,64 3H-19 49,12 1,75
55,36 1,82 3H-18 55,24 1,85
56,25 1,28 3H-18; H-20; 3H-21 56,20 1,29
40,67 1,99 3H-21; H-22 H-23 40,67 2,23
135,91 5,17 (dd, 15.3, 7.6) H-20; H-23 3H-21; H-24 135,79  5,25-5,10 (m)
132,15 5,22 (dd, 15.3, 7.0) H-22 H-20; H-25; 3H-28 132,22  5,25-5,10 (m)
43,07 1,80 H-23; H-25; 3H-28  H-22; 3H-26; 3H-27 43,05 1,85
33,33 1,51 3H-26; 3H-27 3H-28 33,29 1,45
38,24 1,82; 1,10 39,01 2,12; 1,45
31,72 1,80; 1,38 38,32 2,45; 2,30
37,41 1,75; 1,30 44,43 2,05
29,89 1,80 H-5 30,27 1,85
21,79 1,58; 1,51 21,90 1,60
39,72 2,01; 1,26 3H-18 39,57 2,12
23,17 1,52; 1,48 H-16b H-14 23,14 1,50; 1,35
28,31 1,71;1,31 28,32
12,32 0,55 (s) H-12b; H-14 12,35 0,58 (s)
13,25 0,80 (s) 12,63 1,02 (s)
21,35 1,02 (d, 6.6) H-22 21,33 1,03 (d, 7.1)
19,87 0,84 (d, 7.1) 19,85 0,84 (d, 7.2)
20,17 0,83 (d, 7.1) 20,17 0,83 (d, 7.1)
17,83 0,92 (d, 6.8) H-23; H-25 17,82 0,92 (d, 6.8)

Mo-1**

oc

139,0
34,1
43,1

70,9
40,2
117,1
49,4
55,0
55,8
40,4
135,2
131,4
42,7
33,0

37,1
31,4
37,9
29,6
21,5
39,4
22,9
28,1

12,1
13,0
21,1
19,6
19,9
17,5

* Deslocamento quimico em 8¢ e 8y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
**An. Acad. Brasil. Ciénc. v. 58, n. 3, p. 363, 1986.

O composto Mo-1 (Tab. 24) corresponde ao esterdide com hidroxila no carbono

C-3, com estereoquimica S (), semelhante ao G1.1p.
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Figura 150: Espectro de RMN *H (CDCls, 500 MHz ) de G1.1
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Figura 151: Espectros de RMN 'H — expansdes (CDCl;, 500 MHz ) de G1.1
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Figura 153: Espectro de RMN *C — DEPT 135° (CDCls, 125 MHz ) de G1.1
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m/z 271

m/z 300

Figura 156: Proposta de fragmentacdo de G1.1

9.2  Acetilacédo de G1.1

O derivado obtido através da reacdo de acetilacdo do esterdide ergosta-7,22-dien-
3-ol (G1.1) esta representado na Figura 157. Nesta reacdo, utilizou-se como agente acetilante

anidrido acético, obtendo-se o produto com bom rendimento (75,5%).

28

28
27

(CH3CO),0, pyr.

- Ty C30H150;
RO
HO % 440.71
2 6 75,5 % SOLUBILIDADE CHCl,
G1.2
GL1 R= H,C—C=0

Figura 157: Acetilagdo de G1.1
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O espectro de absorcdo na regido de infravermelho 1V (Fig. 161, p. 189)
demonstrou a formacdo do produto desejado pelo surgimento de banda em 1.736 cm?,
caracteristico de deformacdo axial de C = O de carbonila de éster, além da auséncia de
absorcdo na regido de hidroxila.

Na anélise de RMN 'H (Fig. 158, p. 188), observou-se o deslocamento quimico
em & 2,03 ppm (3H, s, CH3-2) referente a grupo metilico de éster; 6 4,70 ppm (1H, m, CH-3),
referente a hidrogénio ligado a carbono oxigenado, bastante desprotegido, sugerindo
hidrogénio de carbono ligado ao grupo esterificado.

O espectro de RMN *C (Fig. 159, p. 188) revelou um sinal em & 170,85 ppm,
indicando a presenca de carbonila no composto, corroborando com os dados de 1V (Fig. 161,
p. 189), além do sinal em & 73,69 ppm (C-3), caracteristico de carbono saturado oxigenado. A
analise comparativa do espectro de RMN **C com o espectro de RMN *C-DEPT 135°
(Fig. 160, p. 189) confirmou de forma clara a existéncia de carbono carbonilico.

Os dados de correlagdo do composto G1.2 sdo apresentados na Tabela 25 (p. 187),
incluindo dados bidimensionais e comparagdo com o composto de partida.

O espectro de massas (Fig. 162, p. 190) confirmou a formacdo do derivado
desejado ao apresentar ion molecular com m/z 440, ou seja, quarenta e duas unidades a mais
que o composto de partida. Uma proposta para fragmentacdo do espectro de massas €

apresentada na Figura 163 (p. 190).
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CHs;
18
19
21
26
27
28
X

Tabela 25: Dados de RMN *H e **C de G1.2, comparando-se com dados de G1.1.*

oc

139,78
34,48
43,51
170,05

73,69
40,30
117,53
49,51
55,20
56,19
40,69
135,89
132,14
43,04
33,32

37,07
27,73
34,04
29,75
21,70
39,82
23,14
28,30

12,32
13,14
21,34
20,16
19,86
17,81
21,65

Gl.2

HMQC

dn

4,70 (m)
1,48
5,15 (m)
1,70
1,82
1,25
2,02
5,22 (dd)
5,19 (dd)
1,85
1,48

1,87; 1,15
1,80; 0,83
1,75; 1,38
1,86-1,76
1,58; 1,50
2,02; 1,24
1,50; 1,46
1,76; 1,25

0,55 (s)
0,82 (s)
1,02 (d, 6.0)
0,84 (d)
0,83 (d)
0,92 (d, 6.3)
2,03 (s)

HMBC
2\JCH 3JCH
3H-19
3H-18
2H-2’
H-1a
H-la
3H-19
3H-18
3H-18; 3H-21
3H-21
H-20 3H-21; H-24
H-24 H-20; H-25; 3H-28
3H-28 3H-26; 3H-27
H-24 3H-28
H-5; 3H-19
H-14; 3H-18
H-16b
H-25
H-25
H-24 H-25

ocC

139,78
34,48
43,55

71,28
40,52
117,78
49,73
55,36
56,25
40,67
135,91
132,15
43,07
okl

38,24
31,72
37,41
29,89
21,79
39,72
23,17
28,31

12,32
13,25
21,35
19,87
20,17
17,83

Gl.1
HMQC
On

3,60 (m)
1,40
5,15 (m)
1,64
1,82
1,28
1,99

5,17 (dd, 15.3,7.6)

1,80
1,51

1,82; 1,10
1,80; 1,38
1,75; 1,30
1,80
1,58;1,51
2,01; 1,26
1,52;1,48
1,71;1,31

0,55 (s)
0,80 (s)
1,02 (d, 6.6)
0,84 (d, 7.1)
0,83 (d, 7.1)
0,92 (d, 6.8)

5,22 (dd, 15.3, 7.0)

* Deslocamento quimico em S¢ e &y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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Figura 160: Espectro de RMN **C — DEPT 135° (CDCl;, 125 MHz ) de G1.2
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9.3  Sintese de oximas a partir de G1

Os derivados obtidos a partir do esterdide ergosta-7,22-dien-3-ona (G1) através da
formacdo de oxima estdo representados na Figura 164. Nesta reacdo, utilizou-se o sal
cloridrato de hidroxilamina, obtendo a mistura de oximas G1.3a e G1.3b, com rendimento de
100%.

CogHisNO;
411
Gl.3a SOLUBILIDADE CsHs N
+
19
1 9
5 7
S
HO
CogHssNO;

efeitoy 411
G1.3b SOLUBILIDADE CHClj4

Figura 164: Sintese das oximas G1.3a e G1.3b

O espectro de absorcdo na regido de infravermelho (Fig. 164, p. 191) revelou
bandas em 3.275 cm™, caracteristico de deformacdo axial de O — H; além da auséncia de
absorcdo na regido de carbonila que confirmam o éxito da reacéo.

O espectro de RMN 'H (Fig. 160, p. 189) apresentou sinais semelhantes aos
apresentados pelo composto de partida G1.

A anélise do espectro de RMN *3C (Fig. 162, p. 190) revelou sinal em & 158,19
ppm, caracteristico de carbono ligado ao grupo oxima (BREITMAIER; VOELTER, 1987);
além da auséncia de sinal caracteristico de carbono carbonilico de cetona, corroborando com
analise do espectro de infravermelho. A analise comparativa do espectro de RMN *3C com o
espectro de RMN **C-DEPT 135° (Fig. 163, p. 190) confirmou de forma clara a inexisténcia
de carbono carbonilico.

Os sinais destes compostos sdao muito semelhantes, diferindo significativamente
apenas nos nucleos dos C-2, C-3 e C-4, conforme mostram os dados a seguir. Para G1. 3a,
tem-se: RMN *C (CsDsN) &: 35,26 (C-2); 158,17 (C-3) e 40,30 (C-4). Para G1.3b, tem-se:
RMN *3C (CDCHs) &: 38,61(C-2) e 39,47(C-4).
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E valido ressaltar que o grupo hidroxila cis em relagio ao CH,-2 ocasiona o efeito
v de protecdo no composto G1.3a. Este efeito € calculado pelo Adc = 35,26 (G1.3a) — 38,32
(G1) = - 2,71 ppm. Enquanto que o grupo hidroxila cis em relagdo ao CH,-4 ocasiona este
mesmo efeito y de protecdo no composto G1.3b pelo Adc = 39,47 (G1.3b) — 44,43 (G1) =
- 4,96 ppm (Figura 160, p.189). (BREITMAIER; VOELTER, 1987).

Os dados de correlagdo do composto G1.3a sdo apresentados na Tabela 27
(p. 199), incluindo dados bidimensionais e compara¢do com 0 composto de partida.

O espectro de massas (Fig. 165, p. 194) corroborou com a estrutura proposta
apresentando ion molecular com m/z 411, ou seja, quinze unidades a mais que 0 composto de
partida, alem de apresentar um valor de m/z impar, indicando a presenca de um atomo de
nitrogénio. Uma proposta para fragmentacdo do espectro de massas € apresentada na
Figura 166 (p. 194).
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CHs;
18
19
21
26
27
28

Tabela 26: Dados de RMN 'H e *C de G1.3a, comparando-se com dados de G1.*

oc

158,17
140,16
35,91
44,18

41,97
118,19
50,24
55,91
57,04
40,90
136,61
132,88
43,64
33,91

38,65
35,26
40,30
30,66
21,22
39,77
23,77
28,74

12,66
12,82
21,85
20,50
20,28
18,20

G1.3?
HMQC

dn

1,48
5,55 (m)
1,75
1,90
1,35
2,15
5,34 (dd)
5,38 (dd)
2,00
1,55

1,98; 1,25
2,45; 2,15
2,05
1,95
1,65; 1,55
1,98; 1,30
1,60; 1,50
1,85; 1,40

0,67 (3)
0,96 (s)
1,14 (d, 6.6)
0,94 (d)
0,93 (d)
1,03 (d, 6.7)

2
Jen

2H-2

H-14
H-9; 3H-19

3H-18

2H-15
2H-16; H-20
3H-21; H-22

H-20

H-24

H-23; H-25; 3H-28

3H-26; 3H-27

H-7

HMBC

3
Jen

2H-11

H-9; 3H-19

H-7; 3H-19
H-7; 2H-12; 3H-18
3H-18; 3H-21
H-23
H-17; 3H-21; H-24
H-20; H-25; 3H-28

H-22; 3H-26; 3H-27

3H-28

3H-19

3H-18

2H-1

H-22
3H-27
3H-26

H-23

ocC

211,97
139,72
34,62
43,50

43,10
117,22
49,12
55,24
56,20
40,67
135,79
132,22
43,05
33,29

39,01
38,32
44,43
30,27
21,90
39,57
23,14
28,32

12,35
12,63
21,33
19,85
20,17
17,82

Gl

HMQC

On

1,85
5,25-5,10 (M)
1,75
1,85
1,29
2,23
5,25-5,10 (m)
5,25-5,10 (m)
1,85
1,45

2,12; 1,45
2,45; 2,30
2,05
1,85
1,60
2,12
1,50; 1,35

0,58 ()
1,02 (s)
1,03 (d, 7.1)
0,84 (d, 7.2)
0,83 (d, 7.1)
0,92 (d, 6.8)

* Deslocamento quimico em S¢ e &y (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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Figura 165: Espectro de RMN 'H (C5D5N, 500 MHz ) de G1.3a
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Figura 171: Proposta de fragmentacdo de G1.3
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9.4 Formilagédo de G1.1

O derivado obtido através da reacdo de formilacdo do esterdide ergosta-7,22-dien-
3-ol (G1.1) esté representado no esquema reacional na Figura 172. Utilizou-se, nesta reacao, a
mistura de HCOOH/HCIO4/(CH3CO)O,, obtendo-se o produto formilado com rendimento

cromatografico de 34,1%.

28 28

27 27

HCOOH / HCIO,
(CH3CO0),0 RO

4 ® 34,1 %
G1.1 G14 R=H-C=0

Co9H4e02
426.68
; 5 SOLUBILIDADE CHCl,

Figura 172: Formilacdo de G1.1

O espectro de absorcéo na regido de infravermelho 1V (Fig. 179, p. 203) revelou
banda intensa em 1.721cm™, caracteristico de deformacéo axial de C = O de carbonila de
éster; além de uma banda na regido de hidroxila pouco intensa, sugerindo a formacdo do
produto desejado, com rendimento consideravel.

O espectro de RMN 'H (Fig. 176, p. 201) revelou um sinal em & 8,82 ppm,
caracteristico de hidrogénio ligado a carbono carbonilico (aldeido), corroborando com a
andlise do espectro de infravermelho.

Na anélise do espectro de RMN **C (Fig. 177, p. 202), observou-se uma linha
espectral em & 161,14 ppm, referente a carbono carbonilico, além de uma desprotecdo no
carbono C-3 (6 73,59 ppm), justificando a presenca do grupo HC=0 (formil) ligado ao atomo
de oxigénio.

Os dados de correlacdo do composto G1.4 estdo apresentados na Tabela 27
(p. 199), incluindo dados bidimensionais e comparacdo com os compostos G1.1 (substancia
de origem) e G1.2 (derivado acetilado).

O espectro de massas (Fig. 180, p. 203) corroborou com a estrutura proposta
apresentando ion molecular com m/z 426, ou seja, vinte e oito unidades a mais que 0
composto de partida. Uma proposta para fragmentacdo do espectro de massas € apresentada
na Figura 181 (p. 204).
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Tabela 27: Dados de RMN *H e **C de G1.4, comparando-se com dados de G1.1 e G1.2.*

oc

139,61
34,35
44,28

73,59
41,16
117,54
49,42
56,12
57,18
40,75
165,81
132,07
43,57
33,76
161,14

37,46
29,41
34,42
30,17
22,16
40,05
23,60
28,18

12,78
13,60
21,73
20,64
20,33
18,29

Gl4

HMQC

dn

4,83 (m)
1,50
5,14 (m)
1,70
1,80
1,28
2,02
5,18 (m)
5,20 (m)
1,80
1,50
8,82 (s)

1,78; 1,20
1,70; 1,32
1,70; 1,40
1,80-1,70
1,60; 1,50
2,00; 1,25
1,55; 1,38
1,85;1,52

0,54 (s)
0,81 (s)
1,01 (d, 6.3)
0,82 (d)
0,80 (d)
0,91 (d, 7.4)

HMBC
2JCH 3JCH
H-2b H-1a
3H-19
3H-19
3H-18
3H-18; 3H-21
3H-21
H-20 3H-21; H-24
H-24  H-20; H-25; 3H-28
3H-28 3H-26; 3H-27
3H-19
3H-18

HMQC

oc

139,78
34,48
43,51
170,05

73,69
40,30
117,53
49,51
55,20
56,19
40,69
135,89
132,14
43,04
33,32

37,07
27,73
34,04
29,75
21,70
39,82
23,14
28,30

12,32
13,14
21,34
20,16
19,86
17,81
21,65

Gl.2

dH

4,70 (m)
1,48
5,15 (m)
1,70
1,82
1,25
2,02
5,22 (dd)
5,19 (dd)
1,85
1,48

1,87; 1,15
1,80; 0,83
1,75; 1,38
1,86-1,76
1,58; 1,50
2,02; 1,24
1,50; 1,46
1,76; 1,25

0,55 (s)
0,82 (s)
1,02 (d, 6.0)
0,84 (d)
0,83 (d)
0,92 (d, 6.3)
2,03 (s)

oc

139,78
34,48
43,55

71,28
40,52
117,78
49,73
55,36
56,25
40,67
135,91
132,15
43,07
33,33

38,24
31,72
37,41
29,89
21,79
39,72
23,17
28,31

12,32
13,25
21,35
19,87
20,17
17,83

Gl.1
HMQC
On

3,60 (m)
1,40
5,15 (m)
1,64
1,82
1,28
1,99
5,17 (dd, 15.3,7.6)
5,22 (dd, 15.3, 7.0)
1,80
1,51

1,82; 1,10
1,80; 1,38
1,75;1,30
1,80
1,58;1,51
2,01; 1,26
1,52;1,48
1,71;1,31

0,55 (s)
0,80 (s)
1,02 (d, 6.6)
0,84 (d, 7.1)
0,83 (d, 7.1)
0,92 (d, 6.8)

* Deslocamento quimico em S¢ e & (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre parénteses) em Hz.
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Comparando os deslocamentos quimicos no carbono C-3 entre 0os compostos
Gl.4, G1.2 e G1.1 (Tab. 27, p. 199), percebeu-se claramente que na substancia (G1.1) com
hidroxila ligada ao carbono C-3 (6 71,28 ppm) ocorre uma desprotegdo menos acentuada
neste carbono, uma vez que este apresenta apenas um efeito o de desprotecdo. Enquanto que
nos outros dois compostos G1.4 (8 73,59 ppm) G1.2 (8 73,69 ppm) a desprote¢do no carbono
C-3 é maior, devido ao acréscimo de um efeito f de desprotecdo do carbono carbonilico
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

A comparacgdo dos deslocamentos quimicos nos carbonos C-2 e C-4, entre esses
trés compostos, revela que, nas substancias G1.4 e G1.2 com substituintes volumosos no C-3,
hd uma compressdo estérica, ocasionando uma maior protecdo nesses nucleos, como

demostrado na Figura 173.

(27,73)

CH3

19

5
4
H\H

H (34,04)

Gli1

Figura 173: Comparacéo dos & nos C-2 e C-4, nas substancias G1.1, G1.2 e G1.4

Entretanto, a protecdo no C-2 é superior para o composto G1.2. Este fato é
esclarecido devido a dois fatores: primeiro, o seu substituinte &€ mais volumoso, além de que,
apesar da existéncia da rotacao livre na ligacdo C-3 e oxigénio, este substituinte esta mais
proximo do C-2, por causa da repulsdo estérica dos outros anéis do esterdide, conforme

mostra a Figura 174.

Figura 174: Projecdo de Newman para o anel A dos esteroides.

Comparando os deslocamentos quimicos nos nacleos de hidrogénio, percebeu-se

que o hidrogénio ligado ao C-3, nos compostos G1.4 ¢ G1.2, respectivamente, & 4,83 ppm e
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0 4,70 ppm, esta mais desprotegido que em G1.1 (3,60 ppm), conforme Tabela 27 (p. 199) e
Figura 175. Este fato é devido ao efeito anisotrdpico de desprotecdo da carbonila. Entretanto,
na substancia G1.2 a desprotecdo € menor, devido ao seu substituinte ser mais volumoso que
no composto G1.4, ocasionando uma maior compressao estérica. Percebeu-se também um
menor deslocamento quimico no hidrogénio axial ligado ao C-2 do composto G1.2 (5 0,83
ppm) (Fig. 175). Este fato € atribuido a maior compresséo estérica nesta substancia, conforme
demonstrado na Figura 173 (p. 200), devido a sua maior proximidade a este ndcleo, como
esclarecido na Figura 174 (p. 200).

(1,32) (0,83
i ! &
(1,70)H | )ch (ﬁm —|
o O H H o7 ok
H (483 (4,70) (3,60)
Gl4 Gl.2 Gl1

Figura 175: Comparacdo dos & nos nlcleos de H dos C-2, C-3 e C-4,
nas substancias G1.2, G1.2e G1.4
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Figura 176: Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz ) de G1.4
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Figura 177: Espectro de RMN *C (CDCl;, 125 MHz ) de G1.4
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Figura 178: Espectro de RMN *C — DEPT 135° (CDCls, 125 MHz ) de G1.4
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Figura 179: Espectro de IV de G1.4
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Figura 180: Espectro de massas de G1.4 (70 eV)
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Figura 181: Proposta de fragmentacdo de G1.4
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10. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

10.1 Materiais e métodos

10.1.1 Coleta e identificacdo do material estudado

Foram estudados os constituintes quimicos fixos isolados e volateis de duas
espécies do género Heliotropium: H. indicum L. e H. polyphyllum L.

As partes aéreas de H. indicum foram coletadas no municipio de Feiticeiro,
Regido Jaguaribana do Estado do Ceard, pela Prof®. Telma Leda Gomes de Lemos, no dia 25
de fevereiro de 2006 as 9:00 h, para o estudo dos constituintes quimicos volateis, enquanto
que suas raizes foram utilizadas para o estudo dos constituintes fixos.

A espécie H. polyphyllum foi coletada na localidade situada na Lagoa do Cauipe,
litoral oeste do municipio de Caucaia no Estado do Ceara pela Prof®. Otilia Deusdénia Loiola
Pessoa, no dia 26 de janeiro de 2007 para o estudo dos seus constituintes fixos. As partes
aéreas das espécies de H. polyphyllum foram coletadas por mim, na mesma localidade, nos
dias 25, 27 e 30 de abril de 2007 as 11:00 h, para o estudo dos seus constituintes quimicos
volateis, através da extracdo por hidrodestilacéo, fluido supercritico e arraste a vapor d’agua.

As identificacdes botanicas das espécies de H. indicum e H. polyphyllum foram
realizadas pelo Prof. Edson Paula Nunes, do Departamento de Biologia, da Universidade
Federal do Ceard. As suas respectivas exsicatas encontram-se sob 0s numeros de registro
31.610 e 39.832 no Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara.

Foram também estudados o0s constituintes quimicos fixos do macrofungo
Ganoderma lucidum coletado no municipio de Fortaleza, bairro parquelandia, pelo Prof.
Aluisio Marques da Fonseca, identificada na EMBRAPA, Unidade Ceara.

10.1.2 Métodos cromatograficos

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram realizadas em gel de silica 60
(0,063-0,200 mm) da marca VETEC. E valido ressaltar que a silica utilizada nas
cromatografias em coluna foi submetida a tratamento de neutralizacdo com bicarbonato de
sodio (5009 de silica para 1,0 L de solugdo saturada de NaHCO3) durante 24 h, filtrada a
vacuo e seca em estufa por 30 min. A utilizacdo das colunas variou de comprimento e

didmetro de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada e com a quantidade de
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adsorvente utilizado, geralmente, na proporcao de 1:10 de amostra e adsorvente. Os solventes
utilizados para a eluicdo foram: hexano, cloroférmio, diclorometano, acetato de etila e
metanol, puros ou em mistura binéria, em ordem crescente de polaridade.

Para a realizacdo de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizou-se gel de
silica 60 (0,004-0,005 mm), da marca VETEC e para cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), utilizou-se cromatoplacas de gel de silica (2-25 um) sobre poliéster T-6145
da SIGMA CHEMICAL CO.

As revelacBes das substancias nas cromatoplacas foram realizadas, através da
exposicdo destas, com solucdo de vanilina, seguida de aquecimento; cromatoplacas analiticas
com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm ou com a pulverizagdo com solucdo de
Dragendorff (5g de subnitrato de bismuto, 12 ml de HCI, 25 g KI, em 88 ml de agua

destilada) seguida de acondicionamento em cuba de iodo por aproximadamente 5 minutos.

10.1.3 Métodos fisicos de analise

Os pontos de fusdo (pf.) foram obtidos em equipamento com placa aquecedora da
METTLER TOLEDO do Laboratorio de Biotransformacgdes e Produtos Naturais (LBPN) da
Universidade Federal do Ceard. As determinacGes foram realizadas a uma velocidade de
aquecimento de 2 °C/min.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foram obtidos
utilizando-se um espectrémetro Perkin Elmer, modelo (720 FT) FT-IR Espectrum 1000. O
manuseio das amostras para analise de IV foi realizado atraves da técnica de deposito de um
filme entre placas de KBr (Brometo de Potassio), sem espacadores. A determinacdo da
rotacdo Optica especifica foi realizada em um Polarimetro 341 da Perkin-Elmer. Estas duas
analises foram desenvolvidas na Central Analitica do Departamento de Quimica Orgéanica e
Inorgéanica da Universidade Federal do Ceara.

Os espectros de RMN *H e RMN *3C, uni e bidimensionais, foram realizados em
duas centrais de andlises: no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceard, utilizando-se
Espectrometros Bruker modelo Avance DPX-300 e modelo Avance DRX-500, que operam na
frequéncia do hidrogénio a 300 MHz e 500 MHz, e na freqliéncia do carbono a 75 MHz e 125
MHz, respectivamente; e nos aparelhos UM-400 (*H: 400 MHz e *C: 100 MHz) da

VARIAN, pertencentes & Universidade Estadual do Norte Fluminense.
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As dissolugdes das amostras foram realizadas em cloroférmio deuterado (CDCls),
piridina deuterada (CsDsN) ou metanol deuterado (CD;OD).

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
foram referenciadas para RMN *H pelo pico do 4&tomo de hidrogénio pertencente as moléculas
residuais ndo deuterada dos solventes utilizados: cloroférmio (56 = 7,27 ppm), piridina
(8 =7,19; 7,55 e 8,71 ppm) e metanol (8 = 4,86 ppm); e para RMN **C, pelo pico do 4tomo
de carbono-13 pertencente a parte ndo deuterada dos solventes utilizados: cloroférmio
(6 =77,0 ppm), piridina (6 = 124,4; 136,2 e 150,5 ppm) e metanol (5 = 48,6 ppm).

As multiplicidades das bandas de absorcdo dos hidrogénios nos espectros de
RMN *H foram indicadas segundo a convencéo: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dl
(dubleto largo), ddd (duplo-duplo-dubleto), dddd (duplo-dubleto de dubleto-dubleto), ddt
(duplo-duplo-tripleto), ddq (duplo-duplo-quarteto), dqd (duplo-quarteto de dubleto),ddtt
(duplo-dubleto de tripleto-tripleto), t (tripleto), q (quarteto), quint (quinteto), sept (septeto) e
m (multipleto).

O padréo de hidrogenacéo dos carbonos em RMN *3C foi determinado por uma
destas duas técnicas: atraves da técnica APT (Attached Proton Test) ou DEPT (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer, com angulo de 135°%). O padréo de hidrogenagdo dos
carbonos em RMN *3C foi discutido segundo a convencéo: C (carbono ndo hidrogenado), CH
(carbono metinico), CH, (carbono metilénico), CH3 (carbono metilico). Para a técnica APT,
0s C e CH; mostravam-se com amplitudes em oposicdo aos CH e CHs. Ja para a técnica
DEPT, CH e CH3; mostravam-se opostos aos CH;, e os carbonos ndo hidrogenados foram
caracterizados pela subtracdo do espectro pelo espectro de CPD (Composite Pulse
Decoupling) ou BB (Hydrogen Broad Band Decoupled).

Os espectros de massas dos 6leos essenciais foram obtidos no Laboratorio de
Cromatografia Gasosa, da Central Analitica do Departamento de Quimica Organica e
Inorgéanica da Universidade Federal do Ceard, utilizando-se equipamento Shimatzu, modelo
QP5050A, operando em 70 eV, usando coluna capilar OV5-dimetilpolisiloxano com 30,0 m
de comprimento; 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um filme, com gradiente de temperatura
de 4,0°C/min (40-180°C) e de 20°C/min (180-280°C), com as temperaturas de injetor e
interface, respectivamente, 250°C e 280°C, fluxo da coluna 0,8 mL/min e split 61, para as
analises qualitativas. As analises quantitativas dos 6leos essenciais foram realizadas no

mesmo laboratdrio de analise através do equipamento modelo THERMO, com deteccdo por



Capitulo 10: Procedimento Experimental Tese de Doutorado Souza, J.S.N 209

ionizagdo em chamas (DIC) e nas mesmas condi¢Ges cromatogréficas do equipamento CG-
EM descritos anteriormente.

10.2 Obtencéo dos 6leos essenciais das espécies de Heliotropium estudadas

10.2.1 Hidrodestilagao

As partes aéreas de duas espécies de Heliotropium recém-coletadas (Tabela 28)
foram colocadas em um baldo de vidro de 5 L, juntamente com 2 L de 4gua e mantidos por
duas horas em ebulicdo. Apds este periodo, a mistura dgua/dleo contida no doseador foi
separada, em funil de separacdo através de particdo com éter etilico. A fase organica foi
secada com sulfato de sddio anidro (Na,SO,) e concentrada sob presséo reduzida, fornecendo
0Oleo essencial (Fluxograma 1).

Tabela 28: Correlacao entre o material utilizado e quantidade de 6leo obtida das espécies de

Heliotropium estudadas

Espécies Material vegetal Quantidade obtida
de oleo (mL)
Heliotropium Partes aéreas (1.070 Q) 0,3
indicum L.
Heliotropium Partes aéreas (950 g) 0,5
polyphyllum L.

Fluxograma 1: Obten¢éo de OEH

[Material Boténico]

I
(omiton )

1. Eter etili~c0 Desprezado
2. Separagao
[ Solucéo Etérea ] [Solugéo aquosa ]
1. Na,SO, anidro Desprezada
2. Filtragéo [ ] Andli CGEM |
3. Evaporacio - i nafise por Identificacdo
LOIeo EssenualJ cabIc ¢
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10.2.2 Destilagdo por arraste com vapor d’agua

As partes aéreas de H. Polyphyllum recém-coletadas (2.570 g) foram colocadas
em um tubo de Mariotte (10 L) e submetidas a extracdo por arraste com vapor de agua, por
1:40 min, utilizando-se aparelho tipo Cleavenger modificado por Gottlieb (GOTTLIEB;
MAGALHAES, 1960), obtendo-se apds tratamento com sulfato de sodio anidro (Na,SOa), 0
seu Oleo essencial (1,73 g; 0,067 %). O 6leo obtido foi analisado em cromatdgrafo gasoso
acoplado a espectrometro de massas (CG-EM) e detector por ionizacdo de chamas (CG-DIC).

10.2.3 Extracao por fluido supercritico de CO;

Para realizacdo dos experimentos foi utilizado mdédulo de bancada HP 7680T da
Hewlett Packard contendo célula de extracdo em aco inoxidavel autosselante de 7 mL e
coletor analitico empacotado com ODS (octadecil-silica) para retencdo do 6leo com volume
de 540 uL. Para lavagem de coletor, foi utilizado acetonitrila PA na pre-extracéo e hexano PA
na extracdo. A extracdo foi realizada com 25,74 g de material vegetal seco e o solvente
supercritico utilizado foi CO; liquido industrial fornecido pela empresa White Martins.

As condicbes experimentais foram: temperatura de 35 °C, pressdo de 80 atm
(81,1 Bar). O material vegetal, nas condicbes de temperatura e pressao descritos
anteriormente, ficou em contato com o fluido supercritico por 30 minutos e, em seguida,
extraiu-se o 6leo por 2 horas. A massa do 6leo obtido foi de 3,0 mg, assim o seu rendimento

foi de 0,012% em massa.

10.3 Isolamento dos constituintes quimicos fixos dos extratos das raizes de

Heliotropium indicum L.

As raizes (600 g), secas a temperatura ambiente, foram trituradas e submetidas a
extracdo a frio com etanol (3x). A solucdo obtida foi destilada sob pressdao reduzida
fornecendo o extrato etandlico denominado EERHI (89,5 g), que foi submetido ao tratamento
acido-base, para extrair-se a fracdo alcaloidica, com 300 mL de solu¢do de &cido cloridrico
(HC¢, 10 %) e deixada sob agitacdo mecanica por 4 horas (MATOS, 1997). A mistura
reacional foi particionada com AcOEt (2 x 150 mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de
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sodio anidro, evaporada sob pressdo reduzida, produzindo 6,0 g de fracdo ndo alcaloidica,
denominada (HINA). A fase aquosa foi neutralizada com hidroxido de aménio (NH,OH) até
pH 8,0. Os alcalodides livres foram, entdo, extraidos com particdo agua/éter etilico (3 x 150
mL). A solugdo orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro (Na,SO.) e concentrada sob
pressdo reduzida, obtendo-se 10,0 g de material, denominado de HIAE. A fase aquosa
remanescente foi novamente submetida a uma particdo agua/n-butanol (3 x 150 mL),
resultando na fragéo alcaloidica n-butanol, denominada de HIAB (4,0 g).

Fluxograma 2: Obtencdo das fracOes alcaloidicas e ndo alcaloidicas de H. indicum.

Material vegetal raiz (600 g)

Extragéo a frio com EtOH

Extrato etandélico (EERHI)

(89,5 9)
AcOEt H,O
Fracéo néo alcaloidica Fracdo Alcaloidica
(HINA) 6,0 g
1. NH,OH
2. AcOEt
3. n-butanol
Fase Aguosa n-butanol Eter etilico
(Desprezada) (HIAB) 4,0 g (HIAE) 10,0 g

10.3.1 Fracionamento cromatografico de HINA (Fluxograma 3, p. 213)

A fracdo HINA (6,0 g)(Item 10.3, p. 210) foi submetida a fracionamento em
coluna filtrante (® = 5 cm), em gel de silica (60 g), utilizando-se gradiente de eluicdo os
seguintes solventes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, obtendo-se suas
respectivas fracdes denominadas de HINAH (0,3 g), HINAC (1,4 g), HINAAc (1,9 g) e

HINAM (1,3 g), totalizando um rendimento cromatogréafico de 82 %.




Capitulo 10: Procedimento Experimental Tese de Doutorado Souza, J.S.N 212

10.3.2 Fracionamento cromatografico de HINAC para obtencdo de HI-1

(Fluxograma 3, p. 213)

A fragdo HINAC (1,4 g) (Item 10.3.1, p. 211) foi submetida a fracionamento
cromatogréafico em coluna (® = 6 cm), em gel de silica (60 g), utilizando-se os solventes
hexano, cloroformio e metanol em ordem binéria e gradiente crescente de polaridade, sendo
coletadas 115 fracGes de 10 mL (Tab. 29). As fracOes foram analisadas por CCDA e as que
apresentaram perfil cromatografico semelhante foram agrupadas como descrito na Tabela 30.
A fracdo C1E apresentou-se como Unica mancha em CCDA, sendo denominada de HI-1
(Fluxograma 3, p. 213), a qual foi analiada por IV, RMN 'H e RMN ** C. A analise dos

resultados espectroscopicos revelou que HI-1 tratava-se do esterdide -sitosterol.

Tabela 29: Descricdo do gradiente de eluicdo do tratamento cromatografico de HINAC

FracOes Eluente FracOes Eluente
1-10 hexano/cloroformio 10 % 63-70 hexano/cloroformio 60 %
11-22 hexano/cloroformio 20 % 71-85 hexano/cloroformio 70 %
23-35 hexano/cloroférmio 30 % 86-99 cloroformio
37-50 hexano/cloroférmio 40 % 100-104 cloroformio/metanol 50 %
51-62 hexano/cloroférmio 50 % 105-115 Metanol

Tabela 30: FracGes reunidas apos separacdo cromatografica de HINAC

Sigla  FracBes  Massa (mg) Rend. (%) Sigla Fracdes Massa(mg) Rend. (%)

C1A 1-8 = = C1l 61-64 26,5 2,7
C1B 9-16 360,4 36,0 C1 65-69 37,4 3,7
Ci1C 17-20 18,3 1,8 ClL 70-75 45,0 4,5
C1D 21-33 69,1 6,9 C1iM 76-88 72,8 7,3
ClE 34-37 40,0 4,0 CIN 89-93 58,6 5,9
C1F 38-52 63,0 6,3 C10 94-101 55,0 5,5
C1G 53-57 44,3 4,4 ClP  102-115 - -
C1H 58-60 39,0 3,9

92,9
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Fluxograma 3: Obtencéo do constituinte HI-1

(HINA)
6,09

Coluna Cromatografica

HINAH HINAC HINAAC HINAM
(Hexano) (Cloroférmio) (AcOet) (MeOH)
(22,5 g) (10,80 g) F 26-40 F 41-48

HI-1
40,0 mg

10.3.3 Fracionamento cromatografico de HIAE (Fluxograma 2, p. 211)

A fracdo alcaloidica HIAE (10,0 g)(Item 10.3, p. 210) foi submetida a
fracionamento cromatografico em coluna filtrante (® = 5 cm), em gel de silica (45,0 g), e
eluida sucessivamente com hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, em ordem binaria
e crescente de polaridade, resultando em suas respectivas fragdes HIAE-H (0,5 g), HIAE-C
(2,0 g), HIAE-A (2,5 g) e HIAE-M (3,5 g), perfazendo um rendimento cromatografico de
85 %.

A fracdo HIAE-M, por apresentar maior percentual em massa, foi submetida a
andlise fracionada. Nesta fracdo HIAE-M, ocorreu a formacdo de um precipitado pptl.
Efetuou-se a lavagem do precipitado com dois solventes, acetona e metanol, que apds
concentracdo sob pressdo reduzida, obteve-se as fragcdes HIAEM-A (1,14 g) e HIAEM-M
(854,0 mg), respectivamente. A analise espectroscopia de 1V do precipitado pptl, soldvel em

agua, evidenciou ser um material inorganico.

10.3.4 Fracionamento cromatografico de HIAEM-A (Fluxograma 4, p. 218)

O fracionamento cromatografico de HIAEM-A (1,14 g) (Item 10.3.3) em coluna
(® =5 cm), em gel de silica (37,0 g), eluida com hexano, acetato de etila, acetona e metanol,

puros ou em mistura binaria, com escala crescente de polaridade, levou a obtencdo de 10
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fracBes (50,0 mL). As fragdes obtidas, apds analise comparativa por CCDA, foram reunidas

de acordo com semelhanca no perfil cromatografico (Tab. 31).

Tabela 31: Descricao do gradiente de eluicdo do tratamento cromatografico de HIAEM-A das frac6es
apos cromatografia de HHAEM-A

Fracoes Eluente Fracoes Sigla Massa (mg) Rend. (%)
1 hexano 1 C1A 10,5 1,1
2 hexano/AcOEt 50 % 2-6 C1B 25,0 2,5
3 AcOEt
4 AcOEt/acetona
5-6 acetona
7 acetona/metanol 7-10 Ci1C 819,8 81,9
8-10 metanol
85,5

10.3.5 Fracionamento cromatografico de C1C (Fluxograma 4, p. 218)

A fracdo C1C (819,8 mg) (Item 10.3.4, p. 213) foi submetida a fracionamento
cromatografico de coluna (® =6 cm) , em gel de silica (32,0 g). Os solventes utilizados para a
eluicdo foram acetato de etila e metanol, puros e/ou em misturas binarias, com escala
crescente de polaridade. Foram coletadas 34 fragbes (20,0 mL) e submetidas a analise por
CCDA, comparadas e reunidas de acordo com a semelhanca no perfil cromatogréfico
(Tab. 32, p. 215).

As fracbes C2A e C2B continham agua. Com isso, efetuou-se a particéo
agua/cloroférmio, obtendo-se as fracdes cloroformicas, respectivamente. Apos comparar estas

duas fracbes por CCDA, reuniuram-nas e a denominou de C2AB (70,0 mg).



Capitulo 10: Procedimento Experimental Tese de Doutorado Souza, J.S.N 215

Tabela 32: Dados do tratamento cromatogréfico de C1C

FracOes Eluente FracOes Sigla Massa (mg) Rend. (%)
1-3 AcOEt 1-7 C2A 25,4 3,1
4 AcOEt/metanol (5%)
5 AcOEt/metanol (10%)
6 AcOEt/metanol (15%)
7 AcOEt/metanol (20%)
8 AcOEt/metanol (25%) 8-19 C2B 44,6 54
9 AcOEt/metanol (30%)
10 AcOEt/metanol (40%)
11 AcOEt/metanol (50%)
12 AcOEt/metanol (55%)
13 AcOEt/metanol (60%)
14-16 AcOEt/metanol (65%)
17-19 AcOEt/metanol (70%)
20-22 AcOEt/metanol (75%) 20-29 cac 270,3 33,0
23-25 AcOEt/metanol (80%)
26-34 Metanol 30-34 C2D 89,8 11,0
52,5

10.3.6 Fracionamento cromatografico de C2AB para obtencdo de HI-2

(Fluxograma 4, p. 218)

A C2AB (70,0 mg) (Item 10.3.5, p. 214) foi submetida a cromatografia isocratica
por exclusdo (® = 15,0 cm), em sephadex LH-20, utilizando-se metanol. Foram obtidas 28
fracdes (8 gotas) e reunidas de acordo com o seu perfil cromatografico, como estdo descritas
na Tabela 33 (p. 216). A fracdo C3C apresentou-se como um material resinoso e como unica
mancha na cromatoplaca, tornando possivel a identificacdo de uma substancia denominada
HI-2 (64,0 mg) (Fluxograma 4, p. 218), que ap6s anélise por EM, IV e RMN *H e RMN *3C,

mostrou tratar-se do alcaldide licopsamina (Item 4.1.2, p. 71).
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Tabela 33: Dados do fracionamento cromatografico de C2AB

Sigla Fragdes Massa (mg) Rend. (%) Sigla Fracdes Massa (mg) Rend. (%)

C3A 4-10 2,5 3,6 C3C 13-20 64,0 91,4
C3B 11-12 1,0 1,4 C3D 21-28 2,5 3,6
100,0

10.3.7 Fracionamento de HIAEM-M (Fluxograma 4, p. 218)

A fragdo HIAEM-M (854,0 mg) (Item 10.3.3, p. 213) apresentou a formagéo de
precipitado denominado de ppt2. A purificacdo deste precipitado foi realizada através de
lavagem com acetato de etila a quente, resultando na fracdo denominada de HIAEMM-Ac
(589,3 mg). O precipitado ppt2 apresentou as mesmas caracteristicas do precipitado pptl

(Item 10.3.3, p. 213), por isso também foi desprezado.

10.3.8 Tratamento cromatografico de HIAEMM-Ac para obtencdo de HI-3
(Fluxograma 4, p. 218)

A fracdo HIAEMM-Ac (589,3 mg) (Item 10.3.7) foi submetida a fracionamento
cromatografico em coluna (® = 6 cm), em gel de silica (25,0 g), utilizando-se os eluentes,
puros e/ou combinacdes binarias, em gradiente crescente de polaridade hexano, acetato de
etila, acetona e metanol, sendo coletadas fragdes de 20 mL. As fracbes foram analisadas por
CCDA e as que apresentaram perfil cromatografico semelhante foram agrupadas como
descrito na Tabela 34 (p. 217). A fracdo S1B apresentou-se como um liquido viscoso
amarelado e como uma Unica mancha no perfil cromatografico em CCDA, tornando possivel
a identificacdo de uma substancia denominada de HI-3 (48,5 mg), a qual foi analisada por
EM, IV, RMN 'H e RMN *3C e seus resultados demonstraram ser o alcaléide helindicina
(Item 4.1.3, p. 80).
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Tabela 34: Dados do tratamento cromatografico de HIAEMM-Ac

Fracoes Eluente Fracoes Sigla Massa (mg) Rend. (%)
1-2 hexano 1-7 -
3-4 hexano/AcOEt 50 % 3-4 -
5-6 AcOEt 5-7 -
7-8 AcOEt/acetona 20% 8-10 S1A 191,8
9-10 AcOEt/acetona 30% 11 S1B 48,5

11-13 AcOEt/acetona 50% 12-15 S1C 106,3
14-16 AcOEt/acetona 70%
17-18 AcOEt/acetona 90% 17-19 S1D 36,8
19-20 acetona 20-23 S1E 23,0
21-22 acetona/metanol 20%
23-24 acetona/metanol 20% 24-33 S1F 25,6

25-26 acetona/metanol 20%
27-28 acetona/metanol 20%
29-30 acetona/metanol 20%

31-34 acetona/metanol 20% 34-35 S1G 17,9
35-36 acetona/metanol 20%
37 metanol S

76,3
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Fluxograma 4: Obtencéo dos alcaléides HI-2 e HI-3

HIAE (10,0 g)

Coluna Cromatoaréfica

_ _ | R
hexano cloroférmio AcOet metanol
HIAE-H (22,5 g) HIAE-C (10,8 g) HIAE-A (10,0 g) HIAE-M (10,0 g)
1. acetona |
2. metanol 7 ppt1
SR |
_ HIAEM-A 7
I (1,14 g) |_
Coluna Cromatografica
_ | _
C1A Cc1B cic
(10,5 mg) (2,5 mg) (819,8 mq)
Coluna Cromatogréfica
I | | |
cA | C2B c2c | c2D
r (25,4 mg) | (44,6 mq) (270,3 mg) ' (89,8 mg)
L i L
. - J
.\
C2AB |
70,0 mg)
_ Sephadex

'3 " HI-2
\_ (64,0 mg)

_

HIAEM-M
(854,0 mg)

=

AcOEt <
> ppt2

I_>m.<_§->o'_
(589,3 mg) __
Coluna
Cromatografica

HI-3
(48,5 mg)
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10.3.9 Fracionamento do extrato etandlico das raizes de H. indicum

Com o objetivo de aprimorar a técnica de obtencdo de alcaldides (extracdo acido-
base), realizou-se a investigacdo pela metodologia B, descrito a seguir:

O extrato etandlico das raizes da espécie (10,0 g), denominado de EERHI
(Fluxograma 5, p. 222), foi macerado com silica (10,0 g), acondicionado em funil de Buchner
(1,0 L) e eluida sob pressdo reduzida com solventes em ordem crescente de polaridade
(hexano, ACcOEt, metanol e metanol/dietilamina-95:5). Apl6s concentracdo em
rotarevaporador com pressdo reduzida, obteve-se 0S seus respectivos extratos hexanicos
(0,7 g), AcOEt (2,9 g), MeOH (2,5 g) e MeOH/NH(CH,CH3), (2,6 g), como descritos na
Tabela 35.

Tabela 35: Fracionamento do extrato etanélico das raizes de H. indicum pelo método B

Eluente Sigla Massa (g) Rend. (%)
hexano MBH 0,7 7
AcOEt MBA 2,9 29
MeOH MBM 2,5 25
MeOH/NH(CH,CHs), MBMA 2,6 26
87,0

10.3.10 Fracionamento cromatografico de MBA

A partir da fracdo AcOEt (MBA; 2,9 g) (Item 10.3.9), desenvolveu-se o estudo
fitogquimico usando cromatografia filtrante em coluna (® = 6 cm), em gel de silica tratada
com NaHCOs (29,0 g), utilizando-se os eluentes em gradiente crescente de polaridade hexano,
AcOEt e metanol, respectivamente, denominados de MBAH (360,0 mg), MBAA (750,0 mg) e
MBAM (950,0 mg), obtendo-se o percentual cromatografico de 71,0 %.
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10.3.11 Fracionamento cromatogréafico de MBAM

A fragdo MBAM (950,0 mg) (Item 10.3.10, p. 219) foi submetida a cromatografia
por exclusdo em sephadex LH-20 (® = 15 cm), utilizando-se metanol. Foram coletadas 35
fracGes (20 gotas) e reunidas de acordo com o seu perfil cromatografico em CCDA, como
descrito na Tabela 36. A fragdo C3SA (320,0 mg) foi recristalizada em metanol, obtendo-se
35,0 mg do precipitado ppt3 (descartado) e 269,0 mg do sobrenadante denominado de
C3SAS.

Tabela 36: Dados do tratamento cromatografico de MBAM

Sigla  Fragdes Massa(mg) Rend. (%) Sigla Fracdes Massa (mg) Rend. (%)

C3SA 1-16 320,0 33,7 C3SC 21-28 198,2 20,9
C3SB 17-20 241,5 25,4 C3SD 29-35 171,3 18,0
98,0

10.3.12 Fracionamento cromatografico de C3SAS

A fracdo C3SAS (269,0 mg) (Item 10.3.11) foi submetida a cromatografia em fase
reversa (C18, ® = 10,0 cm), em metanol, obtendo-se 45 fragbes (10,0 mL). As fracdes foram
analisadas por CCDA e somente as que apresentaram perfil cromatografico semelhante foram

agrupadas como descrito na Tabela 37.

Tabela 37: Fracionamento cromatografico de C3SAS em fase reversa

Sigla  Fragdes Massa (mg) Rend. (%) Sigla Fracdes Massa (mg) Rend. (%)

C4A 1-16 61,8 22,9 c4cC 21-28 18,2 6,8
C4B 17-20 112,3 41,7 C4D 29-35 9,4 3,5
74,9
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10.3.13 Fracionamento cromatografico de C4B

A fracdo C4B (112,3 mg) (Item 10.3.12, p. 220) foi submetida & cromatografia em
coluna (® = 6 cm), em gel de silica tratada (25,0 g), com pressdo, obtendo-se 25 fracbes
(10,0 mL). As fracbes foram reunidas de acordo a semelhancga do perfil cromatografico em
CCDA, descrita na Tabela 38. A fracdo C5C apresentou-se como um solido branco e com
Unica mancha na cromatoplaca, tornando possivel a identificacdo de uma substancia
denominada HI-4 (13,0 mg) (Fluxograma 5, p. 222), que ap6s analise por EM, IV e RMN *H
e RMN *3C, mostrou tratar-se da mistura de acidos viridiflérico e traquelantico (Item 4.1.4,
p. 89).

Tabela 38: Fracionamento cromatografico de C4B para obtencdo de HI-4

Sigla  Fragdes Massa(mg) Rend. (%) Sigla Fracdes Massa (mg) Rend. (%)

C5A 1-4 = = C5D 17-23 75,4 67,1
C5B 5-11 8,3 7,4 C5E 24-25 2,5 2,2
C5C 12-16 13,0 11,6

88,3
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Fluxograma 5: Isolamento do constituinte HI- 4

EERHI (10,0 g)

Coluna Filtrante

|

Hexano
MBAH (360,0 mg)

| _ | |
Hexano AcOEt MeOH MeOH/dietilamina (1:1)
MBH (0,7 9) MBA (2,9 g) MBM (2,5 g) MBMA (2,6 g)
Coluna Filtrante
U
AcOEt Metanol
MBAA (750,0 mg) MBAM (950,0 mg)
Sephadex LH-20
_ _ _ _
C3SA (320,0 mg) C3SB (241,5 mgg) C3SC (198,2 mg) C38D (171,3 mg)
recristalizac&o /Y ot
C3SAS (269,0 mg)
Cc18
| _ ] i 5
C4A (61,8 mg) C4B (112,3 mg) C4C (18,2 mg) C4D (9,4 mg)

Coluna Cromatografica

Codomn >
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10.4 Isolamento dos constituintes quimicos fixos do extrato etandlico de
Heliotropium polyphyllum L. (Fluxograma 6, p. 225)

As partes aéreas (5,0 Kg) foram submetidas ao processo de extracdo de seus
constituintes fixos descrito no Item 10.3 (p. 210). Secas a temperatura ambiente e trituradas,
foram submetidas a extracdo a frio (3x), primeiramente, com hexano e, posteriormente, com
etanol. As solugdes HPAH e HPAE foram concentradas sob pressdo reduzida, obtendo-se,
respectivamente, 54,0 g e 90,0 g.

O extrato etandlico denominado HPAE (90,0 g) foi submetido ao tratamento
acido-base, para extrair-se a fracdo alcaloidica, com 300 mL de solucdo de acido cloridrico
(HC¢, 10 %) e deixada sob agitacdo mecanica por 4 horas (MATOS, 1997). A mistura
reacional foi particionada com AcOEt (2 x 150 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
sodio anidro, evaporada sob pressdo reduzida, obtendo-se 6,3 g de fracdo ndo alcaloidica,
denominada (HPAENA). A fase aquosa foi neutralizada com hidroxido de aménio (NH,OH)
até pH 8,0. Os alcaldides livres foram extraidos com particdo agua/AcOEt (3 x 150 mL). A
solugdo organica foi seca com sulfato de sddio anidro (Na,SO,4) e concentrada sob pressdo
reduzida, obtendo-se o extrato organico alcaloidico, denominado de HPAEAA (760,0 mg). A
fase aquosa remanescente foi novamente submetida a uma particdo agua/n-butanol
(3 x 150 mL), resultando na fracdo alcaloidica n-butanol, denominada de HPAEAB
(827,0 mg).

10.4.1 Fracionamento cromatografico de HPAEAA

A fracdo alcaloidica HPAEAA (760,0 mg) (Item 10.4) foi submetida ao
fracionamento cromatografico filtrante (® = 5 cm), em gel de silica tratada com Na,CO;
(45,0 g), e eluida sucessivamente com hexano, cloroformio e metanol, em ordem crescente de
polaridade, resultando em suas respectivas fracbes HPAEAAH (43,2 mg), HPAEAAC
(191,7 mg) e HPAEAAM (160,3 mg), perfazendo um rendimento cromatogréafico de 52,0 %.

A fragdo HPAEAAM, por apresentar um bom perfil cromatografico, foi
submetida a cromatografia em fase reversa (C18, ® = 10,0 cm), em metanol, obtendo-se 35
fracbes (10,0 mL). As fracOes foram analisadas por CCDA, e somente as que apresentaram

perfil cromatografico semelhante foram agrupadas como descrito na Tabela 39 (p. 224).
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Tabela 39: Fracionamento cromatografico de HPAEAAM para obtencéo de HP-1

Fracoes Sigla Massa (mg) Rend. (%)

1 - -

2 - -
3-4 C2A 52,4 32,7
5-6 c2B 60,2 37,5
7-10 caC 13,0 8,1
12-13 C2D 7,0 4,4
14-20 C2E 2,4 1,5
21-25 C2F 3,2 2,0
26-29 C2G 1,7 1,0

30-35 C2H -

87,2

A fragdo C2C (Tab. 39) (13,0 mg), apos analise em CCDA, apresentou-se pura,

tornando possivel a obtencdo de uma substancia denominada HP-1, a qual foi analisada por

EM, IV e RMN *H e *3C (1D e 2D) e identificada como licopsamina (Item 4.2.1. p, 96).
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Fluxograma 6: Obtencéo das fragOes alcaloidicas e méo alcaloidicas de H. polyphyllum

Extracao a frio com Hexano

Material vegetal (5,0 Kg)

Extrato hexanico (HPAH)

(54,0 g)

Extrato etanélico (HPAE)

(90,0 g)

1. HCt (10%)
2. AcOEt

I

AcOEt

Fracéo nao alcaloidica

(HPAENA) 6,0 g

Extrac&o a frio com EtOH

H,O
Fracdo Alcaloidica
1. NH4OH
2. AcOEt
3. n-butanol
n-butanol (HPAEAB) AcOEt (HPAEAA)
827,0 mg 760,0 mg
Coluna Cromatografica
HPAEAAH HPAEAAC HPAEAAM
hexano CHCt, MeOH
43,2 mg 191,7 mg 160,3 mg
C18
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10.5 Isolamento dos constituintes quimicos fixos do extrato etandlico de Ganoderma
lucidum (Fluxograma 7, p. 230)

O fungo coletado em Fortaleza (288 g), préximo ao campus do Pici, ap0s ser seco
e triturado, foi submetido ao processo de extracdo com etanol a frio, obtendo-se 8,5 g do
extrato etanolico de Ganoderma lucidum (EEGL).

EEGL foi fracionado por cromatografia filtrante (@ = 6 cm) em gel de silica
(85 g) com solventes em ordem crescente de polaridade, obtendo-se os extratos: Hexanico,
AcOEt e MeOH, respectivamente, denominados de EEGLH, EEGLAc, EEGLM com 4,1 g;
2,0 ge 1,1, perfazendo um rendimento cromatografico de 85 %.

10.5.1 Fracionamento cromatografico de EEGLH

A fracdo hexanica EEGLH (4,1 g) (Item 10.5) foi submetida a coluna
cromatografica (® = 5 cm) em gel de silica (41 g), usando uma mistura isocratica de
hexano:CH,Cl, (1:1). Foram coletadas 26 fracdes de 10 mL (Tabela 40), as quais foram
analisadas em CCD e reunidas por suas semelhancas, obtendo-se 5 fracbes nomeadas como
GLHA, GLHB, GLHC, GLHD e GLHE (Tab. 41, p. 228). A fragdo GLHB (100,2 mg)
apresentou-se pura, tornando possivel a identificacdo de uma substancia denominada G1
(Fig. 121, p. 152), a qual foi analisada por EM, IV e RMN *H e **C (1D e 2D) e identificada
como ergosta-7,22-dien-3-ona (Item 8.1, p. 150).

Tabela 40: Fracionamento cromatografico de EEGLH

Fracdo Massa (mg) Fracao Massa (mg) Fracao Massa (mg)
F1 59,8 F10 31,0 F19 58,5
F2 196,2 F11 56,4 F20 73,9
F3 101,7 F12 382,3 F21 15,3
F4 84,4 F13 268,2 F22 79,2
F5 74,7 F14 25,8 F23 46,8
F6 25,5 F15 239,6 F24 53,1
F7 159,1 F16 127,7 F25 26,8
F8 220,6 F17 98,2 F26 10,4

F9 647,3 F18 120,3
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Tabela 41: FragGes de EEGLH ap6s analise em CCD

Fracdo Fracoes Massa (mg) Rend. (%)
GLHA F1-4 442,1 10,8
GLHB F5-6 100,2 2,4
GLHC F7-10 1.058,0 25,8
GLHD F11-16 1.100,0 26,8
GLHE F17-26 582,5 14,2
80,0

A fracdo GLHA (0,442 g) foi descartada, enquanto as fracbes GLHC (1,058 g),
GLHD (1,100 g) e GLHE (0,582 g) foram submetidas a colunas cromatograficas.

10.5.2 Fracionamento cromatografico de GLHC (Fluxograma 7, p. 230)

A fracdo GLHC (1,058 g) (Item 10.5.1, p. 226) foi submetida a coluna
cromatografica (® = 8 cm) em gel de silica (20 g), usando uma mistura isocratica de
hexano:CH,Cl, (1:1). Foram coletadas 35 fracdes de 10 mL, as quais foram analisadas em
CCD e reunidas por suas semelhancas no perfil cromatografico, obtendo-se 14 fracGes
descritas e denominadas na Tabela 42. A fracdo GLHC8 (22,1 mg) apresentou-se pura,
tornando possivel a identificacdo de uma substancia denominada G5 (Fig. 136, p. 167), a qual
foi analisada por EM, IV e RMN 'H e ®C (1D e 2D) e identificada como ergostan-
1,4,8(14),22-tretraen-3-ona (Item 8.4, p. 170).

Tabela 42: Fracionamento cromatografico de GLHC

Sigla  FracBes Massa (mg) Rend. (%) Sigla Fracbes Massa (mg) Rend. (%)

GLHC1 1-3 = = GLHCS8 19 22,1 2,1
GLHC2 4-5 67,9 12,3 GLHC9 20-24 26,6 2,5
GLHC3 6-8 54,7 5,2 GLHC10 25-28 1427 13,5
GLHCA4 9-10 68,9 6,5 GLHC11 29-31 65,9 6,2
GLHCS5 11-13 163,5 15,5 GLHC12 32 18,1 1,7
GLHC6 14-16 241,9 22,9 GLHC13 33-35 6,2 0,6
GLHC7 17-18 13,4 1,3

90,3
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10.5.3 Fracionamento cromatografico de GLHD (Fluxograma 7, p. 230)

A fragdo GLHD (1,100 g) (Item 10.5.1, p. 226) foi submetida a coluna
cromatogréfica (® = 10 cm) em gel de silica flash (35 g), usando uma mistura isocréatica de
hexano: CHCl, (1:1). Foram coletadas 52 fracGes de 10 mL, as quais foram agrupadas em
funcdo do perfil cromatografico, apds analise em CCD, obtendo-se 17 fragcbes denominadas
na Tabela 43. A fracdo GLHD13 (70,0 mg) ap6s analise em CCDA, foi denominada de
denominada G2-G3 (Fig. 123, p. 154) e enviada para anélise por EM, IV e RMN 'H e °C
(1D e 2D), na qual foi identificada como a mistura de ergosta-5,9,22-trien-33-0l e ergosta-
5,22-dien-3B-ol (Item 8.2, p. 157).

Tabela 43: Fracionamento cromatografico de GLHD

Sigla  Fracdes Massa (mg) Rend. (%) Sigla Fracdes Massa (mg) Rend. (%)
GLHD1 14 10,4 0,9 GLHD10 36-37 6,5 0,6
GLHD2 5 15,7 1,4 GLHD11 38-39 42,0 3,8
GLHD3 6-10 22,9 2,1 GLHD12 40-41 32,6 3,0
GLHD4 11-14 49,8 4,5 GLHD13 42-46 70,0 7,3
GLHD5 15-19 165,3 15,0 GLHD14 47-49 6,8 0,6
GLHD6 20-22 49,3 4,5 GLHD15 50-51 1,2 0,1
GLHD7 23 176,3 16,0 GLHD16 52 7,8 0,7
GLHDS8 24-27 79,8 7,3
GLHD9 28-35 15,6 14

TOTAL 69,2

10.5.4 Fracionamento cromatografico de GLHE (Fluxograma 7, p. 230)

A fracdo GLHE (582,5 mg) (Item 10.5.1, p. 226) foi submetida a coluna
cromatografica (® = 8 cm) em gel de silica (20 g), usando uma mistura isocratica de
hexano:CH.Cl, (1:1). Foram coletadas 46 fracdes de 10 mL, as quais foram agrupadas em
funcdo do perfil cromatografico apos analise em CCD, obtendo-se 16 fracBes descritas e
denominadas na Tabela 44 (p. 229). A fragdo GLHE14 (22,0 mg), ap0s analise em CCDA, foi
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denominada G4 (Fig. 135, p. 167), na qual foi analisada por EM, IV e RMN *H e 3C (1D e
2D) e identificada como ergosta-6,22-dien-3a.,50.,8a-triol (Item 8.3, p. 163).

Tabela 44: Fracionamento cromatografico de GLHE

Sigla Fracbes Massa (mg) Rend. (%) Sigla Fracbes Massa (mg) Rend. (%)

GLHE1 =3 = = GLHE9 18-21 14,8 2,5
GLHE2 4 16,2 2,7 GLHE10 22-26 60,4 10,4
GLHE3 S 6,3 1,1 GLHE11 27-29 9,6 1,7
GLHE4 7-8 15,2 2,6 GLHE12 30 2,1 0,4
GLHES5 9 23,0 4,0 GLHE13 31-32 15,3 2,6
GLHEG6 10-12 55,9 9,6 GLHE14 33-35 22,0 3,8
GLHE7 13-16 48,6 8,3 GLHE15 36-39 24,9 4,3
GLHES 17 10,2 1,7 GLHE16 40 10,6 1,8

57,5
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Fluxograma 7: Isolamento dos constituintes fixos de Ganoderma lucidum
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10.6 Procedimentos experimentais de sintese de derivados esteroidais
10.6.1 Reducéo de G1

O composto G1 (100,2 mg, 0,25 mmol) foi dissolvido em etanol (10,0 mL) sendo
adicionado 1,0 g de borohidreto de sddio (NaBH,). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética em banho de gelo durante 4 horas. Adicionou-se 50,0 mL de &gua a
mistura reacional. A fase orgéanica foi extraida com acetato de etila (3 x 10,0 mL) e tratada
com sulfato de sodio anidro (Na,SQOy), filtrada e o solvente destilado sob pressdo reduzida. O
residuo foi purificado por cromatografia em coluna (eluente hexano/AcOEt 8:2), obtendo-se
um po6 branco (64,0 mg, rendimento 64%), caracterizado como uma mistura de G1.1B e
G1l.1a, como mostra a Figura 148 (p. 179). A amostra foi analisada por espectroscopia de 1V,
RMN *H e °C (1D e 2D).

10.6.2 Acetilacdo de G1.1

O composto G1.1 (185,4 mg, 0,47 mmol) foi dissolvido em anidrido acético
(2,0 mL) e piridina (1,0 mL). A mistura ficou mantida sob agitacdo magnética por 24 horas a
temperatura ambiente. Adicionou-se 30,0 mL de solucdo de sulfato de cobre (CuSO,4, 5%) e
efetuou-se a extracdo por particdo liquido-liquido com acetato de etila (3 x 30,0 mL). A fase
organica foi lavada com agua e tratada com sulfato de sodio anidro (Na,SQO,). Em seguida, a
fase organica foi concentrada sob presséo reduzida, obtendo-se 191,6 mg (BANDEIRA et al.,
2007). O residuo foi purificado por cromatografia isocratica em coluna (eluente cloroférmio),
obtendo-se dois sélidos, respectivamente, G1.1 (10,4 mg) e G1.2 (158,5mg), correspondendo
ao rendimento de 75,5 %, conforme mostra a Figura 157 (p. 185). As amostras foram
analisadas por espectroscopia de 1V, EM, RMN *H e *3C (1D e 2D).

10.6.3 Sintese de oximas a partir de G1

Dissolveu-se em baldo de fundo redondo (50,0 mL) cerca de 1,5 g de cloridrato de

hidroxilamina (Cf” *"NH3zOH) em metanol (30,0 mL). Em seguida, adicionou-se G1 (200,0 mg,

0,50 mmol). A mistura reacional ficou em agitacdo, sob refluxo, por 6 (seis) horas
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(KATELEY et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2005). O produto reacional foi concentrado em
rotaevaporador sob refluxo e, em seguida, adicionou-se 15,0 mL de &gua destilada para
extracdo por particdo liquido-liquido com acetato de etila (2 x15,0 mL). A fase aquosa foi
desprezada. A fase organica foi lavada com agua destilada e seca com sulfato de sodio,
filtrada e rotaevaporada sob presséo reduzida, obtendo-se um s6lido amorfo e branco (207,0
mg, rendimento 100 %). Este sdlido foi lavado e filtrado a vacuo, respectivamente, com
AcOEt e CHCHl;. As fases organicas foram concentradas sob pressdo reduzida obtendo-se
respectivamente 67,9 mg (AcOEt) e 79,0 mg (CHCHt3). As amostras foram analisadas por
espectroscopia de 1V, RMN *H e *3C (1D e 2D), sendo que o residuo branco foi denominado
G1.3a, enquanto que o material extraido com cloroférmio tratava-se de um outro isémero

denominado G1.3b, de acordo com a Figura 164 (p. 191).

10.6.4 Formilacdo de G1.1

O composto G1.1 (185,0 mg, 0,46 mmol) foi submetido a reacdo de formilagéo
com 1,5 mL de &cido férmico (90 %) e 15 gotas de acido perclorico. A mistura foi mantida
em banho maria a 60 °C e agitacdo magnética, durante 4 (quatro) horas (BANDEIRA et al.,
2007). O produto foi resfriado em banho de gelo sob agitacdo. Em seguida, adicionou-se
anidrido acético 1,0 mL e agua destilada (5,0 mL), obtendo-se um precipitado que foi filtrado
e lavado a vacuo. Apds seco em dessecador, foi denominado G1.4 (532,0 mg).

O composto G1.4 (532,0 mg) foi submetido a cromatografia de coluna em gel de
silica, utilizando-se como eluente: hexano, hexano: CHCf; (1:1), CHCl; AcOEt e MeOH,
resultando em 35 fracbes. A andlise das fracbes em CCDA, possibilitou a reunido das fracdes
F9-21 e F22-28, sendo identificadas, respectivamente, como G1.4 (55,8 mg), produto
desejado, e G1.1(107,0 mg) que ndo reagiu, correspondendo ao rendimento cromatogréafico de
34,3 % (Figura 172, p. 198). O composto G1.4 foi caracterizado por métodos espectroscépico
de IV, EM, RMN 'H e **C (1D e 2D).
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11. CONSIDERACOES FINAIS

O levantamento bibliografico sobre o género Heliotropium no Science Finder,
Web of Science e Sciencedirect evidenciou trabalhos em que constam o isolamento de
compostos pertencentes as seguintes classes de metabdlicos secundarios: quinonas,
flavonoides, esterdides, triterpenos, alcoois, acidos graxos e, principalmente, alcalides
pirrolizidinicos.

O estudo fitoquimico desenvolvido neste trabalho, abordando as duas espécies de
Heliotropium, permitiu verificar a presenca de alcaldides pirrolizidinicos, legitimando a
possibilidade desta classe tratar-se de um quimiomarcador para este género, a partir do
isolamento dos alcaldides licopsamina e helindicina, bem como da mistura dos acidos nécicos
viridiflorico e traquelantico que se agrupam a base necina para formacdo desta classe de
alcaloides. Entretanto, a utilizagdo da espécie Heliotropium indicum pela medicina popular,
principalmente, na formulacdo de xaropes caseiros para tratamento auxiliar de bronquites nao
poderia ser validada, devido aos registros cientificos que atribuem a forte acdo hepatotoxica,
pneumotoxica, hemolitica, antimitotica, teratogénica e carcinogénica de alcaloides
pirrolizidinicos, apesar da evidéncia de atividades bioldgicas contra infeccdes virais e
bacterioldgicas de alguns compostos desta classe.

A mistura dos acidos viridiflérico e traquelantico esta sendo relatada pela primeira
vez na espécie Heliotropium indicum Linn, bem como o alcaldide pirrolizidinico licopsamina
na espécie Heliotropium polyphyllum Lehm.

Verificou-se que o isolamento de alcal6ides pirrolizidinicos através de silica
tratada com NaHCO3; com espécies de H. indicum e H. polyphyllum coletadas no Estado do
Ceara é possivel, porém demonstra ser um arduo trabalho, sugerindo que ha um percentual
elevado de alcaldides pirrolizidinicos do tipo N-Oxidos.

A investigacdo dos constituintes volateis das partes aéreas de H. indicum, por
hidrodestilacao, revelou a presenca de uma variedade de compostos pertencentes a diferentes
classes de metabdlicos secundarios: &lcoois, hidrocarbonetos saturados, aldeidos de cadeia
linear, entre outras, com peso molecular superior aos monoterpenos, sendo 0 composto
majoritario o sesquiterpenoide fitol (27,89%).

O estudo dos constituintes volateis das partes aéreas de H. polyphyllum, através
das técnicas de hidrodestilacdo, destilacdo por arraste com vapor d’agua e fluido supercritico,
permitiu identificar 43 componentes, pertencentes a diferentes classes como alcoois,

hidrocarbonetos alifaticos de cadeia linear, monoterpenos, sesquiterpenos, acidos graxos,
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ésteres de cadeia longa, entre outras. Como constituintes majoritarios destacaram-se hex-3Z-
en-1-ol (41,16%) na hidrodestilagdo, germacreno-D (16,34%), elemol (14,54%) e
neofitadieno (14,16%) na destilacdo por arraste com vapor e &cido linoléico (44,19%) e
linoleato de metila (35,64%) na extracdo com fluido supercritico.

O levantamento bibliogréfico sobre os constituintes fixos isolados do macrofungo
Ganoderma lucidum no Science Finder, Web of Science e Sciencedirect evidenciou o relato
de uma variedade de compostos como proteinas, monossacarideos livres, oligossacarideos,
aminoécidos, acidos organicos, entre outras; sendo 0s polissacarideos, triterpenos e esterdides
as classes com maiores destaques. Neste trabalho, verificou-se que a literatura registra a
presenca de 67 esterdides do tipo ergostano ou lanostano.

A investigagdo dos constituintes quimicos fixos do extrato etanolico da espécie G.
lucidum permitiu o isolamento dos esterdides do tipo ergostano: ergosta-7,22-dien-3-ona;
ergosta-22-en-3p,4a,8p-triol; ergosta-1,4,8,22-tetraen-3-ona; além da mistura de ergosta-
5,9,22-trien-3B3-ol e ergosta-5,22-dien-3p-0l. Com excec¢édo do primeiro composto, todos estao
sendo relatados pela primeira vez na espécie.

A ampliacdo do estudo sobre os constituintes quimicos, através da modificacao
estrutural do esteroide ergosta-7,22-dien-3-ona no carbono C-3, proporcionou a obtencdo dos
compostos  3-acetil-ergosta-7,22-dieno;  3-formil-ergosta-7,22-dieno;  3E-hidroxi-imino-
ergosta-7,22-dieno e 3Z-hidroxi-imino-ergosta-7,22-dieno, bem como a mistura de ergosta-
7,22-dien-3a-0l e ergosta-7,22-dien-33-0l, com rendimentos satisfatorios. Os dados
espectroscopicos de RMN *H e *C (1D e 2D) destes compostos sintetizados permitiram
averiguar as modificacdes nos deslocamentos quimicos em C-3, bem como a correta
atribuicdo dos dados de deslocamento quimico dos nucleos de carbono e hidrogénio para

estes compostos que estdo sendo relatados pela primeira vez na literatura.
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