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RESUMO

Na busca de tratamentos alternativos para controlar as doencas
parasitarias nos rebanhos bovinos brasileiros tem-se investido em pesquisas com
produtos naturais, especialmente plantas que possuam atividade acaricida
(carrapaticida). O jambu (Spilanthes acmella (L.) Murr., planta herbacea nativa da
Regido Norte do Brasil, pertencente a familia Asteraceae, ja € relatado na literatura
por possuir atividade inseticida e carrapaticida, devido a presenca de uma
alquilamida chamada de espilantol. Dessa forma, no presente trabalho utilizou-se o
extrato hexanico das folhas de Spilanthes acmella (L.) Murr., que foi submetido
inicialmente a particdo liquido-liquido e posteriormente a diversos métodos
cromatograficos, como CLAE. Através da CLAE obteve-se um liqguido amarelado, o
qual foi caracterizado como sendo espilantol apds andlise espectrométrica por
espectrometria de massa de alta resolucéo, ressonancia magnética nuclear de *H e

13C (uni e bidimensionais) e espectroscopia ha regi&o do infravermelho.

Palavras-chave: Spilanthes acmella (L.) Murr., Alquilamida, Espilantol.



ABSTRACT

In the search for alternative treatments to control parasitic diseases in
Brazilian cattle herds has been invested in research on natural products, especially
plants that have acaricide activity (ticks). The “jambu” (Spilanthes acmella (L.) Murr.,
native herbaceous plant of the Northern Region, belonging to Asteraceae family, is
already reported in the literature as possessing insecticidal and acaricidal activity,
due to the presence of an alkylamide named spilanthol. Thus, in this study used the
hexane extract from leaves of Spilanthes acmella (L.) Murr., which was submitted
initially to liquid-liquid partition and later for several chromatographic methods such
as HPLC. Through HPLC yielded a yellow liquid, which was characterized as
spilanthol after spectrometric analysis by high resolution mass spectrometry, nuclear

magnetic resonance *H and **C (1D and 2D NMR spectroscopy) and FT-IR.

Keywords: Spilanthes acmella (L.) Murr.), Alkylamide, Spilanthol.
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1.INTRODUCAO

O Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo, o que contribui
bastante para a economia do pais. No entanto, doengas parasitarias, causadas principalmente
por carrapatos, provocam muitas perdas tanto econdmicas quanto qualitativas. Dessa forma,
faz-se necessario o uso de carrapaticidas como clorfenvifos, diclorvos, deltametrina,
cipermetrina e amitraz, substancias na maioria das vezes tdxicas para o0 ser humano, que
apresentam potenciais efeitos neurotoxico e carcinogénico, além de causarem
caimbras, dor de cabeca, diarréia, vomito, tontura, convulsées, hipersensibilidades,
entre outros sintomas (PASTORELLO, 2010; ARAUJO et al.,2013).

Tendo em vista a busca por tratamentos alternativos, tém-se investido
bastante na area de produtos naturais, principalmente na obtencdo de compostos
bioativos de plantas que apresentem atividade carrapaticida. Uma das plantas que
esta sendo bem explorada é o jambu (Spilanthes acmella (L.) Murr.), que ja é
relatada na literatura por possuir atividade acaracida (CASTRO et al., 2014),
inseticida (MORENO et al.,, 2011; MORENO, 2011; RAMSEWAK; ERICKSON,
1999), além de possuir também efeito anestésico (PHRUTIVORAPONGKUL et al.,
2008).

O jambu (Figura 1) é muito conhecido na Regido Norte do Brasil por fazer parte
da culinaria local, em pratos como tacaca, pato no tucupi e saladas (SANTQOS, 2010), e ser
utilizado na medicina popular, como analgésico para tratamento de dores de dente, cabeca,
garganta e aftas, entre outros (DI STATI; HIRUMA-LIMA, 2002).
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Figura 1 — Foto de Spilanthes acmella (L.) Murr, conhecida como jambu.

Fonte: Sana; Rani e Sulakshana (2014).

A atividade acaricida do jambu é devida a presenca de uma alquilamida
olefinica denominada espilantol ((2E,6Z,8E)-N-(2-metilpropil)deca-2,6,8-trienamida
ou (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida) (Figura 2), também conhecida por
afinina (TORRES; CHAVEZ, 2001). O espilantol é o principal composto pungente
(RATNASOORYA et al., 2004) contido no jambu, o que confere o sabor refrescante
e picante da planta.

Figura 2 — Estrutura quimica do espilantol.

Segundo Castro (2014), o extrato hexanico das folhas do jambu a uma
concentracdo de 79,7 mg/L reduziu em 50% a oviposicao e eclodibilidade dos ovos
de fémeas ingurgitadas (intumescidas com o extrato) de Rhipicephalus microplus e
causou a morte de 50% das larvas e fémeas ingurgitadas a uma concentracdo de
3,1 a 150 mg/mL, significando que o extrato hexanico de jambu foi altamente efetivo
(eficiencia > 95%) contra as larvas e as fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
microplus.

Neste contexto, 0 objetivo do presente trabalho foi isolar
o espilantol através de métodos cromatograficos e  caracteriza-lo

guimicamente  por métodos  espectroscopicos e  espectrométricos a
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fim de se utilizar essa  substancia em ensaios de atividade

carrapaticida a serem desenvolvidos pela Embrapa.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Spilanthes acmella (L.) Murr. (jambu)

7

Spilanthes acmella (L.) Murr. € uma planta herbacea nativa da Regido
Norte do Brasil pertencente a familia Asteraceae (antiga Compositae). Popularmente
conhecida como jambu, apresenta como sinbnimos Spilanthes acmella L. var
oleracea Clarke, Spilanthes oleracea (L.) e Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen.

Segundo Hind e Biggs (2003), o jambu trata-se de uma planta de porte
herbaceo, medindo de 30 a 60 cm de altura, com folhas compostas, opostas,
membranaceas e pecioladas, inflorescéncias compostas de flores amarelas, caule
cilindrico e carnoso, sendo a raiz principal do tipo pivotante com abundantes
ramificagOes laterais.

O jambu exibiu uma série de efeitos bioldgicos tais como atividades
anestésica local (LEY et al., 2006), anti-inflamatéria e analgésica (CHAKRABORTY
et al.,, 2004; WU et al., 2008), anestésica e antipirética (CHAKRABORTY et al.,
2010), diurética (RATNASOORYA et al., 2004; DUBEY et al., 2013) e emagrecedora
(EKANEM et al., 2007), as quais na sua grande maioria sdo atribuidas a presenca
da alquilamida espilantol, a principal molécula bioativa da planta, que atinge sua
maior concentracao (1%) nas flores (SARAF et al., 2002; LEY et al., 2006).

2.2.Alguilamidas

As alquilamidas ou alcamidas sdo formadas a partir da reacdo de condensacao
guimica de um acido carboxilico de cadeia média a grande (cadeia carb6nica com 10 a 18
carbonos) com uma amina (CAVALCANTI, 2008). Elas podem ser classificadas segundo o
tipo de ligacdo entre carbonos que possuem: olefinicas (ligacdes duplas) e acetilénicas (pelo
menos uma ligag&o tripla). H4 ainda as que apresentam anéis homo ou heterociclicos.

Segundo Torres e Chavéz (2001), as alquilamidas manifestam-se em

poucos grupos de plantas, dos quais 0s mais importantes estdo presentes nas
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familias Asteraceae e Solanaceae, mais especificamente nas espécies de Capsicum
e na familia Piperaceae (familia das pimentas).

As alquilamidas ja relatadas no jambu sdo (2E,5Z)-N-isobutil-undeca-2,5-
dieno-8,10-diinamida (1) (CHENG et al.,, 2015), (2Z)-N-isobutil-2-noneno-6,8-
diinamida (2), N-fenetil-2,3-epoxi-6,8-nonadiinamida (3), (2E,4Z)-N-isobutil-2,4-
undecadieno-8,10-diinamida  (4), (2E)-N-isobutil-2-undeceno-8,10-diinamida (5),
(2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida (espilantol) (6), (2E)-N-(2-metilbutil)-2-
undeceno-8,10-diinamida  (7), (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-tridecadieno-10,12-diinamida
(8), (2E,7Z)-N-isobutil-2,7-decadienamida (9), (2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-2,6,8-
decatrienamida (10) e (2E,4E,8Z,10Z)-N-isobutil-dodeca-2,4,8,10-tetraenamida (11)
(BAE et al., 2010; BOONEN et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura quimica das alquilamidas presentes no jambu.
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2.3.Espilantol

O espilantol ou afinina ((2E,6Z,8E)-N-(2-metilpropil)deca-2,6,8-trienamida
ou (2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida) € uma alquilamida alifatica de
formula molecular Ci14H23NO e trata-se de um Oleo viscoso ardente que possuli
coloracdo amarelo palido a amarelo claro, isolado pela primeira vez por Gerber
(1903).

Inicialmente essa alquilamida foi designada de afinina porque foi isolada
da planta Erigeon affinis (Asteraceae). Mais tarde percebeu-se que a planta da qual
a substancia havia sido isolada era de fato a Heliopsis longipes (Asteraceae).

Além de Spilanthes acmella, o espilantol é relatado também nas raizes de
Heliopsis longipes, apresentando um teor de 7,30 mg/g em tecidos subterraneos
secos (MOLINATORRES et al., 1996), e nas raizes de Acmella oppositifolia, em
tecidos subterraneos secos 0,35 mg/g e em tecidos subterraneos verdes 0,17 mg/g
(MOLINATORRES et al., 1996). Também ¢é relatado nas plantas Wedelia parviceps,
Acmella ciliata e Acmella radicans (RIiOS, 2012).

Algumas propriedades do espilantol sédo apresentadas na tabela 1:
Tabela 1 — Propriedades do espilantol.

Férmula Molecular C14H23NO
Massa Molecular (g/mol) 221
Ponto de Fuséao (°C) 23
Ponto de Ebuli¢do (°C) 165
indice de refracéo (25 °C) 1,5135
Absorcao Ayax (Nm) 228,5

Fonte: Jacobson (1957).
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3.PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1.0btencéo do extrato hexanico das folhas de Spilanthes acmella

Seguiu-se a metodologia segundo Castro et al. (2014).
As partes aéreas de Spilanthes acmella foram coletadas em Parnaiba-PI

(coordenadas geograficas 03.01'40.9” 041.44’57.6”) em janeiro de 2007, e o
espécime foi depositado no Herbario CEN da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia-DF, sob o nimero 81102.

O material vegetal foi seco a 40 °C e extraido trés vezes consecutivas
com hexano, sendo mantida sob agitacdo constante e aquecimento a 40°C durante
2 h, cada extracdo. O solvente foi evaporado sob presséo reduzida por meio do uso

de um rotaevaporador. O extrato hexanico foi designado de SAFH.

3.2.Particado liquido-liquido de SAFH

O extrato hexanico (SAFH) (44,9 g) foi suspenso em 500 mL de metanol
(Impex) e particionado com 187,5 mL (2x) de éter etilico (Impex) e 150 mL (2x) de
agua destilada. A fracdo hidroalcodlica foi rotaevaporada e liofilizada, sendo
designada de SAFHAq (1,12 g). A fracdo éter etilico, previamente tratada com
sulfato de sodio, foi concentrada e seca em chapa aquecedora a 50 °C, sendo
designada de SAFHE (23,46 g).

3.3.Métodos cromatograficos

3.3.1.Cromatografia de adsorcéo

A cromatografia de adsorcao foi realizada utilizando gel de silica da Vetec
60 mesh. Realizou-se a eluigdo com hexano e metanol da Impex e cloroférmio e

acetato de etila da Vetec.



18

3.3.3.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A analise foi realizada em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia da
Waters, constituido de uma bomba quaternaria Waters-2555 e um detector DAD
Waters-2489, operando a 230 e 270 nm. A separacdo foi efetuada em coluna
SunFire™Prep C18 OBD™ (19 x 100 mm, 5 pm), mantida a temperatura ambiente. A
amostra foi solubilizada com agua ultrapura/ metanol HPLC 80% (Tedia) e filtrada
através de membrana de nylon com poros de 0,22 um (Simplepure).

A eluicdo ocorreu de modo isocratico com agua ultrapura/ metanol HPLC
80% (Tedia) a um fluxo de 17 mL/min durante 7 min. O volume de inje¢éo foi 500 pL,

contendo cerca de 16,7 mg/mL.

3.3.4.Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa(CL-EM)

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplada
com um sistema de Quadrupolo / TOF (Waters). Foi utilizada uma coluna Waters
Acquity UPLC BEH (150 mm x 2,1 cm, 1,7 um) mantida a 40 °C. As fases moveis
utilizadas foram agua com 0,1% de &cido férmico (A) e acetonitrila com 0,1% de
acido férmico (B), com gradiente variando 0-15 min (2-95%) de B; 15,1-17 min
(100%) de B; 17,1-19,1 min (2%) de B, fluxo de 0,4 mL/min e volume de injecdo da
amostra de 5 pl. O modo de aquisicéo foi o MSE.

A andlise ocorreu por ionizacao por electrospray (ESI) em modo positivo,
adquirida na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura
de dessolvatacdo 350 °C, e fluxo do gas de dessolvatacdo de 350 L/h. Leucina
encefalina foi utilizada como lockmass. A voltagem capilar foi de 3 kV. Em baixo
scan, a tensdo de cone foi 15 V, energia de colisdo de 6 V. Em alto scan, a tensao
do cone foi de 30 V com uma rampa de energia de colisdo de 30-50 rampa eV (trap).

O modo ESI foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte
fixa de 120 °C, temperatura de dessolvatagdo 350 °C, e fluxo do gas dessolvatacdo

de 500 L/h. Leucina encefalina foi utilizada como lockmass. A voltagem capilar foi de
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2,6 kV. Em baixo scan, a tenséo de cone foi 35 V para ESI’, energia de colisdo de 5
eV (trap). Em alto scan, a tensao do cone foi de 35 V para ESI’, com uma rampa de
energia de colisdo de 20-40 rampa eV (trap). O instrumento foi controlado pelo
software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

A amostra foi dissolvida em agua ultra pura (Milli-Q, MILLIPORE),
contendo 80% de metanol e filtrada em filtro em membrana de PTFE com poros de
0,22 pm (Allcrom).

3.4.Métodos espectroscopicos
3.4.1.Espectroscopia na regido do infravermelho (V)

O espectro na regido do infravermelho foi obtido em espectrometro
Varian, modelo FT-IR Spectrum 660-IR, do Laboratério Multiusuério de Quimica dos
Produtos Naturais (LMQPN - EMBRAPA), utilizando-se pastilha de KBr.

3.4.2.Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétio (RMN *H) e de
Carbono 13 (RMN *3C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétio (RMN *H) e
de Carbono-13 (RMN *3C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro
Agilent DD2 de 600 MHz (para nucleo de *H), equipado com uma sonda One Probe
de 5 mm de diametro interno (H-F/15N-31P), de deteccao inversa, e gradiente de
campo no eixo “z“, pertencente ao Laboratério Multiusuério de Quimica de Produtos
Naturais (LMQPN) da Embrapa Agroinddstria Tropical.

As amostras foram preparadas dissolvendo-se aproximadamente 2 mg
dos padrdes e extrato seco em 600 uL de cloroférmio deuterado. Os espectros
unidimensionais de 'H foram adquiridos com um tempo de espera entre cada
aquisicdo de 2 s, AQ de 3,3 s, ganho automético, 8 a 32 transientes, quando
necessario em uma janela espectral de 16 ppm e 32 k de niumero de pontos reais.
Para o processamento desses dados, os espectros foram referenciados com o

padrao interno tetrametilsilano (TMS) em O ppm. Foram utilizados 65.536 pontos,
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efetuando multiplicacdo exponencial (Ib = 0,3 Hz) e correcdo manual de fase e linha
de base.

Os experimentos bidimensionais gCOSY, gHSQC e gHMBC foram
realizados com largura espectral em F2 de 16 ppm para todos, em F1 de 16 ppm,
200 ppm e 240 ppm, numero de promediacbes (ns) igual 16, 32 e 64,
respectivamente. Os tempos de espera entre cada aquisicdo foram 1 s, com 200
pontos durante a aquisi¢ao (td) em F1 e 1.442 pontos durante a aquisicao em F2. No
processamento, foram utilizados 1.024 pontos (si) em F1 e 2.000 pontos em F2.

3.5.Isolamento do espilantol

3.5.1.Cromatografia de adsorcédo de SAFHE

Aproximadamente 23,5 g de SAFHE foi solubilizado em hexano e
adsorvido em 71,75 g de gel de silica em gral de porcelana. O adsorbato foi
cromatografado sob pressdo atmosférica. Utilizou-se como eluentes: hexano (1000
mL), cloroférmio (950 mL), acetato de etila (650 mL) e metanol (300 mL). As fracdes
obtidas foram SAFHEH (5,55 g), SAFHEC (9,35 g), SAFHEACc (5,43 g) e SAFHEM
(0,56 g) (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da cromatografia de adsorgéo de SAFHE.

Volume . - ~
Eluente _ Cor Massa (g) Designhacdo da fracao
obtido (mL)
Hexano 1000 Amarelo 5,55 SAFHEH
Cloroférmio 950 Marrom 9,35 SAFHEC
Acetato de etila 650 Preto 5,43 SAFHEAcC

Metanol 300 Verde escuro 0,56 SAFHEM
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3.5.2.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de SAFHEC

A fracdo SAFHEC (250 mg) foi solubilizada na fase movel empregada,
filtrada e injetada no cromatografo liquido. Foram coletados quatro picos que foram
concentrados e liofilizados, sendo designados de SAFHEC PICO 1 (4 mg), SAFHEC
PICO 2 (0,1 mg), SAFHEC PICO 3 (1 mg) e SAFHEC PICO 4 (4,8 mg) (Figura 4).

Figura 4 — Cromatogramas resultantes da elui¢do isocratica de SAFHEC com agua ultrapura/metanol
HPLC 80% em 230 nm ( a esquerda) e em 270 nm (a direita).

PPPPP

3.5.3.Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas(CL-EM) de
SAFHEC PICO 1

A fragdo SAFHEC PICO 1 (1 mg) foi dissolvida em 1 mL H,O
ultrapura/MeOH 80 %, filtrada e injetada no cromatdgrafo liquido acoplado a um
espectrdmetro de massa.

A figura 5 mostra o fluxograma representativo para o procedimento
experimental que conduziu ao isolamento do espilantol a partir do estrato hexanico

de Spilanthes acmella (SAFH).
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Figura 5 — Fluxograma da particdo liquido-liquido do extrato hexanico das folhas de jambu (SAFH).

SAFH (44,9 g)
500 mL MeOH
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(5,55 g) (9,35 Q) (5,43 9) (0,56 g)
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(4,0 mg) (0,1 mg) (1,0 mg) (4,8 mg)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A fracdo SAFHEC PICO 1 foi isolada a partir de particdo liquido-liquido e
tratamentos cromatograficos do extrato hexanico das folhas de Spilanthes acmella,
apresentando-se como um liquido amarelado.

O espectro de massa de alta resolucdo obtido por ESI nho modo positivo
(Figura 7) exibiu um pico correspondente a molécula protonada [M+H]" em m/z
222,1852 Daltons, induzindo a formula molecular C14H23NO, IDH= 4, correspondente
as quatro ligacdes duplas presentes no espilantol.

O espectro de absorcao na regido do infravermelho de SAFHEC-PICO 1
(Figura 8) apresentou uma banda em 3397 cm™ correspondente & deformacéo axial
de ligagdo N-H, caracteristica de amida secundaria. A banda em 1670 cm™ foi
atribuida a deformacéo axial de ligacdo C=0, evidenciando a presenca de carbonila.
A absorcdo em 1629 cm™ foi associada & deformacdo axial de ligacdo C=C,
compativel & presenca de sistema olefinico e a absorcdo em 1552 cm™ referente &
deformagao angular de ligagdo N-H, enfatizando a presenga da amida secundaria.

O espectro de RMN *H (CDCls, 600 MHz) (Figura 9) apresentou 6 sinais
de hidrogénio na faixa de 6 0,90 a 3,15 ppm, sendo um dupleto em 6 0,9 ppm (6H, J
= 6,6 e 6 Hz), um dupleto em 6 1,75 ppm (3H, J = 6,6 Hz), um multipleto em 6 1,77
ppm (1H, J = 7,2 Hz), dois quartetos em 6 2,23 (2H, J = 7,8 Hz) e 6 2,30 ppm (2H, J
=7,2Hz) e um tripleto em é 3,12 ppm (2H, J = 6,6 Hz). Na faixa de d entre 5 e 7
ppm, observou-se sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos, sendo dois
dupletos de tripleto em 6 5,24 (1H,J=7,2 e 10,8 Hz) € 6,79 ppm (1H,J=6,6 € 15
Hz), dois dupletos de dupleto em 6 5,95 (1H, J = 10,8 e 14 Hz) e 6,26 ppm (1H, J =
13,2 e 12,6 Hz), um dupleto em & 5,76 ppm (1H, J = 15,6 Hz) e um dupleto de
guarteto em 6 5,68 ppm (1H, J = 6,6 e 14,4 Hz). Mostrou também um pico de banda
larga em & 5,45 ppm , correspondente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio.

No espetro de RMN *3C (CDCls, 150 MHz) (Figura 10), foram observados
treze linhas espectrais, que correspondem aos quatorze carbonos presentes no

espilantol, sendo 6 166,2 ppm relativo a C=0, 6 em torno de 124 a 144 ppm a
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carbonos olefinicos e & entre 18 e 20 ppm a carbonos metilicos(C-3' e C-4’
equivalentes).

O espectro de RMN 'C-DEPT 135 (CDCls, 150 MHz)
(Figura 11) revelou a presenca de trés carbonos metilénicos com
amplitude positiva e nove carbonos com amplitude negativa, sendo
sete CH e dois CHjz, sendo um dos sinais de CHjz pertencente a
dois carbonos equivalentes (C-3’ e C-4’).

O espectro RMN 2D *H,'H-COSY ( CDCIl; 600x600 MHz) (Figura 13)
mostrou os acoplamentos geminais dos hidrogénios em 6y 5,76 € 6,79 (H-2 e H-3);
6,79 e 2,23 (H-3 e H-4); 6,26 e 5,68 (H-8 e H-9); 6,26 e 5,95 (H-8 e H-7); 5,95 e 5,24
(H-7 e H-6); 5,68 € 1,75 (H-9 e H-10); 5,45 e 3,12 (N-H e H-1’); 2,30 € 5,24 (H-5 e H-
6); 3,12 e 1,77 (H-1" e H-2') e 1,77 e 0,90 (H-2' e H-3’/H-4’). E um acoplamento a
longa distancia em 6y 5,76 e 2,23(H-2 e H-4).

A anélise do espectro de RMN 2D 'H,"*C-HMBC de SAFHEC-PICO 1
(Figura 14) permitiu confirmar a estrutura do espilantol, observando-se o0s
acoplamentos a duas ligacdes de H-2 (64 5,76) com C-1 (6c 166,2); H-3 (64 6,79)
com C-2 (6c 124,3) e C-4 (6¢c 32,3); H-4 (64 2,23) com C-3 (6c 143,8) e C-5 (6c
26,6); H-5 (64 2,30) com C-4 (6¢c 32,3) e C-6 (6c 127,8); H-6 (04 5,24) com C-5 (6¢
26,6); H-7 (o4 5,95) com C-8 (6¢ 126,9); H-8 (6 6,26) com C-7 (6¢c 129,6); H-9 (0n
5,68) com C-10 (6¢ 18,5); H-10 (64 1,75) com C-9 (6¢ 130,1); H-2' (64 1,77) com C-1°
(6c 47,0) e C-3'/C-4’ (6c 20,3); e C-2’ (6c 28,8) com H-3'/H-4’(6y 0,90) e H-1'(dn
3,12). Os acoplamentos a 3Jcy presentes foram de H-2 (8 5,76) com C-4 (dc 32,3);
H-3 (6n 6,79) com C-1 (6¢c 166,2) e C-5 (6¢ 26,6); H-4 (o4 2,23) com C-2 (6¢c 124,3)
e C-6 (0c 127,8); H-5 (6n 2,30) com C-3 (6c 143,8) e C-7 (6¢c 129,6); H-6 (On 5,24)
com C-4 (6¢c 32,3) e C-8 (6c 126,9); H-7 (64 5,95) com C-5 (6c 26,6) e C-9 (6c
130,1); H-8 (64 6,26) com C-10 (6c 18,5); H-9 (6n 5,68) com C-7 (6¢c 129,6); H-10
(6n 1,75) com C-8 (6¢ 126,9); H-1’ (6 3,12) com C-1 (6¢ 166,2) e C-3'/C-4’ (6¢ 20,3);
e H-3'/H-4’(6y 0,90) com C-1’ (6¢ 47,0) (Figura 6).

Analisando os dados espectrais de massa, infravermelho e RMN, uni e

bidimensionais (deslocamentos quimicos, multiplicidade, integragdo dos sinais,
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constantes de acoplamentos dos hidrogénios, correlacbes entre H-H e H-C)

(Tabela 3) foi possivel comprovar que SAFHEC PICO 1 tratava-se do espilantol.

Figura 6 - Estrutura do espilantol com setas mostrando as correlacdes a longa distancia 'H-1c,
observadas no espectro bidimensional HMBC.

Figura 7 - Espectro de massa de alta resolugéo obtido no modo positivo [M+H]" de SAFHEC PICO 1.
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Figura 8 — Espectro de absorgéo na regiéo do infravermelho de SAFHEC PICO 1.
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Figura 9 — Espectro de RMN 'H de SAFHEC PICO 1 (CDCls, 600 MHz).
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Figura 10 — Espectro de RMN **C de SAFHEC PICO 1 (CDCl;, 150 MHZz).
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Figura 12 — Espectro de RMN 2D'H,"*C-HSQC de SAFHEC PICO 1 (CDCls, 600 x 150 MHz).
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Figura 14 — Espectro de RMN 2D'H,"*C-HMBC de SAFHEC PICO 1 (CDCl3, 600 x 150 MHz).
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Tabela 3 — Dados de RMN 1D e 2D de 'H e *C para SAFHEC PICO 1 (valores de & em ppm, em
CDCI; 600x150 MHz) e comparacdo com os dados da literatura (* NAKATANI;NAGASHIMA, 1992/
valores de 6 em ppm, em CDCl; 400x100 MHz).

HSQC HMBC
N° Oc 6H( (mUlt, J, H) Oc* 6H( (mult, J, H)* ZJC'H 3\]C,H
1 166,2 — 166,0 — H-2 H-1’, H-3
2 124,3 5,76 (d, 15,6 Hz, 1H) 124,2 5,79 (d, 15 Hz, 1H) H-3 H-4
3 143,8 6,79 (dt, 6,6 e 15 Hz, 1435 6,83 (dt, 15e 7 Hz, H-4 H-5
1H) 1H)
4 323  223(q, 78Hz,2H) 321 223-235(m,2H) H-5 H3  H-6, H-2
5 266  230(q 7.2Hz,2H) 264 223-235(m, 2H) H-4,H-6  H-7, H-3
6 127,8 5,24 (dt, 7,2 e 10,8 127,7 5,26 (dt, 11 e 7 Hz, H-5 H-4
Hz, 1H) 1H)
7 129,6 5,95(dd, 10,8e 11,4 129,5 5,97 (dd, 11 e 11 H-8 H-5, H-9
Hz, 1H) Hz, 1H)
8 126,9 6,26 (dd, 13,2e 12,6 126,7 6,29 (dd, 11 e 15 H-7 H-10, H-6
Hz, 1H) Hz, 1H)
9 130,1 5,68 (dg, 6,6 e 14,4 130,0 5,70 (dg, 15e 7 Hz, H-10 H-7
Hz, 1H) 1H)
10 18,5 1,75 (d, 6,6 Hz, 3H) 18,3 1,78 (d, 7 Hz, 3H) H-9 H-8
1 470  312(66Hz 2H) 469  3,15(dd,7 e 6 Hz, H-2 H-3/ H-4'
2H)
2 288  1,77(m,7,2Hz, 1H) 28,6 1,78 (m, 1H) H-3" H-4', —
H-1’
3,4 203 090(d,66Hz 6H) 201 0,93 (d, 7Hz, 6H) H-2 H-1°
N-H  — 5,45(s, 1H) — 5,47 (s, 1H) — —




31

5.CONCLUSAO

O presente trabalho resultou na obtencdo de um liquido amarelado, que
através da andlise dos métodos espectroscopicos e espectrométricos realizados
(RMN uni e bidimensionais, CL- EM e espectroscopia na regidao do infravermelho) foi
possivel identifica-lo como espilantol.

Este trabalho permitiu a obtencéo de espilantol, abrindo caminho para sua
futura utilizacdo em testes a serem desenvolvidos pela Embrapa para avaliar sua
atividade carrapaticida, com o intuito de produzir carrapaticidas para rebanho bovino,
gue sejam menos toxicos e que possuam a mesma ou maior eficiéncia que os

carrapaticidas ja utilizados.
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