PgPNSB

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS
BIOATIVOS

EVANDRO FERREIRA DA SILVA

ESTUDO FITOQUIMICO DA Paliavana tenuiflora Mansf. (GESNERIACEAE)

JOAO PESSOA - PB
2014



EVANDRO FERREIRA DA SILVA

ESTUDO FITOQUIMICO DA Paliavana tenuiflora Mansf. (GESNERIACEAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa
de PO6s Graduacdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos do
Centro de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal da Paraiba, como
um dos requisitos para a obtencéo do
titulo de Mestre em PRODUTOS
NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS.
Area de concentracgao:
FARMACOQUIMICA

ORIENTADOR - Prof Dr. Marcelo Sobral da Silva

COORIENTADOR - Prof Dr. Josean Fechine Tavares

JOAO PESSOA - PB

2014



EVANDRO FERREIRA DA SILVA

ESTUDO FITOQUIMICO da Paliavana tenuiflora Mansf. (GESNERIACEAE)

Dissertacdo aprovada em 07 /03 / 2014

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Marcelo Sobral da Silva
(Universidade Federal da Paraiba)
Orientador

Profa. Dra. Vanusia Cavalcanti Franca Pires
(Universidade Estadual da Paraiba )
Examinadora Externa

Profa. Dra. Celidarque da Silva Dias
(Universidade Federal da Paraiba)
Examinadora Interna



"Conhecimento é horizontal, mas a sabedoria é vertical — vem de cima." (Billy
Graham)

“Nao ha maior obstaculo ao conhecimento do que o orgulho, e nenhuma condigao
mais essencial do que a humildade.” (John Stott)
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Estudo fitoquimico da Paliavana tenuiflora Mansf. (GESNERIACEAE)
SILVA, E.F.

Pés Graduagdo em de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Dissertacéo de Mestrado, CCS/UFPB(2014).

RESUMO

O género Paliavana pertence a familia Gesneriaceae e € composto por cerca de
140 géneros que se distribuem em toda América do Sul e Central, (exceto Caribe e
México). No Brasil sdo encontradas na regido Sudeste no Espirito Santo, Minas
gerais e Rio de Janeiro e Nordeste na Bahia, Paraiba e Pernambuco. Ocorre em
afloramentos rochosos dos campos de altitude, chamados de “campos rupestres”,
estes sdo representados pelas ervas e arbustos. Paliavana tenuiflora é encontrada
em florestas umidas em afloramentos rochosos na Paraiba, Pernambuco, Bahia e
Minas Gerais e ndo ha relatos de estudo fitoquimico dessa espécie. Desta forma,
esse trabalho objetivou contribuir com o estudo fitoquimico da Paliavana tenuiflora
Mansf. O material vegetal foi coletado na Pedra de Santo Anténio, municipio de
Galante- Paraiba e depositado no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) com o
codigo M.F. Agra, 6090. Para o estudo fitoquimico, partes aéreas do vegetal foram
submetidas a processos de extragcao, particdo e cromatografia para isolamento dos
constituintes quimicos. As estruturas quimicas dos compostos foram determinadas
por métodos espectroscopicos, tais como: infravermelho, massas e ressonancia
magnética nuclear de 'H, 'C bidimensionais e comparacées com modelos da
literatura. Da fase acetato de etila obteve-se uma mistura de esteroides glicosilados
(sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo e estigmasterol-3-O-D-glicopiranosideo) além de
trés compostos fendlicos, hexacosanoato 2-(p-hidroxifenil)-de etila, hexacosanoato
2-(3, 4-dihidroxifenil)- de etila além do acido 3-(3,4-dihidroxifenil) prop-2-enoico(acido
cafeico), sendo esses dois ésteres relatados pela primeira vez no género,
contribuindo, portanto para o estudo quimico do género Paliavana.

Palavras-chave: Produtos naturais, Paliavana tenuiflora Mansf, esteroides, acidos
fenodlicos, Gesneriaceae.
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ABSTRACT

The genus Paliavana. belongs to Gesneriaceae family and is composed of about 140
species distributed in all South and Central America (except Caribbean and Mexico).
In Brazil are found in the Southeast region of Espirito Santo, Minas Gerais and Rio
de Janeiro and Northeast region Bahia, Paraiba, Pernambuco . Occurs on rocky
outcrops of high altitude grasslands, called "rock fields", these are represented by
herbs and shrubs. Paliavana tenuiflora is found in rain forests on rocky outcrops in
Paraiba, Pernambuco, Bahia and Minas Gerais, there are no reports of
phytochemical study of this species. Thus, this study aimed to contribute to the
phytochemical study of Paliavana tenuiflora Mansf . Plant material was material was
collected in Pedra de Santo Antbnio of Paraiba- Galante and deposited in the
Herbarium Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) under code M.F. Agra, 6090. For the
phytochemical study, aerial parts of plant were subjected to extraction processes,
partition and chromatography for chemical constituents isolation. Chemicals
structures of the compounds has been assessed by spectroscopic methods such as
IR, mass and nuclear magnetic resonance 'H and '*C two-dimensional and
comparisons with literature data. From ethyl acetate phase was obtained a mixture of
glycosylated steroids (sitosterol -3-O-D- glucopyranoside and stigmasterol-3-O-D-
glucopyranoside) and tree phenolic compounds, hexacosanoic acid 2-(p-
hydroxyphenyl)- ethyl ester, hexacosanoic acid 2-(3, 4-dihydroxyphenyl) - ethyl ester
beyond acid 3-(3,4-dihydroxyphenyl) prop-2-enoic (caffeic acid), being this two
esters reported for the first time in the genus thus contributing to the chemical study
of the genus Paliavana.

Keywords: Natural products, Paliavana tenuiflora Mansf, steroids, phenolic acid,
Gesneriaceae.
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SILVA, E.F. Introducéo

1 INTRODUCAO

A relacdo do homem com a natureza € conhecida desde a Antiguidade, indo
desde a alimentacdo, passando pela moradia, defesa, praticas religiosas, meios de
transporte, fertilizantes, aromas, fragrancias, até saude. Dados histéricos do uso
tradicional de plantas medicinais relatam que povos da China, Egito, Asia e Roma
com base em seus conhecimentos realizaram a classificacdo de diversas espécies
vegetais com a respectiva indicacao terapéutica (LIMA, 2001).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) revelam que nos ultimos
vinte anos, a humanidade vem despertando para a importancia dos produtos
naturais para a manutencdo da saude e recuperagdo e, consequentemente, para a
melhoria da qualidade de vida. Esta organizacao revela que a medicina tradicional
baseada em plantas medicinais € amplamente usada e aponta perspectivas de
crescimento rapido, com grande relevancia econdmica.

Cerca de 80% da populacdo da Africa utiliza a medicina tradicional para o
tratamento das suas necessidades sanitarias; na Asia e na América Latina, a
medicina tradicional é resultado de circunstancias histéricas e de crencas culturais; e
na China, a medicina tradicional corresponde a 40% da atencao sanitaria desse pais
(Estratégias da OMS para a medicina tradicional, 2002 - 2005).

Segundo Braz-Filho (2010), o desenvolvimento sustentavel de um pais
depende essencialmente de uma politica consistente de educacdo, ciéncia,
tecnologia e inovacéo, sustentada na preservacdo da natureza, na biodiversidade e
na exploracdo racional de fontes naturais necessarias para alimentacdo, avanco
social e econdémico, num cenario que assegura a manuten¢do da saude e a cura de
doencas.

As atividades da fitoquimica podem contribuir significativamente para a
concretizacdo de tal programacgdo através da investigacdo da flora e seu quimismo,
da divulgacdo e geragdo de novos conhecimentos e da formacdo de recursos
humanos qualificados. A Quimica de produtos naturais (QPN) de vegetais —
fitoquimica, como € concebida atualmente, se dedica principalmente a
caracterizacdo estrutural, avaliacdo de propriedades e investigacfes biossintéticas
de substancias naturais produzidas pelo metabolismo secundario de organismos
vivos (BRAZ-FILHO, 2010).
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As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de novas
substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais. Mais recentemente,
além disto, elas fornecem modelos para modificagdes estruturais e otimizacao das
propriedades farmacolégicas e bioquimicas, servindo, inclusive, para a inspiragdo de
guimicos organicos, estimulando-os para enfrentar desafios na construcao sintética
de novas arquiteturas moleculares naturais (BRAZ-FILHO, 2010).

O Brasil possui uma enorme diversidade de plantas que possuem uso
medicinal, isso coloca o pais num local de destaque se comparado a outros paises.
Observando sua riqueza vegetal ainda inexplorada, existe uma possibilidade muito
grande no desenvolvimento de novos medicamentos (YUNES et al, 2001).

A familia Gesneriaceae € encontrada na regido pantropical e restrita em
alguns lugares do continente africano espécies da familia Gesneriaceae sdo usadas
na medicina popular para diversas enfermidades, entre elas, para febre, tosse,
constipacdes, picada de cobra, dores e doencas infecciosas e inflamatérias
(VERDAN e STEFANELLO, 2012). Na literatura, exiguos sdo o0s estudos
fitoquimicos sobre o género Paliavana, em espécies como P. tenuiflora os relatos

sdo quase nulos, por isso a necessidade de estudo fitoquimico com essa espécie.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Contribuir para o estudo quimico do género Paliavana, através do isolamento,

identificacdo e/ou determinacdo de constituintes quimicos de Paliavana tenuiflora

Mansf.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair e isolar metabolitos secundarios de Paliavana tenuiflora presentes nas

partes aéreas da espécie.

e Purificar, identificar os constituintes quimicos de Paliavana tenuiflora por métodos
espectroscopicos, visando contribuir para o conhecimento quimico dessa

espécie.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA GESNERIACEAE

A familia Gesneriaceae Rich. & Juss. ex DC. é composta por cerca de 140
géneros e 3.500 espécies (WEBER 2004), sendo que no Brasil ocorrem cerca de 22
géneros e 220 espécies (CHAUTEMS; KIYAMA 2003, ARAUJO et al. 2005). As
Gesneriaceae estdo distribuidas nos trépicos e subtropicos dos dois hemisfeérios,
sendo pouco representadas na Africa e na Europa (BARROSO et al. 1984, JUDD et
al. 2002). Segundo JUDD et al. (2002), Souza e Lorenzi (2005) esta familia esta
inserida na ordem Lamiales sendo proximamente relacionada as familias
Plumbaginaceae, Lentibulariaceae, Calceolariaceae e Oleaceae.

Diversas espécies de Gesneriaceae sdo utilizadas como plantas ornamentais,
dentre elas merecem destaque as plantas do género Episcia Mart., a gloxinia do
género Sinningia Nees e a conhecida violeta africana do género Saintpaulia H.
Wendl., além de alguns exemplares de Aeschynanthys Jack e Columnea L. (JUDD
et al. 2002).

A maioria das espécies pertence ao género Sinningia, elas estao distribuidas
em toda a regido neotropical, exceto do Caribe (CHAUTEMS; WEBER, 1999).
Vanhouttea e Paliavana tém uma distribuicdo restrita ocorrendo principalmente no
sudeste do Brasil (SANMARTIN-GAJARDO; SAZIMA, 2005a e b).

A Figura 1 apresenta a Distribuicdo de espécies da familia Gesneriaceae na

regido neotropical e o quadro 1 elenca os géneros da familia Gesneriaceae.
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Figura 1- Distribuicdo de espécies da familia Gesneriaceae na regido neotropical.

Biogeografia e modo de especiacdo de Sinningeae
(Gesneriaceae)
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Stakeholders: M. Perret, A. Chautems
Fonte: ville-ge.ch, 2013. (Acesso em 22 de Novembro de 2013.)

Quadro 1 - Principais Géneros da Familia Gesneriaceae.

GENERO DA FAMILIA GESNERIACEAE

Anetanthus Hiern ex Benth. & Hook.f. Mandirola Decne
Besleria. L Monopyle Moritz ex Benth
Chautemsia A.O.Araujo & V.C.Souza Napeanthus Gardner
Chrysothemis Decne Nautilocalyx Linden
Codonanthe (Mart.) Hanst Nematanthus Schrad
Codonanthopsis Mansf. Paliavana Vell. ex Vand
ColumnealL Paradrymonia Hanst
Corytoplectus Oerst Phinaea Benth
Diastema Benth Rhoogeton Leeuwenb
Drymonia Mart Seemannia Regel
Episcia Mart Sinningia Nees
Gloxinia L'Hér Sphaerorrhiza Roalson &
Boggan
Goyazia Taub Tylopsacas Leeuwenb.
Lembocarpus Leeuwenb Vanhouttea Lem.

Fonte : http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB119 (acesso em 13 de Maio de 2013).



http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB119
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Os principais metabolitos secundarios encontrados na familia Gesneriaceae
sao flavonoides, terpenos e esteroides, glicosideos fendlicos, compostos fendlicos
simples, quinonas, lignanas, xantonas (VERDAN e STEFANELLO, 2012).

Algumas substancias de ocorréncia em Gesneriaceae tem suas substancias

mostradas no Quadro 2.

Quadro 2 - Estrutura de algumas substancias isoladas de espécies de
Gesneriaceae.
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3.2 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Paliavana

O género Paliavana ocorre em afloramentos rochosos dos campos de altitude
tipicos que sdo chamados de "campos rupestres a grama curta savana misturados
com outras comunidades rupicolas (GIULIETTI e PIRANI, 1988). Este género é
representado principalmente por arbustos, ocasionalmente, pequenas arvores, e
inclui seis espécies que ocorrem neste afloramento rochoso (campos rupestres)
(ARAUJO et al, 2005). Enquanto a maioria da tribo Sinningieae apresenta sindromes
ornitéfilas (PERRET et al, 2003, SANMARTIN-GAJARDO e . SAZIMA, 2005b), varias
espécies de Paliavana, incluindo P. tenuiflora, apresentam, por causa de algumas
caracteristicas, sindromes quiropterdfilas, incluindo flores hermafroditas em forma de
garganta, corolas zigomorfas de cor branca e violeta, e alta producédo de pdlen e
néctar (SANMARTIN-GAJARDO e SAZIMA, 2005b). Esta espécie ocorre
principalmente em florestas Umidas em afloramentos rochosos na Paraiba,
Pernambuco, Bahia e Minas Gerais (ARAUJO et al, 2005)

Algumas espécies do género Paliavana estéo listadas no Quadro 3. Na Figura

2 pode-se observar a distribuicdo de espécies do género Paliavana no Brasil.

Quadro 3 - Espécies do Género Paliavana

ESPECIES DO GENERO Paliavana

Paliavana gracilis (Mart.) Chautems Paliavana gracilis (Mart.) Chautems
Paliavana plumerioides Chautems Paliavana plumerioides Chautems

Paliavana prasinata (Ker Gawl.) Benth  Paliavana prasinata (Ker Gawl.) Benth

Fonte: (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB7871) acesso em 20 de Maio de 2013.



http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB7871
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Figura 2- Distribuicdo de espécies do género Paliavana no Brasil, area representada
em vermelho e laranja no mapa.
- Distribuigao

Distribuicdo Geografica

Nordeste (Bahia, Paraiba, Pernambuco)

Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro)

¥ |

Dominios Fitogeograficos @

Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica

. Fonte: (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB7871). Acesso em 06 de Junho de 2013.

Sobre o género Paliavana podemos afirmar que sao ervas, subarbustos ou
arbustos com alto grau de epifitismo (20%), podendo apresentar estruturas para
adaptacdo as estacdes secas, nas formas de tubérculos e rizomas (WIEHLER,
1983).

A inflorescéncia axilar ou terminal tipica €, uma cima composta por pares de
flores, ou encontra-se reduzida a flores solitarias (WEBER, 1995). A corola é
gamopétala, vistosa, de coloracdo variada, estames epipétalos com anteras
coniventes e nectario ovariano, muitas vezes presente (BARROSO et al., 1991).

A polinizagéo é feita principalmente por beija-flores, mas também por abelhas,
em casos mais raros por morcegos e borboletas (SANMARTIN-GAJARDO e Freitas,
1999; SANMARTIN-GAJARDO e SAZIMA, 2004). Apresentam um forte potencial
ornamental e sédo utilizadas na medicina popular (HEYWOOD, 1985; WIEHLER,
1995).

A Figura 3 mostra exemplar de Paliavana tenuiflora evidenciando sua flor.


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB7871
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Figura 3 - Paliavana tenuiflora em floracéo.

*.© Mauro Peixoto ™

Fonte: (brazilplants.com) acesso em 06 de junho de 2013.

3.3 CONSIDERAC}@ES QUIMICAS E BIOSSINTETICAS SOBRE AS CLASSES DE
CONSTITUINTES QUIMICOS DE Paliavana tenuiflora Mansf.

3.3.1 Compostos Fendlicos

Segundo Angelo e Jorge (2007) os compostos fendlicos derivam do
metabolismo secundario das plantas, sendo fundamental para o0 seu
desenvolvimento e reproducéo, além de se formarem em condi¢cdes de estresse,
como infecgdes, ferimentos, radiagbes UV, dentre outros.

Esses compostos sdo sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas
principais (Figura 4): a via do acido chiguimico e a via do acido malénico (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Eles podem ser divididos em dois grupos: os flavonoides e nao
flavonoides, sendo que ambos sdo metabdlitos secundarios presentes em frutas e
vegetais.

Os denominados de “ndo flavonoides” séo classificados como: os derivados
das estruturas quimicas C6-C1, especificas dos acidos hidroxibenzoico, galico e
elagico; os derivados das estruturas quimicas C6-C3 especificas dos acidos caféico,
p-hidroxi cumarico e cinamatos; e os derivados das estruturas quimicas C6-C2-C6
especificas do trans-reveratrol e cis-reveratrol ( MELO e GUERRA, 2002 apud MAIA,
2008). Eles trazem um grande numero de efeitos biolégicos, como acbes
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antioxidantes, antimicrobiana, anti-inflamatoria e vasodilatadora. Esses compostos
apresentam diversas funcdoes de defesa nas plantas, tanto contra agentes
ambientais (umidade, temperatura e luz), como para fatores internos: nutrientes
hormonios e diferencas genéticas, auxiliando em sua sintese (MAIA, 2008).

A rota biossintética dos compostos fendlicos demonstrado na Figura 4

apresenta a rota biossintética dos compostos.

Figura 4 - Rota biossintética dos compostos fendlicos
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Fonte: Taiz; Zeiger, 2004.

3.3.2 Esteroides

Os esteroides compbe uma classe de compostos naturais com vasta
distribuicdo na natureza, que apresentam um nucleo ciclopentanoperidofenantreno
(figura 5) e apresentam um grupo hidroxila no carbono 3. A maioria dos esteroides
naturais possui uma cadeia lateral de 8 a 10 atomos de carbono e uma dupla ligacéao
no carbono 5 (HUNG-LLAMOS et al., 2005).
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Em animais superiores se encontra fundamentalmente o colesterol, que é um
elemento fundamental de membranas e percussor de substancias fisiologicamente
importantes (Vitamina D, acidos biliares, horménios etc.). Nas plantas superiores
encontram-se principalmente os fitosteroides, desses ja foram identificados mais de
100 tipos, os mais abundantes sédo o estigmasterol, campesterol e - Sitosterol. Nos
animais a presenca desses se deve a sua ingestédo na dieta. (HUNG-LLAMOS et al.,
2005).

Os fitosteroides sdo compostos utilizados na industria farmacéutica,
cosmeética e alimenticia por causa de suas propriedades farmacoldgicas e fisico-
quimicas, sendo comercializado conforme suas aplica¢ées. (COSSIO, 2002)

Esses estdo presentes em quase todas as partes das plantas, sobretudo nas
sementes e talos, na forma de alcoois livres, esterificados com acido graxo de

cadeia longa e conjugados com glicosideos (HUNG-LLAMOS et al., 2005).

Ha relatos de diversas atividades dos fitosterois, dentre as quais podemos
elencar reducao do colesterol sérico reduzindo o risco de doencgas cardiovasculares,
acdo antiinflamatoria, inibicdo do crescimento de células cancerigenas, antipirética,

antiulcérica, liberacdo de insulina e imunomodulacdo (HUNG-LLAMOS et al., 2005).

A estrutura béasica de esteroides com a distribuicdo de sua numeracéo esta na

Figura 5.

Figura 5 - Estrutura basica dos esteroides.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo fitoquimico de Paliavana tenuiflora Mansf.

4.1.1 Obtencéo e particionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

Partes aéreas de Paliavana tenuiflora Masf. foram coletadas na Pedra de
Santo Antdnio (Municipio de Galante — Estado da Paraiba), a coleta e identificacédo
foi realizada pela professora doutora Maria de Fatima Agra. Uma exsicata desta foi
depositada no Herbério Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias Exatas
e da Natureza, com a identificacdo M.F. Agra 6090.

O material botanico 2.235 kg foi seco em estufa com ar circulante a
temperatura de 40 °C durante 72 horas, e em seguida triturado e moido em moinho
mecanico. O po obtido foi submetido a maceragdo com etanol (EtOH) a 95% por trés
dias consecutivos em recipiente de aco inoxidavel. Repetido o processo de extracao
por cinco vezes.

A solucao extrativa resultante foi concentrada em evaporador rotativo sob
presséo reduzida a 44 °C, obtendo-se 169,78 g de EEB, com rendimento de 7,59%
em relacdo ao peso seco da planta (Esquema 1). Parte desse EEB (100g) foi
dissolvido numa mistura metanol: agua (1:1) e homogeneizado em agitacdo
mecanica por 60 minutos, obtendo-se uma solucdo aquosa. Essa solucéo foi
submetida a particdo liquido: liquido em ampola de separacdo obtendo as
respectivas fases (Esquema 1).

As fases hexanica, diclorometano e acetato de etila/hidroalcéolica foram
tratadas com sulfato de sédio anidro para secagem, submetidas a presséao reduzida,
concentradas em evaporador rotativo a temperatura de 44,0 °C , obtendo trés fases:

26,3 g de fase hexanica, 42,7 g de fase diclorometano e 6,7 g de fase AcOEt.
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Esquema 1 - Etapas envolvidas no processo de obtencédo e particionamento do
extrato etandlico bruto de Paliavana tenuiflora Mansf.

Material botanico seco e pulverizado

Maceragé@o com etanol a 95% (cinco vezes)
Concentragcdo em evaporador rotativo.

Extrato Etandlico Bruto (169,78 g)

\ 4

EEB (100,0 g)

Dissolucdo em MeOH: H,O (1:1 v/v)
Agitagdo mecénica por 60 minutos.

Solucédo Hidroalcodlica

Particio em ampola de separagdo com hexano
(seis vezes de 300 mL).

l - Secagem com sulfato de sédio anidro;
- Filtrac&@o sob presséo reduzida;
- Concentracdo em evaporador rotativo.

Solucéo Hidroalcodlica |

- Particdo em ampola de .
separacdo com CH,Cl, (trés Fase Hexanica (26,3 g)
vezes de 300 mL) .

l - Secagem com sulfato de sédio anidro;
- Filtrac&@o sob presséo reduzida;
- Concentracdo em evaporador rotativo.

Solucao Hidroalcodlica ll

Fase Diclorometano (42,7 g)

!

Solugéo Hidroalcodlica lll

- Secagem com sulfato de sodio anidro;
- Filtrac&@o sob presséo reduzida;
- Concentracéo em evaporador rotativo.

Fase Acetato de Etila (6,7 g)
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4.1.2 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos

O isolamento, a purificagdo e a andlise dos constituintes quimicos de
Paliavana tenuiflora foram realizados utilizando cromatografia classica em coluna
(CC), em camada delgada analitica (CCDA), preparativa (CCDP) e cromatografia
liquida de média pressao (CLMP).

Para as CC utilizou-se Silica Flash (G60 da SILICYCLE de particulas de
dimensdes entre 60 — 200 pm e 70 — 230 mesh) e Sephadex LH-20 (AMERSHAM
BIOSCIENCE) e colunas de vidro cujos comprimentos e diametros variam de acordo
com a quantidade de amostra. As amostras foram acondicionadas sobre o topo da
coluna, procedendo-se entéo a eluicdo com os solventes comerciais hexano, CH,Cl,
MeOH destilados no CBiotec/UFPB, puros ou em misturas binérias.

As CCDAs e a CCDPs foram empregadas para analise e purificacdo das
fracOes obtidas por CC, respectivamente. Para isto, foram usadas placas (Whatman
AL SIL G/UV) para a CCDA e de vidro (10,0 x 20,0 cm e 20,0 x 20,0cm) preparadas
no proprio laboratério com uma suspensdo de silica gel PF 254 (ART 7749 da
MERCK) em agua destilada (1:2,5 m/v para CCDP) distribuida sobre a placa de
vidro com ajuda de um espalhador mecanico tipo quick fit. As cromatoplacas obtidas,
secas ao ar livre e ativadas em estufa a 100,0° C durante duas horas.

A revelacdo das substancias em CCDA foi realizada pela exposicdo das
cromatoplacas a lampada de radiacao ultravioleta (UV) sob dois comprimentos de
onda 254 e 366 nm, em aparelho MINERALIGHT (modelo UVGL-58).

Apos analise por CCDA, as fracdes semelhantes foram reunidas de acordo
com os fatores de retencéo (Rr) e submetidas a ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio .

Na extracdo das amostras que foram submetidas & CCDP foram utilizados
CH.CI; e ou CH,CI, :MeOH (9:1 v/v)
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4.1.2.1 Processamento cromatografico da fase acetato de etila

A fase acetato de etila (6,7g) foi submetida & cromatografia liquida de média
pressao (CLMP), utilizando como fase estacionéria silica flash e como fase movel
hexano, acetato de etila, (AcOEt) e metanol (MeOH) em sistema isocratico,

distribuidos em sete ciclos (Tabela 1).

Tabela 1 - Método utilizado no CLMP da fase acetato de etlia de Paliavana

tenuiflora.
Método Fragdes coletadas

1 ° Ciclo Isocratico (100% Hexano) 01

2 ° Ciclo Isocrético (Hexano 8:2 AcOEt) 02 -36
3 °Ciclo Isocrético (Hexano 6:4 AcOEt) 37-46
4 ° Ciclo Isocratico (100% AcOEt) 47-53
5° Ciclo Isocratico (AcOEt 9:1 MeOH)) 54-61
6 ° Ciclo Isocratico (AcOEt 7:3 MeOH) 62-72
7 ° Ciclo Isocrético (AcOEt 5:5 MeOH) 73-76

Finalizados os sete ciclos foram obtidas 76 fracbes, as quais foram
monitoradas por CCDA e reunidas de acordo com o R; (Esquema 2).

A fracdo 5-6 (64,3 mg) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando
silica flash, como fase estacionaria e hexano, AcOEt e metanol puros ou em
misturas binarias como eluentes, obtendo 18 subfracdes. Essas foram monitoradas
por CCDA e reunidas as subfracdes 7-13 (41,7mg), a qual apresentou-se como um
sélido amorfo branco, com significativo grau de pureza, depois de verificar o seu PF,
sendo codificada como Pt-1.

A fracdo 7 (89 mg) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica
flash, como fase estacionaria e hexano, ACOEt e metanol puros ou em misturas
binarias como eluentes, obtendo 15 subfracdes. Essas foram monitoradas por CCDA
e as subtragbes 4-9 (70 mg) foram reunidas, essa apresentou-se como um

precipitado marrom claro, sendo codificada como Pt-2.
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A fracdo 13 (156 mg) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando
silica flash, como fase estacionaria e hexano, AcOEt e metanol puros ou em
misturas binarias como eluentes, obtendo 26 subfracdes. Essas foram monitoradas
por CCDA e as subtragbes 12-14 (70mg) foram reunidas essa apresentou-se como
um precipitado amarelo, sendo codificada como Pt-3.

A fracdo 20A (84,6mg) foi isolada como um solido branco amorfo, soltvel

apenas em piridina, o qual foi codificado como Pt-4.

Esquema 2 - Processamento da Fase Acetato de Etila

Fase Acetato de Etila (6,79Q)

- CLMP (Silica gel 60)
- Hex.;Hex:AcOET;AcOET; AcOET:MeOH
(em sistema isocratico)

CCDA
1 2-36 37-46 47-53 54-61 62-72 73-76
Fr 5-6 Fr7 Fr13
- Silica gel 60 i
- Hex.;Hex:AcOET;AcOET; 32‘;;%‘.2' 60
AcOET:MeOH ACOET:
(em sistema Crescente MeOH, Fr 20
i (c:i?:Dpzlarldade) - Silica gel 60 - CCDA
- Hexano; AcOET;
MeOH
18 Subfracdes - CCDA Pt-4 (84,6mg)
CCDA 15 Subfracdes 29 Subfracdes
Fr (5-6).7-13
CCDA CCDA
Pt-1 (41,7mg) Fr (7).4-9 Fr (13).12-14

Pt-2 (56,8mg) Pt-3 (70mg)
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4.2.1.2 Hidrolise alcalina de Pt-1

Para a identificacdo do tamanho da cadeia alquilica foi realizado uma hidrolise
alcalina. Para tanto se utilizou 25mg do composto ao qual foi adicionado THF (2 mL),
tratado com 2,8% de Metoxido de Sédio (NaOMe) em MeOH (2 mL) e colocado sob
refluxo a 70°C por 30min. Em seguida a reacéo foi neutralizada com HCla 0,1 M e
particionada com uma mistura n-hexano-H,O. A fase hexanica foi concentrada e,
seca em Sulfato de Sdédio Anidro (NaSO,) e injetada no CG-EM. As condi¢des
analiticas foram: DB-5 EM; coluna capilar (30m x 0,25 mm x 0,25 um); gas de
arraste Hélio; modo de injecdo split (1:20) volume de injecdo 1uL, temperatura do
injetor e detector 300°C. Programacéao do forno de 80 °C a 300 °C /5 °C/min.
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4.1.3 Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos isolados

A estrutura quimica das substancias isoladas foi caracterizada mediante uso
de métodos espectroscopicos, experimentos de rotacdo Optica e determinacdo dos

pontos de fuséo.

a) Espectroscopia de infravermelho (1V)

Os espectros de observacédo na regido do IV (4000 a 400 cm-1), foram
obtidos em aparelho de BOMEM FT-IR (modelo MB 100) do LTF/UFPB, utilizando
uma pequena quantidade de amostra em pastilha de brometo de potassio (KBr),

com freqiiéncia medida em cm™.

b) Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H e *C foram obtidos em espectrémetros VARIAN
SYSTEM 500 MHz e VARIAN MERCURY 200 MHz. As amostras para analise foram
preparadas dissolvendo-se pequena quantidade das mesmas em solventes
deuterados da marca Cambridge Isotope Laboratories: cloroférmio (CDClIs) e piridina
(CsDsN) deuterados.

As multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN de *H foram
indicadas segundo as convencgdes: s (singleto), sl (singleto largo), d (dupleto), dd
(duplo dupleto), t (tripleto).

Os espectros de RMN de **C foram obtidos pela técnica APT com a seguinte
convencao: os sinais de carbonos néo-hidrogenados (C) e metilénicos (CH;) acima
da linha base e sinais de carbonos metinicos (CH) e metilicos (CH3) abaixo da linha
base.

Os dados espectrais foram comparados com modelos da literatura, quando

possivel, permitindo fazer a maioria das atribuigées.
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c) Ponto de fuséo

O ponto de fusdo de cada substancia foi determinado em aparelho digital
(MQAPF - 302) da Microquimica Equipamentos LTDA, com faixa de temperatura de
0 a 350 °C.

d) Cromatografia Gasosa acoplada a espectroscopia de massas

Os cromatogramas foram obtidos apds a ionizacdo e fragmentacdo, sendo o
padrdao comparado eletronicamente com aqueles constantes na biblioteca de
espectros de massas, permitindo a elucidacdo estrutural da amostra por andlise
comparativa (SIMOES et al, 2003) Para isso foi utilizado o espectrdmetro gasoso
acoplado a espectrometro de massas da Cromatografo Gasoso acoplado a
Espectrometro de Massas (El), Shimadzu QP-2010. ambos do Laboratério
Multiusuério de Caracterizac@o e Analise (LMCA) da UFPB.
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5 RESULTADOS E DSCUSSOES

5.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Pt - 1

O composto identificado como Pt-1 foi obtido como um solido marrom claro
com 41,7mg (Correspondendo a 0,041% em relacdo ao EEB) ponto de fusédo (78,6-
79,4 °C).

No espectro de IV obtido em pastilha de KBr ( Figura 6) mostrou uma banda
larga em 3456 cm™, tipica de estiramento O-H, bandas de absorcdo em 1250 cm™
caracteristica de estiramento C-O de alcoois e fendis, e bandas em 1171 e 1109
cm™ para C-O de éster. Também foram observadas bandas em 1462 cm™ tipicas de
dobramento de CH, em 2916 cm™ caracteristica de estiramento de alcanos, além
disso, pode-se verificar uma banda de cadeia longa em 719 cm™. Observou-se
também absorcdo em 827 cm™ caracteristico de dobramento =C-H de aromatico
parassubstituido fora do plano e uma banda em 1724 cm™, caracteristica de
carbonila de éster (PAVIA et al, 2010).

No espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) de Pt-1 e suas expansdes (Figuras
7 - 9) foram observados dois dubletos em &4 6,74 e 7,07 com integral para dois
hidrogénios cada e acoplando orto entre si (J = 8 Hz), sugerindo a presenca de um
sistema AA'BB’.

Nesse mesmo espectro foram observados sinais de hidrogénios alifaticos,
dois tripletos em &y 2,83 e 4,21, com integral para dois hidrogénios cada, sendo o
sinal em &y 4,21 caracteristico de hidrogénio ligado a carbono oxigenado (Pavia, et
al 2010). Ainda nessa regiao foram observados sinais em oy 2,25 (t); 1,56 (m); 1,23

(sl); e 0,86 (sl), sugerindo a presenca de uma cadeia longa saturada.

No espectro COSY (Figuras 10-12) observou-se correlagbes em 6y 2,83 (H-2)
e sinais em 8y 4,21, confirmando a posi¢éo do H-2 e H-1, além da correlagédo &4 7,06
(H-5’) com 6,74 (H-6).

No espectro de RMN *3C de Pt-1 (50 MHz, CDCls) e suas expansdes (Figuras

13-15) foram observados quatro sinais, correspondente a seis carbonos na regiao de
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aromaticos, sendo quatro carbonos metinicos (dois absorvendo em 6¢ 115,3 e dois
absorvendo em 129,9) e dois de carbonos nao hidrogenados &¢ 154,3 e 129,8

corroborando com a proposta do RMN *H para um anel aromatico para-substituido.

Estes sinais associados com os sinais para carbonos metilénicos em &¢ 64,9
e 34,4, nos permitiram inferir a presenca do Tirosol (Figura 16) em Pt-1.

Entretanto, o sinal em &¢ 174,0, caracteristico de carbonila de éster; os sinais
para carbonos metilénicos entre ¢ 34,3 e 22,7, e 0 pico em &8¢ 14,1, caracteristico
de metila, nos permitiu sugerir que o composto Tirosol estava esterificado com um

acido graxo saturado (Figura 17).

Com base nos espectros de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras 18-19)
mostrando a correlacdo entre sinais 6y 4,21 do H-1 e 0 &¢ 174,0 atribuido a carbonila
e, comparados com dados da mostrados na Tabela 2 foi possivel sugerir que se
trata de uma esterificagcdo do Tirosol visto que o sinal para carbonila de acido esta
préxima a 178,00 ppm e o sinal da carbonila em Pt-1 esta em 174,00 corroborando

Ccom a nossa proposta.
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Tabela 2 - Dados de RMN 'H e *C em CDClI; de Pt-1 e dados RMN *H e *3C do
Tirosol (GUZMAN-LOPEZ, et al. 2007) e derivado do Tirosol (CDCls) presente na
literatura (BERNINI, et al. 2008).

Hexacosanoato
Oy e &c Tirosol Pt-1 2-(p-hidroxifenil)
de etila
H-1 3,83 4,21 4,23
H-2 2,82 2,83 2,84
H-3 - - -
H-4 - 2,25 2,28
H-1’ - - -
H-2’ 6,77 6,74 (d, J=8,2) 6,76
H-3’ 7,09 7,06(d, J=7,6) 7,04
H-4° - - -
H-5’ 7,09 7,06 (d, J=7,6) 7,04
H-6’ 6,77 6,74 (d, J=8,2) 6,76
CHs - 0,85 0,86
C-1 63,8 64,9 65,1
C-2 38,3 34,3 34,3
C-3 - 174,0 174,5
c-1 154,1 154,3 154,6
C-2’ 1154 115,3 115,3
C-3 130,0 129,9 130,0
c-4 130,2 129,8 129,5
C-5 130,0 129,9 130,0
C-6’ 1154 115,3 115,3
CHs - 14,11 14,1
0
\H/ <CH2> N

O
HO
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Figura 7 - Espectro de RMN *H de Pt-1(200 MHz, CDCls).
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Figura 9 - Expansédo do espectro de RMN
(200 MHz, CDCl3).

Pt-1 na regido de 2,9 a 0,5 ppm
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Figura 10 - Espectro de COSY de "H x "H- (500 MHz, CDCls3) de Pt-1.
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Figura 11 - Expanséo do espectro de COSY de *H x *H- (500 MHz, CDCl; ) de Pt-1
na regido de (7,3-6,65) e (6,3-7,5) ppm.
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Figura 12 - Expansdo do espectro de COSY de 'H x *H- (500 MHz, CDCls) de Pt-1
na regiao de (4,5-0,0) e (0,0-4,5) ppm.
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Figura 13 - Espectro de RMN **C — APT de Pt-1(50 MHz, CDCly).
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Figura 14 - Espectro de RMN *C — APT de Pt-1(50 MHz, CDCly).
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Figura 15 - Expansdo do espectro de RMN *C-APT (50 MHz, CDCl;) de Pt-1 na
regido de 35 e 14 ppm.
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Figura 18 - Espectro de HMBC de *H x *C - (500 e 125 MHz, CDCl; ) de Pt-1.
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Figura 19 - Expansé&o do espectro de HMBC de *H x *C - (500 e 125 MHz, CDCls)
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Figura 20 - Espectro de HSQC de *H x **C- (500 e 125 MHz, CDCl; ) de Pt-1.
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Figura 21 - Cromatograma de Pt-1.
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Ap6s anélise dos espectros de RMN *H e *3C, analise de CG-EM ( Figuras 20
-21) e comparacdo com a literatura (LIU,et al. 2010) (Tabela 2) foi possivel sugerir

gue Pt-1 se tratava do Hexacosanoato 2-(p-hidroxifenil) de etila (Figura 23).

Figura 23 - Estrutura do Hexacosanoato 2-(p-hidroxifenil) de etila .

HO 2
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5.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Pt - 2

A substancia codificada como Pt-2 foi obtida como um soélido amorfo
amarelado com massa 56, 8 mg (Correspondente a 0,0567% em relacdo ao peso
bruto) e ponto de fusédo 207-210 °C.

O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDs0OD) (Figura 24-25) apresentou dois
sinais em dy 6,24 (H-2) e 7,56 (H-3) (d, J = 16,0 Hz) com acoplamento trans
atribuidos aos hidrogénios olefinicos a e 3 a carbonila. Sinais em 646,94 (dd, J = 8,2
e2Hz), 6,76 (d,J=8,2Hz) e 7,03 (d,J =2 Hz) indicaram a presenca de um anel
trissubstituido (Figura 26).

No espectro de RMN *3C (50 MHz, CD3;0D) (Figuras 26-27) foram observados
sinais em &c¢ 146,75 e &c 149,43, relativos a grupos hidroxila ligados ao anel
aromatico (BHATT, 2011). O sinal em &¢ 171,04 nos sugeriu a presenca de uma

carbonila de acido a qual foi atribuida ao carbono C-1.

Comparados com dados da literatura (JEONG et al, 2011), nos permitiram
identificar a substancia Pt-2 como sendo o acido 3-(3’,4’ dihidroxifenil) prop-2-enoico
também conhecida como &cido cafeico. Os dados RMN *H e '3C de Pt-2 estdo

compilados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Dados de RMN *H e *C em CDs0OD de Pt-2 e dados RMN *H e *C e do

acido 3-(3,4’ dihidroxifenil) prop-2-enoico (JEONG et al, 2011).

oy Pt-2
(200 MHz,
CD30D)

6,24 (d J =16
Hz)

7,56 (dJ =16
Hz)

7,03(dJ=2
Hz)

6,76 (d J =
8,2 Hz)
6,94 (dd J =
8,2e 2 Hz)

&c Pt-2 (50
MHz,
CD30D)

171,04
115,06

147,02
127,72
115,59

146,75
149,43

116,49

122,79

&4 (JEONG et
al, 2011), (500

MHz CD50D)

6,24 (dJ =16
Hz)
7,55(dJ=16
Hz)

7,07 (d J = 2 Hz)

6,81 (dJ=8,2
Hz)

6,95 (dd J =8,2

e 2 Hz)

Oy (JEONG et al,
2011), (500 MHz
CD30D)

171,6
116,6

147,6
128,8
115,7

147,2
149,8

117,0

123,4
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de Pt-2 (200 MHz, CDsOD).
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Figura 25 - Expansdo do espectro de RMN *H de Pt-2 na regido de 7,6 e 4,7 (200
MHz, CDsOD).
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[oX

Figura 26 - Espectro

e RMN *C de Pt-2 (50 MHz, CD3OD).
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Figura 27 - Expansdo do espectro de RMN *3C de Pt-2 na regiéio de 172 e 116 (50
MHz, CD3;0D).
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5.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Pt - 3

A substancia Pt-3 foi obtida como um soélido amorfo amarelo com massa 70
mg (correspondendo a 0,070% em relagédo ao EEB), apresentando ponto de fusao
79,9 -81,4°C.

No espectro de IV realizados pastilha de KBr, ( Figura 28) mostrou uma banda
larga em 3429 cm™, tipica de estiramento O-H, bandas de absorcdo em 1281 cm™
caracteristica de estiramento C-O de alcoois e fendis, e bandas em 1184 e 1115
cm™ para C-O de éster. Também foram observadas bandas em 1473 cm™ tipicas de
dobramento de CH; e duas bandas caracteristicas de estiramento de alcanos em
2916 e 2848 cm™, além disso, pode-se verificar uma banda de cadeia longa em 719
cm™. Observa-se também uma banda em 1739 cm™, caracteristica de carbonila de
éster (PAVIA, 2010).

No espectro de RMN *H (200 MHz, CDCls) de Pt-3 e suas expansées (Figura
29-31 ) foram observados sinais semelhantes a Pt-1, sendo dois tripletos em &y 2,83
e 4,21, com integral para dois hidrogénios cada, caracteristicos de hidrogénios
alifaticos e este ultimo, atribuido a hidrogénio ligado a carbono oxigenado (PAVIA,
2010). Ainda nessa regiao foram observados sinais em &y 2,25 (t); 1,56 (m); 1,23

(sh); e 0,86 (sl), confirmando a cadeia lateral saturada também observada em Pt-1

Diferente de Pt-1, em Pt-3 observamos o sistema ABX com sinais em &y 6,77
(d, J =82 Hz), 6,72 (s) e 6,62 (d, J = 8,2 Hz). Esse sinais associados com a
auséncia dos sinais para substituintes na molécula e com a banda em 3429 cm™
observada no espectro de IV nos permitiu inferir a presenca de hidroxila na posi¢ao

1 do anel aromatico.

No espectro de COSY (Figuras 32-34) nos permitiram observar correlacdes
em Oy 2,26 (2H-4) e em 1,53 (2H-5) e sinais dy em 2,79 e 4,21 confirmando assim a
posicdo do H-2 e H-1, além da correlacéo de &y 6,61 e 6,72 confirmando a posi¢ao
do H-5'e H-6'.

No espectro de RMN *3C (50 MHz, CDCls) de Pt-3 e suas expansdes (Figuras
35-38) foram observados seis sinais na regidao de aromaticos, sendo trés carbonos
metinicos (6¢ 121,3, 115,9 e 115,3) e trés carbonos nao hidrogenados (¢ 143,6,
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142,2 e 130,7) corroborando com a proposta do RMN 'H para um anel aromaético
trissubstituido. Dentre os sinais para carbono ndo hidrogenado, os picos em &c
143,6 e 142,2 sdo caracteristicos de carbonos aromaticos oxigenados (PAVIA,
2010). Estes sinais associados com 0s picos para carbonos metilénicos em d¢ 64,9

e 34,5, nos permitiram inferir a presenc¢a do grupo hidroxitirosol (Figura 39) em Pt-3.

Entretanto, o sinal em &¢ 174,2, caracteristico de carbonila de éster, os sinais
para carbonos metilénicos entre ¢ 34,4 e 22,7, e 0 pico em &8¢ 14,1, caracteristico
de metila, nos permitiu sugerir que o hidroxitirosol estava esterificado com um &cido

graxo saturado (Figura 40).

Essa esterificacdo foi comprovada através do espectro de correlacdo HMBC
(Figuras 41-43), nos quais, observou correlacdo do sinal em &4 4,21 (H-1) com os
carbonos em 6¢ 130,7; 174,2 que forma atribuidos os carbonos C-1" e C-3,
respectivamente. Observando esse mesmo H-1 foi possivel constatar a correlacéo
desse sinal com o carbono em &¢ 34,4, corroborando para a existéncia da mesma
cadeia alifatica presente no composto Pt-1. Observou-se ainda correlagdo do sinal
em Oy 2,26 (H-4) com o carbono em &¢ 174,2 que foi atribuido ao C-3.0bservou-se
ainda correlacdo em 6,76 (H-5") com os carbonos em &c 142,2 e 143,6 atribuidos
aos carbonos C-4’ e C-3’ respectivamente. Observou-se ainda correlacdo em oy
2,79 (H-2) com o carbono em &¢ 64,9, atribuido ao C-1.
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Tabela 4 - Dados de RMN 'H e *°C em CDCl; de Pt-3 e dados RMN *H e **C do
Hidroxitirosol (GUZMAN-LOPEZ, et al, 2007) e derivado do hidroxitirosol (CDCls)
presente na literatura (BERNINI, et al, 2008).

On e &c
H-1
H-2
H-4
H-5
H-1’
H-2’
H-3’
H-4’
H-5’
H-6’
CHjs
C-1
C-2
C-3
C-5
Cc-1
C-2’
C-3
c-4
C-5
C-6’
CHjs

Hidroxitirosol

HO

OH

3,66
2,58

Pt-3 Hexacosanoato 2-(3',4'-
O e &c dihidroifenil) de etila
4,21 4,16
2,79 2,77
2,26 2,27
1,53 1,56
6,74 6,74
6,79 6,78
6,59 6,56
0,86 0,85
64,9 54,2
34,4 34,4
174,2 174,7
24,9 24,9
130,7 130,3
115,3 115,3
143,6 143,8
142,2 142.,5
115,9 115,8
121,3 121,1
14,1 14,1

oﬁ((cm)n\
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Figura 29 - Espectro de RMN *H de Pt-3 (200 MHz, CDCly).
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Figura 31 - Expanséo do espectro de RMN *H de Pt-3 na regi&o de 3,1 e 0,8 (200

MHz, CDCly).
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Figura 33 - Expansdo do espectro de COSY de *H x 'H- (500 MHz, CDCls) de Pt-3
na regiao de (4,4-0,6) e (5,0-0,0).
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Figura 34 - Expansdo do espectro de COSY de *H x *H- (500 MHz, CDCls) de Pt-3
na regiao de (8,3-6,1) e (8,6-6,0).
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Figura 35 - Espectro de RMN *C-APT de Pt-3 (50 MHz, CDCl5).
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Figura 36 - Expansdo do espectro de RMN *3C — APT de Pt-3 na regi&o de 175 e
115 (50 MHz, CDCly).
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Figura 37 - Expansdo do espectro de RMN *C- APT de Pt-3 na regido de 34,6 e
29,0 (50 MHz, CDCl3).
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Figura 38 - Expansédo do espectro de RMN *C- APT de Pt-3 na regi&o de 34,5 e
14,5 (50 MHz, CDCls).
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Figura 39 — Estrutura do Hidroxitirosol.
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Figura 42 - Expansé&o do espectro de HMBC de *H x **C- (500 e 125 MHz, CDCl; )
de Pt-3 na regiao de (110-190) e (7,0-1,0).
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Figura 43 - Expanséo do espectro de HMBC de *H x **C- (500 e 125 MHz, CDCl,)
de Pt-3 na regido de (110-190) e (7,0-1,0).
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Figura 44 - Espectro de HSQC de *H x **C- (500 e 125 MHz, CDCls) de Pt-3.
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Figura 45 - Expanséo do espectro de HSQC de *H x **C- (500 e 125 MHz, CDCls)
de Pt-3 na regido de (130-20) e (7,5-2,0).
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Ap6s andlise dos espectros de RMN *H, *3C, outros espectros bidimensionais
e sua comparacao com a literatura (BERNINI, 2008) (Tabela 4) foi possivel sugerir
que Pt-3 se tratava do Acido Hexacosanoico 2-(3’, 4 -dihidroxifenil)- etil éster (Figura
46).

Figura 46 - Estrutura de Pt-3. Estrutura do Hexacosanoato 2-(3, 4-dihidroxifenil) de
etila.
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5.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE Pt - 4

O composto codificado como Pt - 4 foi obtido na forma de p6é branco com
massa de 84,6 mg (correspondente a 0,0846 % em relacéo ao peso do EEB) .

No espectro de RMN *H e suas expansées (Figuras 47-50), foi observado um
envelope de sinais entre &4 0,62 e dy 2,50 caracteristico de nucleo esteroidal ou
triterpénico (KOJIMA et al.,1990), além de deslocamento de hidrogénios olefinicos
[6n 5,33 (sl, H-6); 5,20 (dd, J=9 e 15,5 Hz, H-22) e 5,06(dd, J=9 e 15,5 Hz, H-23)]
(SILVERSTEIN et al., 2006; PAVIA et al., 2010). A presenca de um conjunto de
picos entre dy 4,00 &4 4,60 nos permitiu sugerir a presenca de uma unidade osidica,
sendo estes, tipicos de hidrogénios oximetinicos da referida unidade. Esta proposta
foi fortalecida pela presenca de um dupleto em &y 5,02 com J = 8 Hz, atribuido ao
hidrogénio anomérico, comum em unidade de glicose com configuracdo g (KASAI et
al.,1987).

Ainda nesse espectro, foi possivel observar um multipleto em &y 3,95
referente ao hidrogénio carbindlico, permitiu propor a insercdo da unidade osidica
em C-3, tendo em vista seu deslocamento para campo baixo quando comparado a
literatura (KOJIMA et al.,1990).

No espectro de RMN *3C (125 MHz, CsDsN) e suas expansoes, (Figuras 51-
54) obtidos segundo a técnica APT, foram observados sinais intensos e outros
duplicados permitindo identificar a substancia Pt - 4 como uma mistura de esteroides
(KOJIMA et al., 1990).

Neste espectro forma observados picos referentes a carbonos metinicos de
esteroides, com valores entre &¢c 11,96 e 19,9 (BREITMAIER & VOELTER, 1990),
sinais em 6c140,92 e 8¢ 121,85, correspondente, respectivamente, aos carbonos 5 e
6 do esqueleto de esteroides como o sitosterol e o estigmasterol, sendo que, para
este Ultimo, observou-se ainda dois picos em &¢c 138,77 e &¢ 129,46, referentes aos
carbonos olefinos 22 e 23 do estigmasterol, respectivamente, confirmando a

presenca de uma mistura de B-sitosterol e estigmasterol.

Os dados de RMN *3C também corroboraram com a proposta anterior, da
presenca da unidade de glicose, ao mostrar um sinal em &¢ 102,54 referente ao
carbono anomérico (C-1’) da unidade osidica (AQUINO et al., 1988)
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Tabela 5 -. Dados de RMN **C em CsDsN de Pt-4 e comparacdo com dados da
literatura (SAEIDINIA et al., 2011; MAIA, 2008).

Estigmasterol

I Glicosilado B Sitos_terol

Posicao Pt-4a Pt-4b Glicosilado

(SAEIDINIA et al, (MAIA, 2008)

2011) ’

C-1 37,4 37,47 37,47 37,33
C-2 30,2 30,24 29,93 30,11
C-3 78,5 78,40 78,40 78,30
C-4 43,9 42,47 39,33 39,4
C-5 1415 140,92 140,92 141,0
C-6 121,1 121,86 121,86 122,0
C-7 31,9 32,16 32,16 32,20
C-8 31,9 32,13 32,13 32,10
C-9 50,7 50,35 50,35 50,40
C-10 36,9 36,91 36,91 37,00
C-11 21,1 21,27 21,27 21,40
C-12 39,9 39,82 39,95 40,00
C-13 43,0 42,34 42,34 42,40
C-14 56,9 56,92 56,25 56,30
C-15 24,5 24,52 24,49 24,6
C-16 28,9 29,27 28,51 28,7
C-17 56,0 58,08 56,82 56,5
C-18 12,0 11,96 11,96 12,0
C-19 19,4 19,21 19,21 19,3
C-20 40,5 40,72 36,36 36,25
C-21 21,9 21,44 19,16 19,10
C-22 138,9 138,77 34,21 34,3
C-23 129,1 129,46 26,42 26,4
C-24 52,1 51,40 46,05 46,10
C-25 32,9 29,48 29,48 29,50
C-26 19,0 19,00 19,40 19,50
C-27 21,7 21,44 19,95 20,10
C-28 25,6 25,66 23,39 23,4
C-29 12,2 12,48 12,13 12,20
C-1 102,8 102,54 102,54 102,6
C-2’ 74,2 75,30 75,30 75,4
C-3 79,8 78,56 78,56 78,7
Cc-4 70,6 71,70 71,70 71,7
C-5 76,7 78,13 78,13 77,5

C-6’ 62,3 62,83 62,83 62,9
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Figura 47 - Espectro de RMN *H de Pt-4 (500 MHz, CsDsN).
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Figura 48 - Expansdo do espectro de RMN *H de Pt-4 na regi&o de 5,5 a 3,9 (500
MHz, C5D5N)
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Figura 49.- Expansdo do espectro

de RMN 'H de Pt-4 na regido de 2,8 a 0,5 (500
MHz, C5D5N)
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Figura 50 - Expansdo do espectro de RMN 'H de Pt - 4 na regido de 1,14 a 0,62
(500 MHz, CsDsN).
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Figura 51 - Espectro de RMN *C de Pt - 4 (125 MHz, CsDsN).

u
u

LDES ™

— %] BR PP M —
Pl <+ @ iy FBRELEREOR
o m — N e B e e s S D B B S e Nl I
T M [aY] [y} [} Gy Oy OO0~
o N o 9 RO HO NN
K | |

LI |

] i! I“k{ ‘ W\_jwﬁurq

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 £ (SD ]?5 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
1 (ppm




81
SILVA, E.F. RESULTADOS E DISCUSSOES

Figura 52 - Expansé&o do espectro de RMN *3C de Pt-4 na regido de 153 a 121 (125
MHz, C5D5N)
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Figura 53 - Expansdo do espectro de RMN *C de Pt-4 na regi&o de 5,5 a 3,9 (125
MHz, C5D5N)
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Figura 54 -. Expanséo do espectro de RMN **C de Pt-4 na regi&o de 58 a 10 (125
MHz, C5D5N)
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Os dados de RMN *H e *3C da mistura foram comparados com valores da
literatura (Tabela 7), permitindo identifica-los como sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo
(Pt-4a), estigmasterol-3-O-D-glicopiranosideo (Pt-4b) (Figura 55), substancias

isoladas pela primeira vez no género Paliavana.

Figura 55 - Estrutura de estigmasterol-3-O-D-gicopiranosideo (Pt-4a) e sitosterol-3-
O-D-glicopiranosideo(Pt-4b).
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Paliavana tenuiflora Mans evidencia a espécie como
bioprodutora de diferentes classes de metabdlitos: esteroides, compostos fendlicos,
entre outros.

A espécie apresentou em sua constituicdo quimica trés compostos fendlicos,
Hexacosanoato 2-(p-hidroxifenil) de etila, o Hexacosanoico 2- (3’, 4’-dihidroxifenil)
de etila, e o Acido 3-(3’,4’-dihidroxifenil) prop-2-enoico, sendo os dois primeiros
relatados pela primeira vez no género, além de dois esteroides [B-sitosterol e
estigmasterol glicosilados também relatados a primeira vez na espécie.

Por se tratar do primeiro estudo fitoquimico da espécie Paliavana tenuiflora,
este trabalho fornece importantes conhecimentos bésicos sobre a espécie, pois

dados da literatura sao escassos.
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