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RESUMO

Este trabalho descreve parte do estudo quimico de duas plantas brasileiras
Lafoensia glyptocarpa Koehne (Lytraceae) e Wedelia paludosa D.C.(Asteraceae).

O espécimem Lafoensia glyptocarpa Koehne (Lytraceae) foi coletado no
Horto Florestal de Seropédica - Itaguai - R.J. O efeito alelopéatico apresentado pela
planta, responsavel pela inibicdo da germinacdo das sementes da mesma, serviu de
motivo para o estudo quimico das partes aéreas da planta. Neste trabalho, os
extratos em hexano e em acetato de etila dos galhos (madeira) e frutos forneceram,
através de particdo em solventes, fracionamento cromatografico e cristalizacdo das
fracOes: acetato de sitosterila, acetato de butirospermila, cinamato de sitosterila,
ferrulato de alquila, cumarato de alquila, glicerideos e mistura de cetonas e ésteres
alifaticos.

O espécimem Wedelia paludosa D.C. (Asteraceae) foi coletada nas
proximidades do campus da Universidade Estadual de Londrina. A atividade
farmacoldgica de algumas substancias de outras espécies de Wedelia, serviu de
estimulo para a investigacao fitoquimica desta planta. O extrato em éter etilico das
flores de Wedelia paludosa D.C. forneceu através da particio em solventes,
fracionamento cromatografico e cristalizacéo das fracOes: estigmasterol, acido Kaur-
16-eno-19 oico, acido Kaur-9,16-dieno-19 o6ico, mistura de ésteres alifaticos e de
olefinas, 3-p-O-acil-oleano-12-eno-28-ol e a mistura de 3-B-D-glicopiranosil-sitosterol

com 3-B-D-glicopiranosil estigmasterol.



XXii

ABSTRACT

This work describes part of the phytochemical study of two brazilian plants:
Lafoensia glyptocarpa Koehne and Wedelia paludosa D.C..

The allelopathic effect responsible for the inhibition of germination of seeds
of Lafoensia glyptocarpa Koehne (Lythraceae) has motivated the chemical
investigation of the plant's aerial parts. The specimen of Lafoensia glyptocarpa
Koehne was collected in the Horto Florestal- Seropedica, Itaguai - RJ. The hexanin
and ethyl acetate extracts from branches and fruits were fractionated by column
chromatography and crystallization of the different fractions afforded sitosteryl
acetate, butirospermyl acetate, sitosteryl cynnamate, an alkyl-ferrulate, an alkyl-
cummarate, triglycerides, ketones and aliphatic esters.

The pharmacological activity of similar substances isolated from other Wedelia
species, served as a stimulus to the phytochemical investigation of this plant. The
specimen of Wedelia paludosa D.C.(Asteraceae) was collected near the Londrina
state University. Column chromatography of the ethereal extract of Wedelia paludosa
D.C.flowers afforded stigmasterol, kaur-16-en-19-oic-acid, kaur-9,16-dien-19-oic-acid,
a mixture of aliphatic esters and olefins, 3-B-O-acyl-olean-12-en-28-ol and a mixture

of 3.-D-glycopiranosyl-sitosterol and 3-p-D-glycopiranosyl-stigmasterol.
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PARTE 1

Lafoensia glyptocarpa Koehne



OBJETIVO

1- Isolar e determinar as estruturas dos principais metabdlitos secundarios

da planta.

2- Verificar as influéncias dos diferentes extratos, das diferentes partes da

planta, na germinacao das sementes da planta.

3- Contribuir com outras areas da ciéncia como ecologia quimica, ciéncias

ambientais.



Parte 1 - ESTUDO QUIMICO DE Lafoensia glyptocarpa Koehne.

INTRODUCAO

Como parte da luta pela sobrevivéncia, as plantas superiores competem
entre si por agua, luz e nutrientes do ecosistema. No curso desta luta as plantas
tém desenvolvido varios meios da defesa contra seus inimigos, esse processo
natural se chama "Alelopatia”. A Alelopatia representa a competicdo quimica entre
as plantas,

Molischl@ | foi o primeiro a definir a palavra alelopatia usando um sentido
mais amplo para referir-se a "interac6es bioquimicas entre todo tipo de planta”, e
incluindo as interacdes prejudiciais e benéficas. Ricelb, em uma monografia sobre
o tema, define como "o dano efetuado em uma planta por outra através da
producdo de compostos quimicos que saem para 0 meio ambiente". Igual a
Molisch, Rice considera como um tema muito amplo, que cobre a maioria dos
tipos de interacdes bioquimicas, incluindo aquelas entre plantas superiores e

microorganismos. Ao contrario, MullerlC, um dos principais pioneiros em estudo



sobre o tema, prefere restringir o termo alelopatia as interacdes faner6gamo -
faner6gamo. Muitos pontos de vista sdo convenientes para essas definicbes. As
plantas inferiores estdo indiretamente implicadas nas interacbes fanerégamo -
faner6gamo enquanto a eficacia das substancias quimicas produzidas em uma
planta superior para influir em outra, pode depender da velocidade com que 0s
microorganismos do solo sdo capazes de desintoxicar e logo metabolizar tais
compostos.

Os produtos quimicos que atuam nas interacdes das superficies das
plantas se chamam substancias ou toxinas alelopéticas, sdo metabdlitos
secundarios caracteristicos, em geral de baixo peso molecular e de estrutura
relativamente simples. A maioria ja é identificada por completo, e pertencem
principalmente a classe dos terpenos volateis e de compostos fendlicos.
Whittakeld entre outros, sugeriram que a causa da natureza quimica das
substancias alelopaticas sé podem ter fun¢cdes secundarias nas plantas, havendo
surgido inicialmente como resposta a acdo dos herbivoros. Essa teoria supde que
a evolucao da cadeia alimentar é levada a producédo casual de compostos que séo
excretados pelas folhas, galhos e raizes e vado para o ambiente deste modo, essas
plantas continuariam sintetizadoras.

Os mecanismos de defesa quimica sao invocados mais frequentemente
guando um tipo de planta, por exemplo, um arbusto, o arbol, compete com outro
tipo, como a vegetacado herbacea, e alguns dos melhores exemplos de alelopatia
terdo nascidos de tais estudos. A competicdo entre plantas de mesma espécie
como as herbaceas pode representar, também, efeitos alelopéaticos. Os efeitos
alelopaticos podem ocorrer entre individuos de mesma espécie, em particular
guando ha falta de agua ou nutrientes que limitam o crescimento; o termo
"autoxidade" é usado neste caso. A competicdo pela variagéo biologica primordial

€ mais aguda em climas extremos e alguns dos primeiros exemplos de alelopatia



foram demonstrados em plantas de deserto. Entretanto o efeito tem sido, também,
encontrado em outros varios habitats, de forma que a alelopatia pode ocorrer em
gualquer clima.

Historicamente, De Candollel® foi um dos primeiros a informar de
situacbes em que pareceram haver sucedidas interacdes quimicas entre as
plantas superiores. Por exemplo ele observou que os cardos (planta das
Asteraceae, praga de lavouras) que crescem nos cultivos tém um efeito prejudicial
sobre a aveia (Avena sativa), e, analogamente, as euforbias prejudicam o
crescimento do linho (Linum cesita tissinium). De Candolle descreve também
experimentos em que, um tipo de planta aquatica, posta na agua que contenha
materiais exudados pelas raizes de outros individuos da mesma espécie,
languideceram e morreram. Outras observagdes similares se acumularam na
biblioteca botanica até 1925. Em 1925, Masseylf proporcionou uma das primeiras
e divididas demonstrac6es de alelopatia entre arvores e herbaceas, quando
estabeleceu-se uma série de experimentos para demonstrar que o nogal negro
(Juglans nigra) produz substancias quimicas que matam os tomateiros e as
plantas de alfafa que crescem num raio de 27 metros ao seu redor. Massey 1f
supbs, que o nogal negro exudava pelas raizes substancias alelopaticas que
afetavam as demais plantas, porém, mais tarde Bodeld provou através de
axperimentos, que as demais plantas eram afetadas por uma toxina combinada (4-
glicosil-1,4,5-trihidroxinaftaleno), que chega ao solo através da lixiviagdo das
folhas, caule e galhos do nogal negro, e no solo sofre hidrélise e oxidacéo,
transformando-se na verdadeira toxina (5-hidroxinaftoquinona), que mata qualquer
espécie ao seu redor.

O estudo alelopético ascendeu no periodo da guerra (1939 - 1945) devido
aos descobrimentos, em boa parte acidentais, dos fisiblogos vegetais que

trabalhavam em projetos de guerra, acerca das interacdes alelopaticas em



plantas que crescem no deserto da California, sobre os arbustos Encelia farinosa
e Parthenium argentatum. Entretanto, o conceito de alelopatia vegetal ndo ficou
plenamente estabelecido até os esforcados pioneiros MullerlC e seus
colaboradores com seus trabalhos sobre o "chaparral californiano” , e os de
Ricelb sobre os fatores quimicos da "rotacdo" de colheitas. A maioria das
informacdes sobre alelopatia procede de uma série de trabalhos publicados ao
longo de 20 anos por Muller1C e col. em Santa Barbara (California).

MullerlC teve sempre teve muito cuidado de ndo exagerar no caso de
alelopatia entre as plantas e, como ele mesmo disse, "E um dos varios processos
ecoldgicos bésicos, cuja causa quimica mostra um fator principal do complexo
ambiental. As variaveis ndo predominam sobre as da luz, temperatura, agua e
nutrientes minerais... e competem com cada uma delas na determinacdo do meio
dos vegetais. Entretanto, também participam de seu potencial como fator limitante,
exercendo assim seu controle".1

Foi observado em uma é&rea de reflorestamento, no Horto florestal de
Seropédica, ltaguai - RJ, que as sementes de "Mirindiba Rosa"(Lafoensia
glypotocarpa Koehne), familia Lytraceae, ndo conseguem germinar no solo,
préximo a individuos da mesma espécie. Realizou-se teste de germinacao das
sementes e foi verificado, que as sementes germinam normalmente em outro
local. Desse modo suspeitou-se que substancias quimicas produzidas pela
planta, estejam inibindo a germinacdo das sementes. Despertando o interesse
pelo estudo quimico dessa espécie, na tentativa de se descobrir quais as
substancias, ou pelo menos a classe da substancia que poderia estar causando tal
efeito alelopéatico no ambiente da referida planta.

O isolamento e determinacéo estrutural dos constituintes das partes aéreas,
folhas, galhos e frutos de "Mirindiba rosa”, contribuem para o conhecimento

guimico desta espécie que tem utilidade econémica no torneamento da madeira



de lei. O extrato metandlico da folha, galhos e frutos deverdo ser estudados
posteriormente, bem como a avaliacdo em laboratério dos efeitos dos extratos

sobre a germinacéo das sementes da planta.



1.1 DESCRICAO BOTANICA DE Lafoensia glyptocarpa Koehne.

Caracteristicas gerais

Segundo Cronquist2@ | a ordem Myrtales, compreende 13 familias e cerca
de 9.000 espécies?2.

Os principais caracteres de progressao dos elementos da ordem podem ser
apreciados nos tipos hipanico, que tem ovario livre (mediano) ou aderente (infero);
a insersdo dos estames na base do ovario, acima deste ou nos bordos do
receptaculo cupuliforme (hipanico); ovario dividido em léculos ou incompletamente
septado; grande numero de I6culos do ovario ou uma menor redugdo para menor
ndamero; niumero grande de 6vulos em cada l6culo do ovario reduzindo a poucos
ou as vezes a um2.

A ordem Myrtales € representada pelas familias: Lytraceae,
Thymelaeaceae, Dialypetalanthaceae, Myrtaceae, Onagraceae, Melastomataceae,
Punicaceae, Conneratiaceae, Combretaceae, Trapaceae, Penaeaceae,
Oliniaceae e Crypteroniaceae?a.

A familia Lytraceae é representada por uma média de 500 espécies,
subordinadas a 20-30 géneros e distribuidas nos dois hemisférios. As espécies
dos géneros Cuphea, Pleurophora e Lafoensia sdo sul-americanas; as dos
géneros Diplusodon e Physocalymma s&o exclusivamente brasileiras?.

Sao plantas de habito herbaceo, subarbustivo e arbéreo, com folhas
opostas ou verticiladas, raramente alternas, com estipulas pequenas ou

rudimentares.2



1.2 ESPECIFICACAO DA PLANTA

A espécie Lafoensia glyptocarpa Koehne, é arvore de grande porte,
glabérrima em todos os seus 0Orgdos vegetativos, raminhos cobertos por uma
epiderme grisalha, arredondados; peciolo com 2-6 mm de comprimento,
canaliculado. Folha - oblonga de margens onduladas, atenuada na base e
terminada em ponta alongada e obtusa, com um pequeno poro do lado dorsal, 2-6
cm de comprimento, 6-28 mm de largura (raramente até 35 mm). Racemo-terminal
simples, com 2-6 flores. Pedicelos - subquadrangulares, guarnecidos de
membranas aliformes muito estreitas. Botdo-glaboso. Calice - hemisférico
campanulado, as vezes pubescentevelutino, segmentos calicinos 10-11 mm,
munidos de um corniculo breve e caduco reflexos. Pétalas - com 22 mm de
comprimento, ablongas, estreitadas na base em um ungticulo cuneiforme, alvas.
Estames - 20-22 mm, inseridos a um terco abaixo da fauce do tubo. Ovario -
brevemente estipulado, deprimido-glaboso, na linha meridiana com tantos sulcos
guanto o numero de estames, sulcos pequenos e profundos, dispostos em anel.
Estilete - com cerca de 75 mm de comprimento. Capsula - glabosa e distintamente
sulcada, com 4 cm de diametro, estreitada para base semente - oval - elitica,

circundada por uma asa membranécea, levemente chapada na baseZ2.

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA - Estende-se da Bahia até S&o Paulo, no Brasil3

IMPORTANCIA ECONOMICA: A espécie Lafoensia glyptocarpa quando nova

presta-se para cerca de arbustos, ramos, estacas, etc. (sebes)3
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Fornece madeira de lei, densidade = 0,98, propria para construcao civil,

marcenaria e carpintaria. Muito recomendada para arborizacdo de cidades,
reflorestamento e para producéo de lenha3.

COLETA E CLASSIFICACAO: Ver item 1.5.2

SINONIMIA VULGAR: S&o conhecidas como, Mirindiba Rosa, Mirindiba bagre,

Mirinduva, Louro-de-S&o Paulo3.

1.2 CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE Lafoensia glyptocarpa Koehne

1=R=H SITOSTEROL T

2=R=CINAMOILA = 8 3=R=H,Rl=H (CUMARATO DEALQULA)
.

5 -p= 1_
(CINAMATODE STOSTERILA) 4=R=H, R*=0CH, (FERRULATO DE ALQUILA)
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1.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES
ISOLADOS DE Lafoensia glyptocarpa Koehne "MIRINDIBA ROSA"

1.4.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE MRMAD-1

A avaliacdo dos deslocamentos quimicos dos prétons (Fig.1, pag. 33)
permitiu identificar os prétons aromaticos pelo sistema AA' BB' com absorcédo em
6,82 ppm (d; 7,8 Hz) e 7,41ppm (d;7,8 Hz) e o sistema AB de uma enona
representado pelos sinais em 6,32 ppm (d; 13,3 Hz) e 7,62 ppm (d; 13,3 Hz). O
sinal em 5,40 ppm (sl) pode ser atribuido a um grupo hidroxila localizado na
posicdo p em relacdo a enona no sistema aromatico. As frequéncias dos prétons
do sistema AA' BB' justificam a proposta do anel aromatico conjugado com a
enona, constituindo a unidade do acido cumarico (1) . O sinal triplo pode ser
atribuido a um CH2 carbinélico vizinho a um CH2 (1,63 ppm) (0-CH2-CH?2). Os
demais sinais presentes no espectro dH: 1,26 e 0,87 ppm sdo compativeis com a
cadeia alifatica normal, ligada ao grupo carboxilico do &cido cumarico, constituindo
o éster natural: cumarato de alquila (Tabela 1, pag. 27). Esta estrutura é

semelhante a substancia natural descrita na literatura4.
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1.4.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE MRMAD-2.

O espectro de RMN1H (Fig 2, pag. 33) mostra dois sinais duplos com
acoplamento (15,9 Hz) com frequéncia correspondente a uma enona (6,27; H-a e
7,58; HB). Os sinais em 6,85 (d; 8,0 Hz); 7,07 (dd; 2,5 e 8,0 Hz) e 7,09 (d; 2,5 Hz)
sdo compativeis com um sistema aromatico conjugado e sustentando dois
oxigrupos. Os sinais em 3,90 ppm (OCH3) e 5,86 (OH), juntamente com as
absorcdes acima, permitem propor a unidade estrutural 2 para MRMAD-2, que
esta de acordo com as interagdes homonuclear 1Hx1H - COSY (Fig 3, pag. 34),
onde o préton H-7 (d; 7,60 ppm; 15,9 Hz) acopla com o préton H-8 (d; 6,29 ppm;
15,9 Hz) e os acoplamentos entre H-5 (d; 6,88 ppm; 8,0 Hz) e H-6 (dd; 7,07 ppm;
2,5 e 8,0 Hz).

Os deslocamentos de H-2 e H-5 sdo compativeis com o efeito protetor do
OCH3 e do OH respectivamente.

Os sinais em 4.19 ppm (t; 6,6 Hz), 1,67 ppm (m) e 0,88 ppm (t), observados
no espectro RMN de 1H (Fig 2, pag. 33), podem ser atribuidos a O-CH2-CHo-
(CH2)-CH3, respectivamente. Estes protons pertencem a cadeia do alcool
alifdtico que constitui o éster do ferrulato de alcoila 2. A Tabela 2, pag. 28 faz

comparacéo do 8H desta substancia com modelo da literatura4.
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1.4.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE MRMAH

O espectro de RMN1H (Fig 4, pag. 35) de MRMAH, 3, possui sinal em 4.01

ppm (t) referente a prétons carbindlicos de éster, um singleto em 2.01 ppm

referente a CH3 alifatico ligado a grupo carbonila, um sinal em 1,21 ppm §l)

correspondente a frequéncia de absorgéo de protons metilénicos (CH2) e um sinal

em 0.84 ppm (t) que representa a frequéncia de absor¢céo do grupo metila.

Os espectros de RMN13C PND e DEPT Figs. 5, pag. 36 e 6,pag. 37)
possuem um sinal em 171.2 ppm correspondente a frequéncia de absorcdo de
carbonila e sinais de carbonos metilénicos de cadeia alifatica normal, 31.9; 29.7;
29.5; 28.6; 25.9; 22.7 e 14.1 ppm (CH3). A frequéncia em 21,0 ppm confirma a
proposta da unidade acetato.

O espectrode I.V. (Fig 7, pag. 38) possui banda de absorcéo 2.960 - 2.850
cm-1 referente ao estiramento do C-H, 1.740 cm-1 referente a estiramento de
carbonila de éster, 1.460 cm-1 referente a deformacéo angular do CH, CH2 e CH3
e a banda em 1.240 cm-1 representa a frequéncia de estiramento de C-O. Estes
dados correspondem as frequéncias de absorcao de um acetato de alquila @).

Para facilitar as atribuices fez-se comparacdo com o Modelo 15 -
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1.4.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE MRMH-13

O espectro de RMN 13C (Fig. 8, pag. 39) possui sinais referentes a 29
atomos de carbono, cuja multiplicidade foi definida com base na andlise dos

espectros DEPT (Fig. 9, pag. 40). Esta andlise permitiu identificar trés carbonos

guaternarios (C), nove metinicos (CH), onze metilénicos (CH2). e seis metilas
(CH3). Os sinais em 121,6 ppm e 140,7 ppm sao referentes as absor¢des de
carbonos olefinicos de uma dupla trissubstituida e o sinal em 73.1 ppm
corresponde a um carbono carbindlico.

O espectro de RMN1H (Fig. 10, pag. 41) possui dois sinais simples em 0,65
e 0,98 ppm e outros sinais multiplos entre 0,76 e 0,90 ppm que sao compativeis
com as frequéncias de absorcdo de grupos metilas, que dado ao espectro uma
feicAo compativel com os espectros de esterdides. Os demais sinais em 3.49 (m)
e 5.32 (dl) séo, respectivamente, referentes as frequéncias de absorcdo do préton
carbindlico ligado ao carbono 3 (6¢ : 73.1) e olefinico ligado ao carbono 6 B¢ :

121.6).
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A comparacao das frequéncias de absorcédo do proéton (Fig. 10, pag. 41) e
13C (Fig. 3, pag. 39 e 4, pag. 40) com dados da literatura 6,7, permitiu identificar a
estrutura de MRMH-13 @) como sitosterol (Tabela 3, pag. 29). Esta conclusao
esta de acordo com as deducdes iniciais feitas com comparacao de p.f.. (136 - 138
0C) e por comparacdo com amostra auténtica por cromatografia em camada

delgada analitica.

1.4.5 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE MRMH-11C

O espectro de RMN1 H (Fig. 11, pag. 42) possui dois sinais simples em
0.71 e 0,96 ppm e outros sinais mdultiplos entre 0.81 e 0.92 ppm, que sédo
compativeis com as frequéncias de absorcédo dos grupos metilas de um esterdide
idéntico a MRMH-13. O sinal em 4.15 ppm (m) corresponde a frequéncia de
absorcdo de um préton carbindélico do C-3 que sustenta um grupo éster. O sinal
em 5,35 corresponde a frequéncia do préton olefinico do esteréide. Os sinais em
6,45 ppm (d) e 7,95 ppm (d), sdo referentes as frequéncias de absorcdo dos
carbonos olefinicos, vizinhos a carbonila e os sinais entre 7,30 e 7,70 ppm sédo

compativeis com absorc8es de prétons aromaticos.
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O espectro de RMN13C (Fig. 12, pag. 43) possui, além dos sinais dos
carbonos de esteroides, os sinais em 118,0 ( C-8') e 144.0 (C-7'), referentes as
frequéncias dos protons olefinicos vizinhos a carbonila. O sinal em 173,5 ppm
representa a frequéncia de absorcdo de uma carbonila de éster com efeito de
conjugacéo, estes dados permitem identificar uma unidade do acido cinamico,
ligado a um esterdide que, através de comparacédo dos dados de RMN13C com
valores citados na literatura 6,7 (Tabela 3, pag. 29), permitiu identificar a unidade
terpénica como sitosterol, deste modo, a estrutura de MRMH - 11C ficou definida

como cinamato de sitosterila. (5)

1.4.6 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE MRMH-3E

O espectro de RMN1H (Fig 13, pag. 44) possui um sinal em 0.85 ppm (t)
referente a frequéncia do grupo CH3, um sinal em 1.24 ppm (sl) correspondente a
frequéncia de (CH2)n, um sinal em 2.02 ppm (s), de grupo metila ligado a
carbonila e um sinal em 2.26 ppm (t) referente a metileno alfa a carbonila (CHy-
CH2-C=0), sinais em 4.01 ppm (t, J = 7.2 Hz) e 4.16 ppm (t, J = 7.2 Hz) que

correspondem a frequéncia de prétons carbinodlicos. Os sinais duplos (16,0Hz) em
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6.30 ppm e 7.60 ppm correspondem a um sistema AM de uma enona e 0s sinais
em 7.01 (d), 7.04 (dd, 7.0 e 1.5 Hz) e 6.89 (d, 7.0 Hz) podem representar um anel
aromatico trissubstituido conjugado, tipo ferrulato (7). O grupo metoxila esta
representado pelo singleto em 3.90 ppm.

O espectro de RMN 13C (Fig 14, pag. 45) possui os sinais referentes aos
do ferrulato de alquila proposto (7), semelhante as frequéncias do ferrulato isolado
de Jatropha eliptica% . As atribuicdes das frequéncias dos protons e 13C s&o
representados na Estrutura 7. Os demais sinais presentes no espectro de RMN
1H s&o0 compativeis com acetato de alcoila (6) contido em MRMAH como mistura
nesta fracdo, além de outros sinais de prétons de um alcool e cetona alifaticos

(3.60 ppm (t); 5.80 ppm, (m)).

415()
o) 64,6 227
/U\ / <
O/\/\(\/)/n\\
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1.4.7 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE MRFA-01

O espectro de RMN1H (Fig 15, pag. 46) possui sinais simples em 0.65 e
0.99 ppm e sinais multiplos entre 0.74 e 0.95 ppm que sdo compativeis com as
frequéncias de absorcéo de grupos metilas de um triterpeno. O sinal em 4.55 ppm
(m) é referente afrequéncia do H-3 carbindlico secundario do éster.

Os sinais em 5.10 e 5.25 ppm sdéo caracteristicos de prétons olefinicos dos
esterdides e o sinal em 5.35 ppm sao prétons de olefina cis de cadeia normal.

O espectros de RMN13C PND e DEPT (Figs. 16, pag. 47 e 17, pag.48)
possuem sinais de frequéncia de carbonos, compativeis com mistura de
terpendides. Os sinais em 80.7 e 73.7 ppm correspondem a frequéncias dos
carbonos (C-3) de um triterpeno respectivamente e de um esterdide constituindo
um éster. A diferenca de frequéncia de absorcao destes carbonos é devido ao
efeito B desprotetor exercido pelo grupo metila do triterpeno. A auséncia de sinal
em 3.50 ppm no espectro de RMN1H (Fig 15, pag.46) justifica, também, a
proposta de ésteres.

A comparacdo dos dados de RMN13C com valores citados na literatura8
Mod-1 e Mod-2 (Tabela 4, pag. 30) revela a semelhanca das frequéncias dos
carbonos da literatura8, com as unidades terpénicas da mistura analisada MRFA-
01 (8 e 8a).

Os dados de RMN13C da unidade do acido foram atribuidos através de
comparacdo com o modelo abaixo (Modelo 3).9

Considerando os pares de frequéncia de absorcdo de carbonos em 139.7
(122.6) correspondentes a dupla 5(6) do sitosterol, 117.9 (145.9) e 125.1 (130.1)
representarem as duplas 7(8) e 24(25) do butirospermol, restam as frequéncias

127.9, 128.0 e 129.7, 130.0 que correspondem as ligacdes duplas da cadeia
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olefinica proveniente do acido natural (cis). O sinal em 1.60 ppm se refere aos

grupos metila do terpeno, ligados a carbono sp2.

M odelo 3°

1.4.8 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE MRFA-04

O espectro de RMN1H (Fig 19, pag. 50) apresentou um dubleto em 5.32
ppm, correspondente a prétons olefinicos de dupla cis (4.9Hz) semelhante a
unidade olefinica de MRFA-01. Os sinais em 4.10 ppm (dd, 12.0 e 6.0 Hz), 4.23
ppm (dd, 12.0 e 4.0 Hz) e 5.23 ppm (dd, 6.0 e 4.0 Hz) sao referentes a prétons
carbindlicos de uma unidade glicerol. Esta unidade é confirmada pelo espectro de
RMN13C (Fig 20, pag. 51) que possui os sinais 68.8 e 62.1 ppm. As frequéncias
de absorcdo em 2.23 ppm (t) no espectro RMN1 H (Fig 19, pag. 50) e o sinal em
173.3 ppm no espectro de RMN13C (Fig 20, pag. 51) sdo compativeis com cadeia
do &cido constituindo um triglicerideo de cadeia insaturada, 6H : 5.30 (5.0 Hz) e
o6C : 129.1, 130.2 (dupla cis). Estes dados permitem propor a estrutura do
triglicerideo (9) para MRFA-04 e fazer as atribuigcbes dos deslocamentos quimicos

dos protons e 13C (Estrutura 9).
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1.5 PARTE EXPERIMENTAL

1.5.1 MATERIAL E METODOS

A - As Separacbes por cromatografia em coluna (CC) foram efetuadas
usando-se silica gel Merck ou Riedel-de Haen Ag - Kieselgel (0,063 - 0,2 mm)
como adsorvente. Para cromatografia em camada delgada (CCD) analitica,
espessura com cerca de 0,5 mm utilizou-se silica gel Kieselgel G e H (Tipo 60)
Merck, e para cromatografia em camada delgada preparativa (CCD) normal ou
circular (cromatroton), espessura com cerca del,0 mm, empregou-se Kieselgel 60
PF 254.

Nos primeiros casos a silica foi suspendidas em agua destilada e
distribuidas em camadas sobre placas de vidro utilizando-se espalhador e as
placas para o Cromatroton foram preparados manualmente. As revela¢des foram
efetuadas por irradiacdes ultravioleta a 254 e 360 mm de comprimento e/ou com
vapores de iodo em cuba saturada.

B - Os solventes utilizados foram produtos da marca Merck, Grupo quimica
ou Riolab (grau analitico). para maior grau de pureza foram destilados em
aparelhagem de destilacdo, com coluna vigreux de 1.5 m de comprimento. Os
solventes dos extratos e fracdes foram evaporados sob pressao reduzida.

C - O critério de pureza adotado foi obtencdo de mancha anica por
cromatografia em camada delgada de silica, variando-se o0 sistema de
desenvolvimento, na revelacdo com vapor de iodo e/ou através da variacao do
ponto de fuséao.

D - Os pontos de fusao (p.f.) foram determinados em bloco de Koffler e ndo

foram corrigidos.
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E - Os espectros de absorcdo na Regido do IV foram obtidos em
espectrometro Perkin-Elmer, modelo 1420, existente na UFRRJ, utilizando-se
filme em Pastilha de NaCl ou sélido em KBr. Os valores para as absorc¢des foram
medidos em unidades de nimero de ondas (cm-1) e os espectros calibrados com
filme de poliestireno de 0,5 mm de espessura, utilizando-se a absorcdo em 1601
como referéncia.

F - Os espectros de Ressonancia Nuclear de prétons foram obtidos a 200
MHz e os de 13C, a 50,3 MHz usando o aparelho AC - 200 da BRUCKER
existente na UFRRJ. Usaram-se solventes deuterados, com tetrametilsilano como
referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram medidos em unidades ppm
() e as éreas relativas dos picos de absorcdo foram obtidos por integracao
eletrbnica. As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz).

G - O espectro de massa (capitulo 2) foi registrados em espectrémetros da

Varian, Mod. CH - 5.

1.5.2 COLETA DA PLANTA

Lafoensia glyptocarpa Koehne, foi coletada no Horto Florestal de
Seropédica - Seropédica - Itaguai - RJ, no més de fevereiro 1992. O espécimem
coletado foi classificado pelo Engenheiro Florestal José Ribamar Souza (Horto
Florestal de Seropédica) e pelo Professor José Aguiar Sobrinho (UFRRJ).

O material foi separado em folhas, tronco (madeira) e frutos, submetidos a
secagem durante 4 semanas exposto ao ar sob folhas de jornal e convertidos a p6

em moinho de facas.
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1.5.3 EXTRACAO

O po obtido das folhas (1.052 g) foi submetido a extragdo por maceracao
com hexano, e metanol. O p6 obtido da madeira do tronco (3.150 g) e do fruto
(143 g) foram submetidos a extracdo por maceracao com hexano e metanol.

A destilacdo dos extratos foi feita a pressdo reduzida. Estas operacfes

encontram-se resumidas nos Esquemas 7,pag. 58, 8, pag. 59 e 9, pag. 60.

1.5.4 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTITUINTES.

1.5.4.1 EXTRATO HEXANICO DA MADEIRA DE Lafoensia glyptocarpa Koehne
"MIRINDIBA ROSA" (esquema 7, pagina 58).

O extrato hexanico (11,2 g) foi submetido a cromatografia em coluna,
usando-se como eluentes CH2Cl2 e MeOH (CH2Cl2 100%, 95:5, 90:10, 80:20,
50:50, MeOH 100%) - Recolheram-se 480 fracdes de 10 ml cada uma (Tabela 5,
Pagina 31).

1.5.4.2 EXTRATO EM ACETATO DE ETILA DA MADEIRA DE Lafoensia
glyptocarpa Koehne "MIRINDIBA ROSA" (esquema 8, pag. 59).

O extrato em acetato de etila (138,6 g) foi submetido a processo de retirada
de acido acético, produto formado no meio, e particdo com solventes organicos

(Esquema 8, pag. 59).
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1.5.4.3 EXTRATO EM ACETATO DE ETILA DO FRUTO DE Lafoensia glyptocarpa
Koehne "MIRINDIBA ROSA".

O extrato em acetato de etila do fruto (5,9 g) foi submetido a fracionamento
cromatogréfico, coletadas 130 fracdes de 10 ml (cada) e reunidas através de
observacbes em placa de cromatografia de camada delgada (CCD) Tabela 6

pagina 31.

1.5.5 DADOS FiSICOS E ESPECTRAIS DOS CONSTITUINTES DE Lafoensia
glyptocarpa Koehne "MIRINDIBA ROSA"

MRMAD-1 - cumarato de alquila, 6leo, RMN1H 200MHz, CDCI3 (Tabela 1, pég.

27).

MRMAD -2 - ferrulato de alquila, 6leo, RMNIH e 1H x 1H - COSY 200 MHz,
CDCl3 (Tabela 2, pag. 28)

MRMAH - éster alifatico (cadeia saturada normal) - sélido amorfo branco - p f. 64
0C RMN1H 200 MHz, CDCI3 8H : 4.01 (H2C-O) ; 2.01 (CH3-C=0) ; 1.21 (CH2)n ;
0,84 (CH3) ; RMN13C 50.3 MHz, CDCI3 8C : 171.2 (C=0) ; 31.9 (CHp) ; 29.7
(CH2) ; 29.5 (CHp) ; 28.6 (CH2) ; 25.9 (CH2) ; 22.7 (CH2) ; 14.1 (CHg) ; 20.9
(CH3-C=0) ; I.V. 2.960 - 2.850 cm-1 (C-H) ; 1.740 cm-1 (C=0) ; 1.460 cm-1 (CH,
CH2 e CH3) ; 1.240 cm-1 (C-0).

MRMH-13 - esteroide (sitosterol) cristais brancos - p. f. 137-1380C; RMN1H
200 MHz, CDCl3 e RMN13C 50,3 MHz, CDCl3 (Tabela 3, pag. 29).

MRMH-11-C - cinamato de sitosterila sélido amarelo, p.f.1120C, RMN1H
200 MHz, D3COD e RMN13C 50,3 MHz, D3COD (Tabela 3, pag. 29).
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MRMH-3E - mistura (éster alifatico e ferrulato de alquila) cristais amarelos p. f. 65
0C, RMNLH 200 MHz, CDCI3 8H : 0.85 (CH3) ; 1.22 (CH2)n ; 2.02 (H3C-C=0) ;

2.26 (CHp-CHp-C=0) ; 4.01 (CH2-0) ; 4.16 (CH2-0) ; 6.03 (CHp=CH2-C=0); 7.60
(=CH2-C=0) ; 6.89 (H - aromatico) RMN13C 50,3 MHz, CDCl3 5C: 123.0 (C-2) ;

115.6 (C-3) ; 144.0 (C-4) ; 114.6 (C-6) ; 146.0 (C-7) ; 109.2 (C-8).

MRFA - 01 - mistura de esterbides(éster alquenilico do butirospermol e éster
alquenilico do sitosterol), 6leo - RMN1H 200 MHz, CDCl3 e RMN13C 50,3 MHz,

CDCI3 Tabela 4. Cadeia da unidade do &cido RMN1H 200 MHz, CDCl3 §H : 5.35
(CH=CH) ; 2.01 (CH2-C=0) ; 1.22 (CH2)n ; 0,86 (CH3) RMN13C 50,3 MHz, CDCl3
§C : 180.1 (C=0) ; 34.0 (CH2-C=0) ; 129.7 (CH=CH) ; 124.1 (CH=CH) ; 27.5 (CHa-
CH=) ; 29.5 (CH2-CH=) ; 22.9 (CH2-CH3) ; 14.2 (CH3).

MRFA - 04 triglicerideo, 6leo, RMN1H 200 MHz, CDCl3 §H : 5.32 (CH=CH) ; 4.10
(C-0) ; 4.23 (C-0) ; 5.23 (C-0) ; 2.27 (CH2-C=0) ; 1.21 (CH2)n ; 1.64 e 1.56 (CH2-
C2-C-0) ; 0.85 (CH3) , RMN13C 50,3 MHz, CDCI3 §C : 68.8 (C-0) ; 173.3 (C=0) ;
27.7 (CH2-C=0) ; 29.7 (CH2-CH2 -C=0) ; 34.0 (CH2-CH=) 130.2 (CH=CH) ; 129.1
(CH=CH) ; 34.2 (CH2-CH=); 29.3 (CH2)n ; 22.7 (CH2-CH3) ; 14.0 (CH3).



TABELA 1 - Dados de RMN1H (200 MHz, CDCl3) da substancia MRMAD-1,
comparandos com valores citados na literatura4

H d H (Mult.,J Hz) Lit.4d H (Mult.,J Hz)
2 7,42(d; 8,4Hz,2H) 7,01(d; 2,0Hz)
3 6,82(d; 8,3Hz,1H) 6,90(d: 8,5Hz)
5 6,82(d; 8,3Hz,1H) 6,90(d; 8,5Hz)
6 7,42(d; 8,4Hz,2H) 7,10(d d; 8,5 e 2,0Hz)
7 7,62(d; 16,8Hz,1H) 7,54(d; 16Hz)
8 6,32(d; 16,0Hz,1H) 6,30(d; 16Hz)
1 4,18(t; 6,6Hz,2H) 4,20(t; 7,0Hz)
2' 1,63(m)
(CH2)n 1,26(m) 1.25(Sl)
CH3 0,87(Sl) 0,93(t)
H-O 5,40(S) 5,80(SI)
0

MRMAD-1(CUMARATO DE ALQUILA)

27
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TABELA 2 - Dados de RMN1 H e 1H x 1H - COSY (200 MHz, CDCl3), da
substancia MRMAD-2, comparados com valores citados

na literatura4

H dH 14 x 1H - cosy Lit.4d H (LJCH)
2 7,02(d; 2,0Hz,1H) H-6 7,01(d; 2,0H2)
5 6,90(d; 8,0Hz,1H) H-6 6,90(d; 8,5Hz)
6 7,24(d d; 8,0 e 2,0Hz,1H) H-5, H-2 7,10(dd; 8,5 e 2,0Hz)
7 7,60(d; 16,0Hz,1H) H-8 7,54(d; 16Hz)
8 6,29(d; 16,0Hz,1H) H-7 6,30(d; 16Hz)
OCH3 3,91(SI, 3H) 4,00(S)
1' 4,18(t; 6,6Hz,2H) H-2' 4,20(t; 7,0Hz)
2' 1,67(m) H-1'
(CH2)n 1,25(SI) 1,25(SI)
CH3 0,87(t) 0,93(t)
H-O 5,90(SI) 5,80(SI)
O
6 7 I 3

OCH,

M RM AD-2 (fERRULATO DE ALQUILA)
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TABELA 3 - Dados de RMN 1H (200MHz) e 13C (50,3 MHz PND e DEPTQ :
90 e 135°) das substancias MRMH-13 (4) e MRMH11 C (5),

comparados com valores citados na literatura6:”

C MULT. @dC LIT.6.7 4dH (5dC LIT.6.7 (5d H
1 CH» 37,2 37,3 38,2

2 CH» 37,6 37,6 31,9

3 CH 71,7 71,7 3,50(m) 73,5 4,10(m)
4 CH» 42,3 42,2 2,25(m)

5 C 140,7 140,7

6 CH 121,7 121,6 5,30(m) 122,6 5,35(m)
7 CHo 31,9 31,9 1,51(m)

8 CH 31,9 31,9 1,93

9 CH 50,1 50,2 50,1

10 C 36,1 36,5 36,1

11 CH» 21,1 21,1

12 CHo 39,7 39,8 39,7

13 C 42,2, 42,3

14 CH 56,0 56,8 1,04 56,0

15 CHo> 24,3 24,3

16 CH2 28,2 28,3 28,2

17 CH 56,7 56,1 1,10 56,7 5,60
18 CH3 11,8 11,8 0,64(s) 11,8 0,72
19 CHj 19,4 19,4 1,02(s) 0,98
20 CH 36,5 36,3 1,38 36,5

21 CHj 18,8 18,8 0,91 0,94-0,85
22 CH» 33,9 33,9 33,9

23 CHo 26,0 26,4 1,19

24 CH 45,8 46,1 45,8

25 CH 29,1 28,9 1,73 29,1

26 CHj 19,4 19,1 0,82 0,94-0,85
27 CHj 19,8 19,6 0,81 19,2 0,94-0,85
28 CH» 23,0 231 1,26

29 CHj 12,0 12,3 0,84 11,5 0,94-,085
1 136,0 134,7
2', 6 128,7 128,0 7,55(d)
3,5 128,7 128,0 7,30(m)
4 130,2 130,0 7,30(m)
7 144,0 144,2 7,95(d-14Hz)
8 118,0 118,8 6,45(d-14Hz)
9' 173,3




TABELA 4 - Dados de RMN 13C de MRFA-01, comparados com
valores citados na literatura8

C MRFA-01(8) | Mod-1 Mod-2 | MRFA-01(8a) dH
1 36,8 36,9 37,3 37,3

2 24,3 24,3 31,6 31,9

3 83,7 81,2 71,7 73,6 4,6m
4 37,9 37,9 42,3 48,8

5 50,7 50,8 140,8 139,7

6 23,7 28,8 121,6 122,6 5,24
7 117,6 117,9 31,9 31,9 5,10
8 145,9 145,9 35,8 35,9

9 50,0 49,1 53,7 53,2

10 35,1 35,1 35,8 39,8

11 18,1 18,2 20,9 21,0

12 33,9 33,9 39,5 39,7

13 43,5 43,6 42,3 43,5

14 51,3 51,3 55,8 56,0

15 34,3 34,1 24,0 24,0

16 28,5 28,5 28,0 28,2

17 53,2 53,3 55,9 56,7

18 13,1 13,2 11,8 11,9 0,95
19 22,7 22,1 17,3 19,3 0,65
20 35,8 35,8 35,9 35,9

21 18,7 18,6 18,6 18,7

22 35,9 35,3 33,8 33,7

23 25,2 25,4 26,0 26,0

24 125,1 125,2 45,7 45,8 5,29
25 130,1 130,9 29,1 29,1

26 15,9 17,7 19,6 19,8 1,64
27 25,7 25,7 18,9 19,3 1,58
28 27,6 27,7 22,9 23,0

29 27,2 27,4 11,8 11,8

30 14,1 14,8

Mod-2 S

8a
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TABELA 5 - Estudo das fracdes obtidas do fracionamento cromatografico
do extrato hexanico da madeira.

Elemento FracOes Substanciaisolada
CH» 100% 1-240 sitosterol,cinamato de sitosterila
CH»>Cl»/MeOH 95:5 241-329 sitosterol, hidrocarbonetos
CH2Clo/MeOH 90:10 330-352 hidrocarbonetos
CH2Clo/MeOH 80:20 353-391 hidrocarbonetos
CH2Clo/MeOH 50:50 392-47 cetonas e ésteres a lifaticos
MeOH 100% 448-480 hidrocarbonetos

TABELA 6 - Estudo das frac@es obtidas do fracionamento cromatogréafico
do extrato acetato de etila do fruto "Mirindiba rosa".

FRACOES (%) REUNIAO
1-37 CH2Clo (100%) 1
38-60 CH2Clo/MeOH (99:1) 2
61-69 CH2Cl2/MeOH (98:2) 3
70-82 CH2Cl2/MeOH (95:5) 4
83-94 CH2Clo/MeOH (90:10) 5
95-106 CH2Clo/MeOH (80:20) 6
107-117 CH>Clo/MeOH (50:50) 7
118-130 MeOH (100%) 8
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ESQUEMA 1 - Proposta bi ogenéti ca para formacdo de MRMAD-1 eMRMAD-2
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ESQUEMA 2 - Proposta bi ogenéti ca para formagdo de MRMAH
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ESQUEMA 3 - Proposta bi ogenética para aformagdo de MRM H-13
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ESQUEMA 4 - Proposta bi ogenéti ca para formagdo de MRMH-11
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ESQUEMA 5- Proposta bi ogenéti ca para formacdo de MRFA-01

HO

56



ESQUEMA 6 - Proposta bi ogenéti ca para f ormagdo de M RFA-04

(|7HO CH,OH

CH,OH
NADH NADPH 2
CH.OH  'SOMERASE | |
2 > CH,OH ———>

CH,OH
| |
CH0P CH,OP CH,OH
« GLICEROL
3-FOSFOGLI CERALDEIDO

O

OOR

~ A
O)Wn/\/w

R= N SN

57



ESQUEMA 7 - Proecessamento para obtencéo do Extrato Hexanico e Acetato de Et
daMadeira de Lafoensia glyptocar pa Koehne ("Mirindiba Rosa)

Materia seco e moido

(1.05kg)
Maceracdo em Hexano
(3 x 3litros)
Residuo Extrato hexanico
Maceracdo em Acetato ~ (MRMH, 11.29)
deEtila(3 x 3litros)
Residuo Extrato Acetato de Etila
Macerac&o em Metanol (MRMA, 138.69)
(3 x 3litros)
Residuo Extrato Metandlico

(MRMM, seratrabdhado posteriormente)
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ESQUEMA 8 - Fracionamento do Extrato Acetato de Etila

MRMA

1- Funil de decantacéo
2- Solucéo cloroformica
3- + NaHCO3 (5%)

Fase CHCI 3 Fase aguosa
desprezada
1. Funil de decantagéo
2. Agua
Fase aquosa Fase CHCl3
desprezada 1- Secagem
2- Evaporagéo
Extrato Acetato de Etila
Particdo com solvente
Fr. em hexano? Fr. CH.Cl, Fr. ACOEf Fr. MeOH
Acetona
ol Gveb insoluvel
MRMAD-1 MRMAD-2

Acongtituidade material alifatioo em pequenaquantidade
b sera estudada posteriormente
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ESQUEMA 9 - Processamento para obtencéo do Extrato Acetato de Etila dos frut
de Lafoensia glyptocarpa Koehne (‘Mirindibarosa")

Material moido
(142.79)
Maceragdo em Hexano
2 litros
Residuo Extrato hexanico
Maceracdo em AcOEt
2 litros
Residuo Extr. ACOEt
(MRFA, 5.99)

Fracionamento cromatografico
em colunadesilica

MRFA-01 MRFA-022 MRFA-032 MRFA-04

Residuo Extrato Metandlico

& matrial graxo
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CONCLUSAO

Os extratos em hexano e em acetato de etila desta espécie possui, além de
esteroides e hidrocarbonetos alifaticos, derivados do acido cinamico e ferrulico. Os
ésteres derivados do acido cindmico, sdo certamente os responsaveis pelo efeito
alelopatico, uma vez que a literatural cita estas substancias como responsaveis

por esta propriedade.



PARTE 2

Wedelia paludosaD.C.
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OBJETIVO

1- Isolar e determinar as estruturas dos metabdlitos secundarios das flores

da planta.

2- Testar a atividade dos componentes isolados e comparar com a atividade

do extrato bruto, para verificar qual € o componente mais ativo.



Parte 2 - ESTUDO QUIMICO DE Wedelia paludosa D.C.

INTRODUCAO

Os trabalhos desenvolvidos pelos quimicos de produtos naturais contribuem
para o desenvolvimento de diversas areas de ciéncia como: farmacologia,
botanica, agricultura, quimica organica, evolugdo e ecologia quimica
micromoleculares. Além da importancia cientifica, os metabdlicos secundarios
geram interesse econdmico, fornecendo perfumes, corantes, medicamentos,
inseticidas, etc.

Tem sido de grande importancia para a quimica organica e, em particular
para o quimico de produtos naturais, o desenvolvimento de novas técnicas
analiticas, como cromatografia e o aperfeicoamento dos instrumentos de analise
espectométricas.

Apesar da variedade das diversas contribui¢cdes cientificas geradas pelos
trabalhos dos quimicos de produtos naturais, a justificativa mais frequente para o
estudo quimico de plantas é a procura de substancias com atividade

farmacoldgica.
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Os resultados das atividades experimentais desenvolvidas por
pesquisadores das diversas areas de conhecimento que envolvem trabalhos
relacionados com fitoquimica sdo de fundamental importancia para a avaliacao
cientifica das propriedades terapéuticas apontadas pelo uso popular, como ja vem
ocorrendo em outros paises. Deve ser levado em consideracdo que o nivel de
metabdlitos secundarios de plantas esta relacionado com estagios de
desenvolvimento do organismo (idade) e do habitat.

Levando-se em consideragao os fatos relevantes acima, escolheu-se para
estudo uma espécie de Asteraceae, cujo género vem despertando interesse para
estudo, a medida que vao sendo descobertas as atividades farmacoldgicas de
extratos ou de substancias isoladas de diferentes espécies do géneroll.

As Asteraceae compreendem cerca de 1.100 géneros, com
aproximadamente, 25.000 espécies de ampla distribuicdo, bem representadas em
regides tropicais, subtropicais e temperadas. Sdo na verdade plantas que tanto
podem ocorrer em localidades ao nivel do mar, como atingir os picos das mais
altas montanhas12.

Sao mais abundantes nas regifes aridas do que nas florestas tropicais
Umidas. No Brasil estdo representadas por aproximadamente 180 géneros1l.

Na grande maioria, as Asteraceae estao representadas por espécies
herbaceas, anuais ou perenes, subarbustivas ou arbustivas e, s6 raramente, por
espécies arboreasl2.

A tribo Heliantheae é considerada a mais numerosa das tribos da familia,
compreendendo cerca de 200 a 300 géneros e 4.000 espécies com ampla
distribuicdo, principalmente, americanas. Cerca de 53 géneros estédo
representados na flora do Brasil, mas poucos sdo endémicos.12

Ha varias espécies de Wedelia que foram estudadas recentemente e o0s

motivos destes estudos séo as diversas atividades farmacoldgicas de diferentes
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espécies do género, como excemplo pode-se destacar a Wedelia bifloral3 que na
Tailandia tem sido usada como febrifugo e analgésico e foram isolados dipertenos
com atividade anti alimentar de inseto e fungicida. A espécie Wedelia asperrimal3
foi estudada porque apresenta atividade antitumoral.

Pesquisadores argentinos estudaram quimicamente as espécies Wedelia
glaucal4 e Wedelia buphthalmifloralS por serem toxicas para gado.

A espécie Wedelia paludosa D.C. foi estudada anteriormente15, em 1987..
Teste preliminar do extrato bruto da planta constatou a presenca de substancias
com atividade antibiétical5. O estudo quimico desta espécie, revelou a presenca
de sete &cidos kaurendicos | e lla-llg, um labdano Ill e uma secokaurenolactona
(IV). Foram realizados testes de atividades biolégicas dos compostos puros contra
Bacillus cereus, Escherichia coli, klebiselia pneumoniae, Staphylococcus aureus,
em leveduras Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae e também
dermatologicamente em Trichophyton Rubrum15. As substancias Ila e Ill foram
inativas frente a bactérias e leveduras e inibiram o crescimento de T. Rubrum em
concentracao de 00,2 mg/ml. A secokaurenolactona (1V) inibiu o crescimento de S.
aureus, C. albicans e T. Rubrum, em concentra¢cées de 500, 125 e 50 mg/ml
respectivamente 19,

Um estudo adicional de Wedelia paludosa D.C., realizado por professores
da Universidade Estadual de Londrina e da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro® em 1993, constatou a presenca das lactonas sesquiterpénicas V e VI.
Este estudo foi motivado devido ao uso da planta como fungicida e em medicina

popularl6.
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Este trabalho conclui o estudo citado acima e descreve o isolamento de
um Kaurano diferente dos isolados anteriormente nesta espécie, de um triterpeno

e de esterdides glicosilados.
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2.1 DESCRICAO BOTANICA DE Wedelia paludosa D.C.

A espécie Wedelia paludosa D.C. é planta herbacea, prostada radicante
nos noés. caule - castanho - avermelhado, esparsamente piloso folhas - opostas,
curto pecioladas, membranaceas, pilosas nas duas faces, mais pronunciosamente
na dorsal, estreitada em direcéo a base acima do meio provida de dois pequenos
lobos laterais e um terminal, maior e denteado, 6 cm de comprimento e 3 cm de
largura. Peciolo - semicilindrico, ciliado, com 4 mm de comprimento. Capitulos -
solitarios, longo - penducalados, axilares. Pendunculo - piloso, 10 cm de
comprimento, bracteas involucrais folidceas, em 2 séries, pilosas no dorso, 8 - 12
mm de comprimento, receptaculo cbnico, carnoso, paleaceo. Flores - amarelas, as
marginais femininas, cerca de 13 mm, com corola lingulada, tribolada no apice,
com 8 mm de comprimento e as do disco muitas, hermafroditas, com corola
tubulosa, estilete da flor feminina com os ramos glabros, carnosos, obtusos, semi-
cilindricos. Anteras - negras, de base sagitada Aquénio - tdrgido, trinquetro,

glabro, estreitado na base, com papus ciatiforme de 1 mm de comprimento3.

2.2 ESPECIFICACAO DA PLANTA

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA: Rio de Janeiro até Regido Sul do Pais. Esta
planta é frequente nas praias, lugares sombrios e Umidos e terrenos baldios,
ruderal.

IMPORTANCIA ECONOMICA: A espécie Wedelia paludosa D.C. é muito
ornamental, empregada para formacdo de relvados, vegetando bem ao sol e a

sombra, aconselhada para fixar barrancos3.
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SINONIMIA VULGAR: Sdo conhecidas como, Margariddo, Malmequer,

Malmequer-do-brejo, picdo-da-praia, vedélia3.

espécie - Wedelia paludosa D.C.
género - Wedelia

tribo - Heliantheae

subfamilia - Asteroideae

familia -Asteraceae (Composiatae)

2.3 OUTROS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE Wedelia paludosa
D.C.

1 ESTER ALIFATICO 2 KAUR-16-ENO-19-0O1CO

S 3
BHO/\O 3 KAUR-9,16-DIENO-19-O1CO



4 ESTIGM ASTEROL

5 3b-O-ACIL-OLEANO-12-ENO-28-OL

NN R ="

6 OLEFINA 7 OLEFINA
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8 TETRA-O-ACIL-3b-D-GLICOPIRANOSIL ESTIGM ASTEROL

O,

>
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2.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES
ISOLADOS DE Wedelia paludosa D.C.

2.4.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE WPE-4

O espectro de RMN 13C (PND e DEPT, 6= 1350 ) (Fig . 1, pag. 100 e 1a,
pag. 101) possui vinte snais de frequéncias de carbonos, sendo cinco
quaterndrios, trés metinicos, dez metilénicos e dois grupos metila (Tabela 1, péag.
88). Estes dados permitiem propor a estrutura de um diterpeno com um grupo

acido carboxilico (6C: 185.0) e um grupo vinila terminal {(6C:155.7 (C) e 103, 0

(CH2)}. Com essas informacdes pode-se sugerir a formula ampliada C3 (C=CH))

(CH)3 (CH2)g (CH3)2 CO2H, cujo valor do peso molecular esta de acordo com o

pico molecular, presente no espectro de massas (Fig.3, pag. 104).

O grupo vinila e as metilas s&o representados no espectro de RMN1H (Fig
2, pag. 102) pelos sinais em 4,80 (sl); 4,74 (s ), 1,24 (s) e 0,85 (s).

Os dados descritos acima permitem incluir este diterpeno entre os
pertencentes a série dos Kauranos. A comparacdo dos deslocamentos quimicos
dos carbonos de WPE-4 com modelos registrados na literatural7,18 (Tab 2, pag.
89) permitem propor a estrutura do acido Kaur-16-eno-19-6ico (1) para esta
substancia.

O espectro de massas (Fig 3, pag. 104) desta substancia apresenta sinal do
M*. 302 u.m.a., (valor correto para a estrutura proposta) e o0s demais picos
presentes no espectro de massa correspondem a sinais de ions fragmentarios que
estdo de acordo com a estrutura deste acido (Esquema 1, pag. 134).

O espectro de RMN bidimencional 1Hx1H-COSY (Fig 4; pag. 105) mostra
sinais de interacdo dos protons 17b (6H4,74) com os prétons alilicos H-15

(6H:2,05), H-13 (6H:2,64) com H-12 (6H:1,70 -1,40) e com H-144 (6H:2.10-1.90) os
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acoplamentos com o0s outros prétons vizinhos, ndo sao observados, devido ao

angulo diedro conforme a estrutura 2

As atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos préotons de WPE-4 foram

definidas principalmente com andlise dos espectros 2D (1Hx13C-COSY) NIcH
n=1,2 e 3) (Fig 5, pag. 106 e 6, pag. 107). O acoplamento a uma ligacdo (1JcR)
permitiu definir a frequéncia dos carbonos e hidrogénio dos grupos metilas
(6C:28.9 e 6H:1,24 ; 6C:15,5 e 6H:0,85), os singletos largos em 6H:2,05; 2,64; 4,70
e 4,80 representam respectivamente, os prétons ligados aos carbonos 6C:48,9 ;
43,7 ; e 103,0. Os sinais correspondentes aos acoplamentos a duas ligacdes
permitiram definir os protons que acoplam a longa distancia com os carbonos C-4
(43,7 ppm), C-10 (39,6 ppm) e C-16 (155,7 ppm) (Tabela 2; pag. 89). Os sinais
correspondentes aos 3JcH do carbono C-19 (185,0 ppm) com os prétons H-18 e
H-5, do C-5 (57,0 ppm) com H-18, do C-13 (43,7 ppm) com H-17b, C-3 (37,7 ppm)
com H-18 e do C-15 com H-17a. Os demais sinais de 1JcH das respectivas
frequéncias dos carbonos permitiu definir a regido de absor¢cdo dos hidrogénios
sustentados por eles. (Tabela 2, pag. 89) (Fig 5, pag. 106 e 6, pag. 107).

O efeito NOE observado nos protons H-13 (2,64 ppm) pela diferenca de
espectros com irradiacao dupla, nas frequéncias do préton H -17a (4,80 ppm) e o
efeito NOE no proéton 17a (4,80 ppm) quando se faz irradiacao na frequéncia do H-
13 (Fig 7A e C, pag. 108) permitiu propor como estrutura para WPE-4 as
conformacdes 2 e 3 (Tabela 3; pag. 90). O efeito NOE sobre H-15 com irradiacédo
no H-17b e sobre H-17b com irradiacdo no H-15 (Fig. 7 B e F, pag. 108), e
também a auséncia de NOE nas frequéncias das metilas , mostra que ambas
devem estar em posicdo 10,4-trans a,e. Estes dados experimentais estao
de acordo com a estereoquimica relativa representada em 2 e permite assim

eliminar a possibilidade estrutural 3.
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Foi obtido o éster de WPE-4 através do tratamento da substancia natural
com diazometano, o espectro de RMN1H (Fig. 2a, pag. 103), mostra a frequéncia

do grupo metoxila do produto 2a.

2.4.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE WPE-VII-2

O espectro de RMN1H (Fig 9, pag. 110) desta substancia possui, além dos
sinais do terpeno WPE-4, os sinais mais intensos em dH 0.95 (s), 4.92 (sl) e 4.79
(sl), , e o sinal adicional em dH 5.25. Estas observacdes permitem propor para

WPE-VII-2 a estrutura semelhante a WPE-4. Os espectros de RMN13C PND e
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DEPT (Fig 8, pag. 109) possuem, também, sinais que estdo de acordo com a
mistura de dois kauranos (Tab 4, pag. 91). Uma dupla adicional de um dos
componentes da mistura é representada pelo sinal 5,25 ppm, e 6C 138.0 e 114.8
ppm. Um terceiro sinal do grupo metila (6H : 1.25 ppm, 6C : 23.8 ppm)
corresponde também a uma diferenca entre os espectros de WPE-4 e WPE-VII-2.
Isto permite propor a estrutura do kaurano com uma dupla 9(11) @), e fazer as
estimacdes dos deslocamentos quimicos dos carbonos de WPE-VII-2 (Tabela 5;
pag. 92).

O espectro de RMN bidimensional 1Hx1H-COSY (Fig 10; pag. 111) mostra
além dos sinais de interacdo dos prétons H-17b (4.92 ppm) com os proétons alilicos
e H-15a e 15-b (2.07 e 2.60 ppm); os sinais do H-11 (5.24 ppm) com H-12a (1.97
ppm) e H-12b (2.40 ppm); interacdo de H-12a (2.40 ppm) com H-13 (2.75 ppm)
gue acopla com H-14 (1.00 ppm).

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos protons de WPE-VII-2

foram definidos, também através da andlise dos espectros 2D (Hx13C-COSY,

NJcH) n=1, 2 e 3) Figs 11; pag. 112 e 12, pag. 113). O acoplamento a uma
ligacdo (1JcH) permitiu definir a frequéncia dos carbonos e os respectivos
hidrogénios ligados (Tabela 5; pag. 92).

Os sinais correspondentes aos acoplamentos a trés ligacdes (3JCH)
permitiu definir os prétons que acoplam com os carbonos: C -19 (185,0 ppm) com
H-5 (1.01 ppm) e com H-18 (1.25 ppm) e C -16 (156.0 ppm) com H-12b (1.97 ppm)
e com H-14 (1.00 ppm).

A comparacao das frequéncias de absorcdo dos carbonos de WPE-VII-2
com modelos da literatural0 (Mod-1 e Mod-2), Tabela 6, pag. 93, permite
destacar do espectro da mistura os valores compativeis com a estrutura 4a

confirmando a proposta estrutural para WPE-VII-2.
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O uso de experiéncias com irradiacéo dupla e subtracdo de espectros (Fig
14, pag. 116 e 14a, pag. 117) permitiu verificar um fraco NOE, no préton H-11
(2%), com a irradiacdo na frequéncia da metila CH3-20 (1.03 ppm) e néo
apresentou sinal de interagdo com CH3-18. Isto mostra que o0s dois grupos metilas
ndo estao cis, 1.3-diaxial como no modelo 1. O deslocamento quimico do C-8
(44,2 e 43,4) de WPE-VII-2 e Mod 2, respectivamente, revelam a auséncia de
efeito . de protecdo da CH3-20 que ocorre no Mod 1 ( C-8:6C:38,1, /H:6,09).

Os dados discutidos acima permitem definir a estrutura de WPE-VII-2 como
acido 20-,-Metil-Kaur-9(11), 16(17)-dieno-19-6ico (4).

Esta estrutura € idéntica ao Kaurano @da), 20a-Metil-Kaur-9(11), 16(17)-
dieno-19-6ico, isolado de Wedelia hookeriana20 e Wedelia buphthalmiflora que
ainda n&o havia sido isolada de Wedelia paludosa D.C.15,

Tratamento de WPE-VII-2 com diazometano forneceu o éster metilico
(WPE-VII-2 -Me) cujo espectro de RMN1H (Fig. 13, pag. 115) mostra os sinais do

grupo metoxila, confirmando a funcao acida nos diterpenos da mistura.
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2.4.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE WPE-VII-3-4

O espectro de RMN 13C (PND ; Fig 5, pag. 118), mostra um sinal em 173,7

ppm correspondente a absor¢do de carbonila de éster R-CO2R, e os demais
sinais de absor¢édo de C, CH, CH2 e CH3 (Fig 15; pag. 118 e 15a, pag. 119)
revelam a natureza terpénica da substancia.
O espectro de RMN1H (Fig 16, pag. 120) possui sinais de protons
carbindlicos, olefinicos, metilénicos alfa a carbonila e de cadeia normal saturada.
A contagem do nimero de C, CH, CH» e CH3 no espectro de RMN 13C
(PND e DEPT) (Fig 15; pag. 118 e 15a, pag. 119) (Tabela 7, pag. 94), permitiu

identificar cinco CH e sete grupos metilas que correspondem ao niumero de CH e

CH3 de um triterpeno pentaciclico. Levando-se em consideragcdo o 8C dos
carbonos olefinicos 122,7 e 143,6 ppm e o numero de CH3, verifica-se que se

trata de um triterpeno da série dos oleananos. O sinal de CH2 em 70,5 ppm,

observado no espectro de RMN 13C (Fig 15; pag. 118) e os sinais em 3,69 (d; 12
Hz, 1H) e 4,00 (d, 12 Hz, 1H) (Fig 16 pag. 120) que acoplam entre si (Fig. 17; pag.
121), podem ser atribuidos a um grupo CH2 carbindlico presente na molécula. O

sinal de CH3 em 14,2 ppm é atribuido ao grupo metila terminal da cadeia do acido

alifatico saturado que constitui o éster revelado acima.

Os demais sinais em campo relativamente baixo: 4.50 (t, 8 Hz, 1H) e 5,32
(sl) estdao coerentes com as frequéncias de um préton carbinélico ligado ao
carbono 3 do terpeno sustentando um grupo éster e a um proton olefinico do C-12
da unidade terpénica.

O sinal de frequéncia do carbono carbindlico, em 80,5 ppm é compativel
com carbono do sistema que permite o efeito B de desprotecdo do grupo metila no

C-4. Isto justifica a localizacdo do grupo éster no C-3.
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O espectro (2D) de 1Hx1H-COSY de WPE VII-3-4 (Fig 17; pag. 121) mostra
0 acoplamento dos prétons (H-28; citado acima e do protons H-3 (4,50 ppm) com
0s prétons metilénicos H-2 (1,60; m) ; do H-12 (5,32 ; sl) com H-11 (1,80 ; m) e do
H-2' (2,28; t; O=CCH22') com H-3' (1,64 ; m), (Tabela 8, pag. 95).

A comparacgdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos de WPE VII-3-4
com triperpenos da literatural2. (Mod-1, Mod-2 e Mod-3) (Tabela 9, pag. 96),
confirma as atribuicdes da unidade terpénica na estrutura 5 para esta substancia.
Os demais valores [0C (6H):173.7, 34.8 (2.28); 25,15 (1,70-1.80); 29.5 (1.24, m);
14.20 (0.90, t)] sdo compativeis com a unidade proveniente do acido (Mod 4)13.

O espectro 2D (Hx13C-COSY, 1JcH) (Fig. 18, pag. 122), mostra sinais
gue confirmam as atribuicbes dos carbonos e o0s respectivos prétons assinalados

na Tabela 9, pag. 96.

Mod.1: R1= H; R2= M

Mod.2: RL=R2=R3=H

Mod.3 Rl1=Rr=R3=Ac



80

dC:dH

141(183) 330(128) 14 1B(n1)

22,8(1,28) o)k(\/{
297(1, 28m) 172 9

340 (2,32)

Mod 4

2.4.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE WPE-5

O espectro de RMN1 H (Fig. 19, pag. 123) possui sinais simples em 0.65 e
0.98 ppm e sinais multiplos entre 0.67 e 0.94 ppm que sdo compativeis com as
frequéncias de absorgdo de grupos metilas de um esterdide.

O sinal em 3.52 ppm (m) corresponde a frequéncia de absorcdo do proton
carbindlico e os sinais de protons 4.90 - 5.20 (2 x dd, 2H) e 5.35 [(sl), 1 H] sé@o de
duas ligacdes duplas no esterbéide. Estes dados e as frequéncias dos CH
olefinicos (121.7, 129.2 e 138.3) revelados no espectro de RMN13C PND e DEPT
(Figs. 20; pag. 124 e 21, pag. 125) e o 36C do CH carbindlico (71.8 ppm) séo
compativeis com a estrutura do estigmasterol. A integracdo dos sinais em 5.35
(1.02) e 4.90-5.20 (1.90) dos prétons H-6 (1H) e H-22, 23 (2H) permitem sugerir a
presenca apenas do estigmasterol em WPE-5. A tabela 10, pag. 97, faz
comparacéo dos dados de RMN 1H e 13 C de WPE -5 com dados da literatural4.

O espectro de I.V. (Fig. 22, pag. 126) possui bandas de absor¢do em 3.420
cm-1, referente a estiramento do grupo hidroxila, 2900 - 2700 cm-1 que estdo de

acordo com estiramento de CH, 1355 e 1450 cm-1 compativeis com estiramento
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de CH2 e 1050 cm-1 referente a absorcdo de alcool secundario, confirmando as

principais absorcdes do esterdéide.

2.4.5 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE WPE' - 2

O espectro de RMN1H (Fig 23, pag. 127) possui sinal em 4,25 ppm (t)

referente a prétons carbinélicos do éster, em 2,27 pp (m) referente a CH2 alifatico,

ligado a grupo carbonila, o sinal em 1.23 ppm §l) corresponde a frequéncia de
absorcdo de (CH2)nh e os sinais em 0.83 e 0.88 ppm (S) representam as
frequéncias de grupos metilas. Esses dados permitem propor a estrutura de WPE'
- 2; como um éster alifatico saturado.

O espectro de I.V. (Fig. 23a, pag. 128) possui banda de absor¢cdo em 2.920-

2.854 cm-1 referente ao estiramento de CH, 1.736 cm-1 estiramento de carbonila

de éster, 1.472 cml deformacdo angular de CH, CH2, CH3, 1.380 cm-1

deformacdo angular de CH3 (metila) e 1.216 cml referente a frequéncia de

estiramento de C-O.

Estes dados confirmam a proposta anterior de um éster alifatico saturado.



O

M\ow

7

2.4.6 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE WPE-1
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O espectro de RMN1H (Fig 24, pag. 129) possui um sinal multiplo em 0.77

ppm referente a sinais de metilas alifatica normal, sinal intenso em 1.23 ppm (sl)

correspondente a frequéncia de CHp da cadeia. Considerando-se os valores de

integracdo dos sinais 1.23, 5.33 e 2.05 ppm, pode-se propor uma mistura de

hidrocarbonetos alifaticos saturados e um alceno responsavel pelas absor¢cdes em

5.33 (t, 2H olefinicos) e 2.01 (m, 4H alilicos).

O espectro de RMN13C (Fig 25, pag. 130) possui sinais compativeis com a

presenca do alceno de cadeia normal proposto acima. A estrutura 8 mostra as

atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos carbonos do principal componente

na mistura.

077 201 533

/[

2.4.7 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE WPE-XIV

A fragdo WPE-XIV foi insolavel nos solventes comuns usados para registrar

0S espectros para identificagdo dos componentes. Por isso foi preparado o
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derivado acetilado através do tratamento com anidrido acético e piridina (1:1) e
obteve-se o produto WPE-XIV-AC.

O espectro de RMN1H (Fig 26, pag. 131) possui dois sinais simples em
0.67 e 1.03 ppm e outros sinais multiplos entre 0.69 e 0.99 ppm que dao ao
espectro uma feicdo compativel com as de esterbides, os sinais em 3.48(m) e
5.37(d) séo, respectivamente, referentes as frequéncias de absorcdo do préton
carbindlico ligado ao carbono 3 (6C:80.1) e olefinico ligado ao carbono 6
(6C:122.2), os sinais de protons 4.95-5.20 (2 x dd, 2H) sdo de uma ligacdo dupla
na cadeia alifatica do esterdide, os sinais em 4.59 (d, 9.4Hz, 1H), 4.95 (t, 9.4 Hz; 1
H), 5.20 (t, 9.4 Hz, 1H), 5.06 (t, 9.4 Hz, 1H), 3.15 (m, 1H), 4.12 (dd, 13.0 e 2.0 Hz,
1H) e 4.22 (dd, 13.0 e 4.01 Hz, 1H) correspondem as frequéncias de absorcao de
uma unidade de glicose, ligada ao esterdide, o0s sinais pertencem,
respectivamente, aos protons: H-1', H-2', H-3', H-4', H-5', H-6a' e H-6b'".

Os espectros de RMN13C PND e DEPT (Fig 27, pag. 132) possui sinais em
122.2(CH) ; 140.3 (C); 138.3 (CH) e 129.2 (CH) ppm, que sdo compativeis com as
frequéncias de absorcdo dos carbonos olefinicos do esteréide. Estes dados
comparados com valores citados na literaturalS,16€17 (Tabela 11, pag. 98),
permitem identificar WPE-XIV-AC como uma mistura de tetra-O-acetil-B-D-
glicopiranosil sitosterol (9a) e tetra-o-acetil-B-D-glicopiranosil estigmasterol (9b).

O espectro de RMN1H bidimensional 1Hx1H-COSY (Fig 28, pag. 133),
mostra sinais de interacdo dos prétons, H-3 @H: 3,50) com H-4 @H: 2.10), H-6
(3H: 5.37) com H-7a e H-7b (8H: 1.95 e 1.40), H-1'(8H: 4.59) com H-2 @H: 4.95),
H-2' com H-3' (6H: 5.20), H-3' com H-4' (6H: 5.06), H-4' com H-5' (6H: 3.15) e H-5'
com H-6a’ (6H: 4.20) e H-6b' (6H: 4.22). Estes dados confirmam a proposta acima
gue define a estrutura do produto natural como 3-f-D-glicopiranosil-sitosterol (9a)

e 3-B-D-glicopiranosil-estigmasterol (9b).



2.5 PARTE EXPERIMENTAL

2.5.1 MATERIAL E METODOS (Vide capitulo 1, topico 1.5.1)
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2.5.2 COLETA DA PLANTA

Wedelia paludosa D.C., foi coletada nas proximidades do campus da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), no més de outubro de 1990. O
éspecimem coletado foi classificado pela Professora Dra Ana Odete de Santos
Vieira do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB), UEL.

As flores foram submetidas a secagem em estufa a 600 C, convertida a po

e submetidas a extracdo com solventes organicos.

2.5.3 EXTRACAO

O po obtido das flores (332,7 g) foi submetido a extragcdo a temperatura
ambiente com etanol técnico e concentrado a presséo reduzida (Esquema 7 pag.
139). O material concentrado (extrato bruto), foi submetido a proceso de particao

com solventes.

2.5.4 - ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTITUINTES DO EXTRATO
ETANOLICO DE Wedelia paludosa D.C. (esquema 7, Pagina 139)

2.5.4.1 - O extrato em etanol (131 g) foi submetido a processo de particdo com
solventes : MeOH, H20 e éter etilico (700 ml MeOH : 90 ml H2O : 1 litro de éter
etilico).

O extrato em metanol foi submetido a uma particdo em acetato de etila e,
considerando-se que a separacdo nao foi eficiente, os solventes foram
evaporados e o residuo final foi considerado o extrato metandlico.

Os extratos em metanol e em éter etilico foram submetidos a

fracionamentos cromatografico para isolamento dos componente.
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O extrato etandlico foi estudado anteriormente e os resultados ja foram
publicados 11,

Destes extrato foram isolados lactonas sesquiterpénicas (V e VI)(pag.68)

Este capitulo da tese descreve a colaboracdo na conclusdo do estudo
guimico da planta com a andlise das fracdes obtidas do extrato de éter etilico.

O extrato etéreo foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel e

foram recolhidas 221 frac6es conforme descricdo na Tabela 12, pag 99.

2.5.5 DADOS FISICOS E ESPECTRAIS DOS CONSTITUINTES DE Wedelia

paludosa D.C..

WPE - 4 - kaurano (a4cido Kaur-16-eno-19-0ico), cristais brancos, p.f. 181 OC -
RMN1H 200 MHz, CDCI3 e RMN13C 50,3 MHz, CDClg (Tabela 2, pag. 89).

WPE VII - 2 - Kaurano (acido Kaur - 9,16 dieno-19 6ico), cristais amarelos - p.f.
1800 - 1900C. RMN1H 200 MHz, CDCl3 e RMN13C 50,3 MHz, CDCI3 (Tabela 5,
pag. 92).

WPE VII - 3-4 , 3-B-O-acil-oleano-12(13) eno-28-ol RMN1H 200 MHz, CDCI3 e

RMN13C 50,3 MHz, CDCI3 (Tabela 8, pag. 95).

WPE - 5, esteroide (estigmasterol), cristais brancos, p. f. 1750 - 1850C RMN1H
200 MHz, CDCI3 e RMN13C 50,3 MHz, CDCI3, (Tabela 10; pag. 97).

WPE'-2 : éster alifatico, 6leo amarelo RMN1H 200 MHz, CDCl3 §H : 4.03 (C-O) ;
2.29 (M, CH2 - C = 0); 1.23 (s, (CH2)n) ; 0,82 (CH3) ; 0,86 (CHg). I.V. 2.920-2.854
cm-1( C-H);1.736 cm-1( c=0); 1.472cm -1 ( CH,CHp, CH 3;1.380cm -1
(CHg); 1.216 cm -1 ( C-0)
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WPE - 1 - olefina (cadeia normal), sélido amorfo branco, p. f. 520C RMN1H 200
MHz, CDCI3 6H :0.77 (CH3) ; 0.83 (CH3) ; 1.15 (CH2)n ; 2.0 (CH2a-dupla) ; 5.33

(=CH2-CH2) RMN13C 50,3 MHz, CDCIg 8C: 2 x 13.20 (CH3) ; 27.6 (CHga-
dupla) ; 27.8 (CHp-CHg) ; 32.0 (-CHp-CHp-CH3) ; 129.9 (CH=CH).

WPE - X1V - Identificado na forma do derivado acetilado: mistura do tetra-O-acetil-
3-B-D-glicopiranosil  sitosterol, tetra-O-acetil-3-f-D-glicopiranosil estigmasterol,
s6lido amorfo oleoso. RMN1H 200 MHz, CDCI3 (Tabela 11, pag. 98.

2.5.6 - PREPARACAO DE DERIVADOS

2.5.6.1 METILACAO
Metilacdo com diazometano foi efetuada segundo o procedimento de Vogel,

A.l.; Quimica Organica, Anéalise Organica Qualitativa, vol.3, pag. 1023, 1971

2.5.6.2 ACETILACAO
Acetilacao foi efetuada pelo procedimento: 3ml de piridina, 3ml de anidrido

acético, repouso (minimo 24 horas), adicdo de agua destilada (3 x 30ml), extracdo

com CHCI3 (30ml) em funil de separacao, adicdo de HCI 5% (30 ml), extracao

com CHCI3 (3 x 30 ml) em funil de separacao, evaporagdo do solvente a presséo

reduzida.



TABELA 1 - Destocamentos quimicos (d ) dos carbonos e n°de C, CH, CH»
e CH3z da substancia WPE-4

39,6 43,7 18,4 15,5
43,7 55,0 19,0 28,9
44,1 57,0 21,8
155,7 33,0
185,0 37,7
39,6
40,6
41,2
48,9
104,0
Cs (CH)3 (CH2)10 (CH3)2

WPE-4 (K AUR-16-ENO-19-O1 CO)

88
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TABELA 2 - Dados de RMN 1D de 1H e 13C (PND e DEPT :q: 135°) e 2D de
IHx1H - cosy, 1Hx13C - cOoSsY (JcH) de WPE-4 comparados
com
valores citados na literatural?’.18,

2JCHX 13c - IHx1H-

IH x 13c - cosy - LicH cosy-nycy  COSY Literatural’,18
C dc dH 2dcH 3IcH dc dHa
4 43,7 3H-18 43,9
8 44,1 44,3
10 39,6 3H-20 39,8
16 155,7 2H-15 155,9
19 185,0 3H- 185,1
18,H-5
CH
5 57,0 1,20-0,90 3H-18 57,2
9 55,0 1,20-0,90 55,3
13 43,7 2,64(sl) H-17b  12c- 43,9 2,65
14a
CHo
1 40,6  2,01-1,80:1,01-0,70 40,8
2 190  2,01-1,80:1,50-1,30 19,2
3 37,7  2,20-2,01:1,20-0,80 3H-18  H-3 37,8
6 21,8  2,01-1,70:1,60-1,40 21,9
7 41,2 1,80-1,90:1,60-1,40 41,4
11 18,4 1,70-1,30 19,5
12 33,0 1,70-1,40 33,2
14 39,6  2,10-1,90,1,30-1,01 39,8
15 48,9 2,05(sl) H-17a 49,1
17 103,0 4,80(sl)Ha, H-15 1031 4,77
4,74(sl)Hb
CH3
18 28,9 1,24(s) 29,0 1,25
20 155 0,85(s) 15,6 0,97

a0s demais valores nao foram citados na literatura.

WPE-4(KAUR-16-EN O-19-OI CO)
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TABELA 3 - Dados RMN 1H {1H} - NOE DS de WPE-4 (Fig. 7, A,B.C,D e E)

1H {1H} - NOE DS

IRRADIADO NOE
H dH H dH %
17a 4,80 13 2,64 9
17b 4,74 26
17b 4,74 17a/H-15 4,80/2,05 25/5
13 2,64 17a 4,80 6
15 2,05 17b 4,74 3
18 1,24 3ax 1,90 7
20 0,85 15 2,05 7

WPE-4 (ACIDO KAUR- 16-ENO-19-OICO)



TABELA 4 - Deslocamentos quimicos (d) dos carbonos e n°de C, CH, CH»

e CH3 da substancia WPE-VII-2.

C CH CHo CH3
185,0 114,8 105,5 28,3
156,0 57,0 49,0 23,8
138,0 43,8 41,2
44,2 41,0
43,9 39,6
38,8 37,7
33,1
21,8
19,0
C (CH)3 (CH2)9 (CH3)2

ACIDO KAUR-9,16-DIENO-19-OICO

91
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TABELA 5 - Dados de RMN 1D de 1H e 13C (PND e DEPTQq :135) e 2D
(IHx1H-cosY, 1Hx13c-cosyY, NicH) de WPE-VII-2.

1Hx13C-cosy-1icH IHx13C-cosy-NJcH  1Hx1H-cosy
C dcC dH 2JCH 3JcH
4 43,9 H-18
8 442 H-20
9 138,0
10 38,8 H-20
16 156,0 H-14,12b
19 185,0 H-5,H-18
CH
5 57,0 1,01
11 114,8 5,25 12a,12b
13 43,8 2,75 12a
CH»o
1 41,0 1,90 H-20
2 19.0 1,5(m)
3 37,7
1,95(m)
6 21,8
1,80(m)
7 41,2
1,90(m)
12 33,1 2,90/1,97
14 39,6 1,10
15 49,0 2,1/2,6
17 105,5 4,79/4,90 17a,17b
CH3
18 28,3 1,25
20 23,8 1,03

ACIDO KAUR-9,16-DIENO-19-OICO
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TABELA 6 - Dados de RMN 13C de WPE-VII-2, comparado com valores
citados na

literaturalO
C WPE-VII-2 Mod-1 Mod-2
1 40,7 38,0 38,2
2 19,0 31,1 18,4
3 37,7 69,0 29,2
4 43,9 39,0 43,4
5 57,0 50,2 44 9
6 21,8 38,7 20,2
7 41,2 77,2 40,8
8 44,2 38,1 43,4
9 138,0 145,8 159,9
10 38,8 39,8 39,0
11 114,8 115,6 116,1
12 33,1 33,0 80,2
13 43,8 35,5 46,4
14 39,6 38,0 47 .4
15 49,0 68,2 447
16 156,0 64,3 153,3
17 105,5 24,7 108,0
18 28,3 21,1 23,3
19 185,0 30,5 178,5
20 23,8 18,2 15,7
1' 64,1
2' 28,3

ACIDO KAUR-9,16-DIENO-19-OICO Mod 1 Mod 2



94

TABELA - 7 Deslocamentos quimicos (d ) dos carbonos e n°de C, CH, CH»
e CHgzda substancia WPEVII -3-4

C CH CH> CHg3

173,8 122,7 70,5 33,1
173,7 80,5 46,2 28,0
143,6 55,2 38,2 25,9
415 47,5 34,8 23,5
39,7 42,4 34,5 16,7
37,7 33,9 16,7
36,8 32,4 15,5
31,0 31,9 14,2

30,9

29,7(n)

29,5

29,3

29,3

29,2

27,2

25,6

25,2

23,5

22,7

22,3

18,2

Co (CH)5 (CH2)20 (CH3)g

3-B-O-ACIL-OLEANO-12(13)-ENO-28-OL



TABELA 8 - Dados de RMN 13C da substancia WPEVII-3-4,
comparados com valores citados na literatura21l

C WPE 3-4 Mo -1 Mo -2 Mo -3
4 37,7 41,8 38,8 37,7
8 39,7 39,8 39,9 39,7
10 36,8 36,9 36,9 36,8
13 143,6 144,2 142,8 141,8
14 41,5 41,8 43,7 43,4
17 35,8 36,9 40,0 40,0
20 31,0 31,0 30,8 30,7
CH
3 80,2 76,7 78,9 80,8
5 55,2 49,8 55,3 55,2
9 47,5 47,6 46,8 46,7
12 112,7 122,3 122.,6 123,6
18 42,4 42,4 44,7 43,2
CH»
1 38,2 38,3 38,8 38,3
2 22,7 26,0 26,9 23,5
6 18,2 18,5 18,4 18,1
7 32,4 32,4 32,6 32,6
11 23,5 23,6 23,6 23,5
15 25,6 25,6 35,8 31,7
16 22,3 22,0 67,7 68,7
19 46,2 46,5 46,7 46,2
21 34,5 34,1 33,6 33,7
22 30,9 31,0 26,2 23,5
23 72,0
28 70,5 69,7 71,1 66,4
CHsj
23 28,1 28,1 28,0
24 16,7 11,4 15,6 16,7
25 15,5 15,9 15,6 15,6
26 16,7 16,8 16,7 16,8
27 25,9 26,8 26,9 26,9
29 33,1 33,2 33,2 32,9
30 23,5 23,6 23,9 23,5

[e]
oy Mod.LRY=H;R?= \%\)\

Mod.2:R1=R2=R3=H

o8

Mod.3 R1=R2=R3= Ac

g

3-8-O-ACIL-OLEANO-12(13)-ENO-28-OL
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TABELA 9 - Dados de RMN 1H (200Hz) e 13C (50,3Hz) da substancia WPE-
VII-3-4 em CDCl3 e TMS como referéncia interna.

C dH H d HLJcH) Mult. 1Hx1H-cosY
4 37,7
8 39,7
10 36,8
13 1436
14 41,5
17 35,8
20 31,0
CH
3 80,2 3 4,48 7 H-2
5 55,2 5
9 4755 9
12 1227 12 5,19 Sl H-11
18 42,4 18
CH»
1 38,2 1
2 22,7 2 H-3
6 18,2 6
7 32,4 7
11 23,5 11 1,60 m H-2
15 25,6 15
16 22.3 16
19 46.3 19
21 34.5 21
22 30,7 22
28 70,5 28a 4,00 d H-28
70,5 28b 3,69 d H-28
CH3
23 28,0 23 0,84 S
24 16,7 24
25 15,5 25
26 16,7 26
27 26,1 27 0,86 S
29 33,1 29 0,93 S
30 23,5 30

* Os valores da unidade do acido, estdo citados no texto e nafiguraa.

3-B-O-ACIL-OLEANO-12(13)-EN O-28-OL



TABELA 10 - Dados de RMN 13C e 1H das substancia WPE-5, comparados

com valores citados literatura 12

LITERATURAS WPE 5

Mult. C dcC dH dcC dH
CHo 1 37,3 37,3
CHo 2 31,6 31,7

CH 3 71,7 3,50 (m) 71,8
CHo 4 42,2 71,8

C 5 140,7 138,3

CH 6 121,6 5,35 (M) 121,7 5,35
CHo 7 31,9 31,9

CH 8 31,9 31,9

CH 9 50,2 51.2

C 10 36,5 36,2
CHo 11 21,1 22,2
CHo 12 39,8 42,3

C 13 42,3 42,3

CH 14 56,8 56,9
CHo 15 24,3 24,4
CHo 16 28,3 29,2

CH 17 56,1 5,60 55,9
CH3 18 11,8 0,72 12,1 0,65
CH3 19 19,4 0,98 19,4 0,94
CH 20 36,3 40,3
CH3 21 18,8 0,94-0,85 16,6 0,91-0,67
CH 22 33,9 129,3 5,01 ()
CH 23 26,4 129,3

CH 24 46,1 50,1

CH 25 28,9 29,2
CH3 26 19,1 0,94-0,85 19,0 0,91-0,67
CH3 27 19,6 0,94-0,85 21,1 0,91-0,67
CHo 28 23,1 21,1
CH3 29 12,3 0,94-0,85 12,3 0,91-0,67

ESTIGMASTEROL
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TABELA 11 - Deslocamentos quimicos dos prétons (200 MHz) e 13C (50,3

MHz) dos

constituintes de WPE-XIV-AC (1 e 2) comparados com valores citados na

literatura 6,7,22,23

98

C (PND e DEPT)

d H (Mult. JCH N° H)

dC (Lit)6,7,22,23

C 1(Mod 1 e 3) 2 (Mod 2) Mod16:7.22 Mod26.7 Mod323
1 37,2 37,2 37,9
2 29,4 39,4 31,5
3 80.1 3,50(m) 80.1 71.4
4 38,8 2,10 38,9 38,2
5 140,3 140,3 44,9
6 1122 28,2 5,37(m) 122, 28.9
7 31,9 19,5 e 1,40(m) 31,8 32,1
8 31,8 31,9 35,5
9 50,1 50,1 54,4
10 36,6 36,7 35,5
11 21,0 21,0 21,4
12 39,0 39,6 39,7 39,6 40,1
13 42,2 42,2 42,3 42,2 42,6
14 56,7 56,8 56,7 56,8 56,7
15 24,3 24,3 24,3 24,4 24,2
16 28,2 28,9 28,2 28,9 28,3
17 56,0 55,8 56,0 55,9 56,4
18 11.8 11.9 0,69(s)/0,69(s) 11.8 12.0 12.1
19 19,3 19,3 0,99(s)/1,08(s) 19,4 19,4 12,3
20 36,1 40,5 36,1 40,5 35,8
21 18,9 21,2 0,93-0,78 18,8 21,2 18,7
22 33,8 138,3 5,01 - 5,20(m) 33,9 138,1 36,3
23 25,4 129,2 5,01 - 5,20(m) 26,0 129,1 23,4
24 45,7 51,2 45,8 51,2 39,5
25 29,1 31,8 29,1 31,9 28,0
26 19,5 21,2 0,93-0,78 19,8 21,2 22,6
27 18,9 0,93-0,78 19,0 22,8
28 23,0 25,4 231 25,4
29 11,9 12,2 0,86 12,0 12,3
1 99,6 4,59(d; 9,4; 1H) 99,7
> 71,3 4,95(t; 9,4; 1H) 71,5
3 72,8 5,2(t; 9,4; 1H) 72,9
4' 68,4 5,06(t; 9,4; 1H) 68,5
5 71,6 3,15(m; 1H) 71,7
6' 62,0 4,12; dd; 13,0; 62,1

2,0/4,22(13,0; 4,0)

0OC=0 170,4 - 169,0 170,7 - 169,3
CHj 21,2 - 20,6 2,07 - 2,00 20,8 - 20,6

TETRA-O-ACETL-f3D-GLICOPRANOSL SITOSTEROL (22,23 dikdro)
TETRA-O-ACE TL-B-D-GLICOP RANOSL ESTIGMASTEROL (A22:23)



TABELA 12- Estudo das fracdes obtidas do fracionamento cromatografico
do extrato éter etilico das flores de Wedelia paludosa D.C..

Fracdes Solvente (%)

1-10 hexano (100%)
11-51 hexano / CHCl2 (95:5)
52-79 hexano / CHClp (85:15)
80-113 hexano / CHaClp (75:25)

114-117 hexano / CHCI2 (70:30
118-150 hexano / CHCl2 (50:50)
151-157 hexano / CH2Cl2 (20:80)
158-174 CH2CI2 (100%)
175-188 CH2ClI2 / acetato (90:10)2
189-192 CH2CI2 / acetato (80:20
193-196 CH2CI2 / acetato (50:50)
197-202 acetato de etila (100%)
203-213 acetato / MeOH (90:10)
214-218 acetato / MeOH (80:20)
219-221 MeOH (100%)

a gcetato=acetato de etila
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ESQUEMA 1 - Interpretagdo dos prind pais picos registrados no espectro de massas de WP

CH3
—»
COH

M+ 302 M * 287 (50)

M+ 213 (42)
M+ 259 (70)
HLO +
(@]
M* 241 (45)
QE? “L
O=C- OH
Mt 259

M+ 187 (27)



— >

] Q: 5}/27*' o

135

COH M+ 302(100)

M+ 167 (12) Mt 121 (41)
COzH Q\E _Z Q\E
M*131 (80
M * 135 (30) M*133 (27) ( )

OH +@\/= /_ @Z

Mt 149 (25) M* 121 (40)
Q Q?Z ., @ -
M 120 (20) M* 119 (47) l

M+ 91 (78

M *°148 (25)
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ESQUEMA 2 - Proposta bi ogenéti ca para formacdo deWPE-4 e WPE-V |

WPE-4 = WPE-VII2b

l (©)

"CoH

WPE-VIl2a
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ESQUEMA 3 - Proposta bi ogenéti ca para formagéo de WPE-V I 1-3-4

W WPE-VI-3-4
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ESQUEMA 4 - Proposta bi ogenéti ca para f ormagdo de WPE-5

VIDE ESQUEMA 2, CAPITULO 1

ESQUEMA 5 - Proposta bi ogenéti ca para formagéo de WPE' -2

O

oI eon o
- > M\/\]\O/\é/)/n\

. WPE'-2
HMH/\

ESQUEMA 6 - Proposta bi ogenéti ca para f ormagdo de WPE-1

(@] (@] (@] (@]
WJ\ e e . WUUKS@A

(ESQ. 2, CAP. 1) l NADPH
(H)
o OH OH O
W&oA <0 W\)\)kscm
NADPH
(H
> o
/\%W\Qm — /\@M
n n
0 NADPH
I
HeQ:C:C (H)
W
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ESQUEMA 7 - Processamento paraobtencio do Extrato Eter Etilico das flores de
Wedelia paludosa D.C.

Materia seco e moido

(832.79g 0)
Maceracdo em
Etanol (41)
Residuo Extr. Etandlico
(131.0g WPE)
Particao com solvente
MeOH/H,0 (70/9)
+ Eter
Fase MeOH/H ,0 Fase Eter Etilico

|

(Lactonas seqqui terpénicas)

WPE-1 WPE-2 WPE-2 WPE-VII-2 WPE-VII-34 WPE-4 WPE-5 WPE-XIV -Ac
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CONCLUSAO

Além das substancias ja encontradas nesta espécie, através de trabalhos
desenvolvidos anteriormente, foram encontrados kauranos (acido kaur 16(17)
eno-19-6ico e acido kaur 9(11), 16(17) dieno-19-6ico), triterpeno (3-p-O-acil-
oleano- 12(13) eno-28-ol) e esterdides glicosilados (3-B-D-glicopiranosil,sitosterol
e 3-B-D-glicopiranosil estigmasterol). O uso de técnicas modernas 1D e 2D de
RMN, permitiu definir as frequéncias de absorcéo dos 1H e 13C dos diterpenos

isolados.
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