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RESUMO

Mascagnia pubiflora (Malphighiaceae), conhecida popularmente como cip0 prata e
Riedeliella graciliflora (Fabaceae), conhecida como falsa ciganinha, sdo plantas toxicas
para 0 gado e muito comuns em Mato Grosso do Sul. No presente trabalho foram
realizados o estudo fitoquimico dos extratos etanodlicos destas plantas, testes de toxicidade
em Artemia salina (TAS) e em coelhos e o bioensaio de atividade inseticida em
Spodoptera frugiperda. O estudo fitoquimico dos ramos e folhas de Mascagnia pubiflora
conduziu ao isolamento de dois compostos glicosilados derivados da epicatequina inéditos
na familia e no género, e um flavonol, a quercetina-3-O-rutinosidio, inédita no género. O
extrato etandlico dessa espécie testado no TAS e em coelhos ndo apresentou toxicidade,
porém apresentou atividade inseticida para Spodoptera frugiperda. O estudo fitoquimico
de Riedeliella graciliflora conduziu ao isolamento de cinco substancias: fitol, ficaprenol 12
e P-sitosterol, inéditas no género, e (+)—epicatequina e quercetina-3-O-rutinosidio. O
extrato etandlico dessa espécie testado no TAS e sobre Spodoptera frugiperda néo

apresentou atividade, porém apresentou atividade toxica em coelhos.



ABSTRACT

Mascagnia pubiflora (Malphighiaceae), popularly known as “cipd prata”, and
Riedeliella graciliflora (Fabaceae), known as “falsa ciganinha”, are plants which are toxic
for the cattle and are very common in the State of Mato Grosso do Sul. The present
research included the phytochemical study of crude extracts of these plants, toxicity tests in
Artemia saline (TAS) and in rabbits and the bioassay of insecticide activity in Spodoptera
frugiperda. The phytochemical study of the branches and leaves of Mascagnia pubiflora
led to the isolation of two unknown catechins glucosides and one flavonol, the quercetin-3-
O-ruthinoside. The crude extract of this species tested in TAS and in rabbits did not present
any activity, however it presented a significant insecticide activity in Spodoptera
frugiperda. The phytochemical study of the Riedeliella graciliflora led to the isolation of
five substances, the phytol, phycaprenol, B-sitosterol, (+)—epicatechin and quercetin-3-O-
ruthinoside. The crude extract of this species tested in TAS and on Spodoptera frugiperda

did not present activity, however it did present toxic activity in rabbits.
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1. INTRODUCAO

Denomina-se planta toxica todo vegetal que ingerido pelo organismo do homem ou
de animais seja capaz de ocasionar danos que refletem na vitalidade desses seres
[OLIVEIRA, 1989].

Plantas toxicas podem ser encontradas em diversas regides do planeta e o indice de
toxicidade depende de fatores como parte ingerida (semente, polen, folha, raiz), clima ou
solo. Em geral, as substancias produzidas pelas plantas tdxicas atuam no mecanismo de
defesa contra predadores, mas podem causar morte de animais e humanos [OLIVEIRA,
1989]. Um exemplo é a espécie Corynocarpus laevigata (Corynocarpaceae), cujo néctar
mostrou ser toxico para abelhas adultas e as col6nias de abelhas Apis mellifera, quando
alimentadas com néctar de Camellia thea (Theaceae) apresentaram mortalidade da cria
[CINTRA, 2005]. Por outro lado alguns insetos descobriram maneiras de se alimentar de
plantas tdxicas sem ocorrer intoxicacdo, como por exemplo: secando o latex antes de
ingeri-lo; neste caso, o principio ativo tdxico é transformado em compostos inativos. Ha
casos de insetos que desenvolveram mecanismos para sobrepujar esta defesa podendo até
utiliza-los em beneficio préprio atraveés do armazenamento de tais substancias em partes de
seu corpo, tornando-se tdxico para seus predadores [REIS, 2001].

A toxidez das plantas pode ser util no controle bioldgico de pragas, com a
conseqiiente reducdo do uso de inseticida pode contribuir na preservacdo do meio
ambiente. Por exemplo, estudos realizados por HEBLING [1994] mostraram que as folhas
de Sesamum indicum (Pedaliaceae) extinguiram os sauveiros de laboratorio da espécie Atta
sexdens rubropilosa.

Acidentes com plantas toxicas envolvendo adultos e criangas sdao comuns;
anualmente nos Estados Unidos causam a morte de cerca de 100 mil pessoas, segundo
dados da Food and Drug Administration (FDA). No Brasil, levantamentos da Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) déao conta da ocorréncia de 2 mil casos de envenenamento por
plantas toxicas por ano [KALUNGA, 2006]. Além dos danos a satide humana as plantas
toxicas causam a intoxicacdo de rebanhos em diversos paises, gerando prejuizos a
economia.

No Brasil, 0 numero de plantas conhecidas como tdxicas para ruminantes aumenta
constantemente. Atualmente sdo descritas pelo menos 88 espécies toxicas, pertencentes a

50 géneros distribuidos em familias. No Uruguai sdo conhecidas 31 especies toxicas



pertencentes a 26 géneros. Apesar do grande nimero de espécies toxicas, as identificadas
como causadoras de perdas econdmicas importantes sdo relativamente poucas. No Rio
Grande do Sul, espécies de Senecio spp (Fabaceae) foram responsaveis por 50,7% de todas
as mortes causadas por plantas no periodo de 1978 a 1998 (Laboratorio Regional de
Diagnostico da Universidade Federal de Pelotas). Palicourea marcgravii (Rubiaceae), que
contém &cido fluoroacético, € uma das plantas toxicas mais importantes do Brasil,
causando perdas severas em guase todo o Pais [RIET-CORREA, 2005].

Entre outras plantas toxicas para o gado pode-se destacar: a Ateleia glazioviana
(Fabaceae) que causa abortos em ruminantes e que provoca fibrose cardiaca em bovinos é
encontrada em Santa Catarina e no Noroeste do Rio Grande do Sul. Pteridium aquilinum
(Polypodiaceae), que causa uma sindrome pancitopénica aguda, hematdria enzodtica e
tumores do trato digestivo superior, € uma das plantas toxicas mais importantes do Brasil.
A invasdo desta samambaia (P. aquilinum) afeta profundamente o ecossistema local e
coloca em risco a economia da atividade agropecuéria. Em Santa Catarina os carcinomas
do trato digestivo superior sdo as principais causas de morte em bovinos adultos [CRUZ,
2004].

Algumas plantas causam "morte subita"”, tais como Mascagnia rigida, encontrada
na regido Nordeste, Arrabidaea bilabiata (Rubiaceae) e A. japurensis, na regido Norte.
Essas plantas sdo responsaveis por, aproximadamente, 60% de todas as perdas causadas
por plantas téxicas no Pais [RIET-CORREA, 2005].

Perdas econdmicas importantes sdo causadas em bovinos e ovinos por Brachiaria
decumbens (Gramineas) e outras espécies de Brachiaria que causam fotossensibilizacao,
principalmente nas regides Sudeste e Centro-Oeste. Nos Estados do Rio de Janeiro e do
Espirito Santo, a planta téxica mais importante € Cestrum laevigatum (Solanaceae) [RIET-
CORREA, 2001]. No Rio Grande do Sul e Santa Catarina, estima-se que a mortalidade
anual de bovinos por intoxicacdo por plantas € de 5% para um rebanho de 160 milhGes de
cabeca [HARAGUCHI, 2003].

Os rebanhos do Pantanal e toda a regido Centro-Oeste registram uma perda
consideravel decorrente da intoxicacéo por plantas toxicas. Calcula-se que 12% das mortes
de bovinos sdo causadas por sementes, folhas ou raizes de plantas que possuem grande
quantidade de substancias quimicas nocivas ao gado [AFONSO, 2001]. Entretanto, 0s
dados disponiveis ndo revelam com exatidao os prejuizos econdmicos causados por plantas

toxicas. Varios fatores contribuem para a incerteza dos dados, entre eles destacam-se, a



grande &rea territorial do pais, a mé informacao sobre mortes causadas por plantas toxicas,
pois 0s sintomas sdo muito parecidos com o0s provocados por picadas de cobras e
principalmente porque os sintomas das intoxicagdes cronicas sdo confundidos com outras
enfermidades [HARAGUCHI, 2003].

A relevancia do estudo de plantas toxicas € indiscutivel, pois elas sdo responsaveis
por perdas econdmicas em um dos setores que mais produzem neste pais, 0 agropecuario.
O estudo fitoquimico destas espécies proporcionard o conhecimento da composicao
quimica destas plantas e podera direcionar uma maneira de tratar os animais intoxicados ou
até mesmo desenvolver medicamentos que poderdo impedir a acdo tdxica da planta quando

ingerida.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho se constitui na primeira etapa de um programa de investigacao
de plantas tdxicas que ocorrem em Mato Grosso do Sul.

O objetivo geral deste é realizar o estudo quimico e bioldgico da parte aérea das
espéecies Mascagnia pubiflora (A. Juss.) Griseb. Malpighiaceae e Riedeliella gracilifolia
Harms Fabaceae, abrangendo:

1) O isolamento e a identificacdo e/ou elucidagdo estrutural dos metabdlitos
secundarios acumulados pelas plantas;

2) Testes biologicos de toxicidade para coelhos;

3) Testes bioldgicos de inseticida para Spodoptera frugiperda (lagarta do milho) de
extratos, fracdes e substancias puras;

4) Testes biologicos de citotoxicidade contra Artemia salina de extratos, fracfes e

substancias puras.



3. PLANTAS TOXICAS PARA O GADO EM MATO GROSSO DO SUL

O estado de Mato Grosso do Sul apresenta o maior rebanho bovino de corte do
Brasil ocupando as areas de Cerrado e Pantanal [EMBRAPA, 1995].

Nas areas de pastagens (Cerrado e Pantanal) encontram-se as forrageiras nativas e
as naturalizadas, estas apresentam baixa capacidade de suporte e qualidade muito variavel
com a estacdo do ano. Porém, esses biomas possuem uma flora rica e muitas espécies sao
pastadas sendo algumas téxicas [AFONSO, 2001].

Planta tdxica para o gado ndo é s6 a que mata, mas também a que provoca
perturbacdes diretas ou indiretas na salde do animal, as vezes pouco percebidas, como o
aborto. Algumas causam sinais que podem ser confundidos com picada de cobra, raiva ou
outra doenga [AFONSO, 2001].

A maioria das plantas tdxicas ndo é palatavel aos bovinos, contudo no periodo de
seca que compreende 0s meses de Junho a Setembro, ha escassez de pastagens para o gado.
Nesse periodo, devido a alta adaptabilidade das plantas nativas de cerrado, ha uma rebrota
normal destas, destacando-se na pastagem por sua aparéncia verde e vigorosa e atraindo a
atencdo dos animais sem alimento. Outros fatores que levam o gado a ingerir essas plantas
sdo: superlotacdo, queimada, mudanca de pastagem, viagens e deficiéncia de minerais
[ANDRADE, 1968].

A variedade de plantas e de principios tdxicos, muitos ainda desconhecidos,
dificulta prescrever o tratamento e ndo havendo antidotos, aplica-se glicose, extratos
hepaticos, purgantes oleosos e repouso. De modo geral, recomenda-se a retirada dos
animais, de forma lenta, e manté-los a sombra [TOKARNIA, 2000].

Na tabela abaixo (Tabela 1) estdo relacionadas algumas plantas que causam
intoxicacdo ao gado, identificadas pelos nomes populares e cientificos e alguns sinais

clinicos de intoxicagéo.



Tabela 1 — Principais plantas toxicas encontradas em Mato Grosso do Sul.

Nome comum e onde ocorre

Nome Cientifico

Sinais clinicos de intoxicagéo

Algodéo-bravo
(Pantanal, brejos)

Ipomoea carnea subsp.
Fistulosa

Intoxicacdo lenta; emagrecimento, lassidao, pélo aspero; andar desequilibrado.

Barbatimé&o Stryphnodendron Baba, lagrima; ramen lento; fezes fétidas com sangue e muco; desequilibrio; emagrecimento; célica,
(Pantanal, Cerrados) obovatum gemidos, ranger de dentes; queda de pélos, pele solta e necrosada; fotossensibilizacdo; aborto.
Batatarana Ipomoea asarifolia Tremor, balango da cabeca, desequilibrio; apetite bom. Pode haver recuperagao.

(Pantanal)

Braquiaria-d“agua ou "Tanner
grass"

Brachiaria subquadripara
B. radicans)

Urina escuro-avermelhada e freqiiente; diarréia, fraqueza, desequilibrio; mucosas palidas. Pode haver
recuperagéo.

Caruru-de-espinho (geral)

Amaranthus spinosus

Diarréia escura fétida, edema no pescogo; emagrecimento; dificuldade de andar; pode soltar o casco.

Cipo-prata (Pantanal e serras)

Mascagnia spp.

Morte subita: se correr, a rés cai morta, de ataque do coragéo.

Coerana (baixadas e grotas)

Cestrum laevigatum

Morte em um ou dois dias; rimen péra; fezes secas, as vezes com sangue e muco; tremor, desequilibrio;
inquietacdo; célica, gemidos, ranger.

Cutdbea (Pantanal e brejos)

Coutobea ramosa

Andar lerdo; célica, inquietacdo, rimen lento; pele fria, aceleracdo do coracao e da respiragdo; agonia e
morte.

Espichadeira (Pantanal)

Solanum glaucophyllum

Intoxicacdo lenta. Calcifica pulmdes, veias e tenddes (rigidez das pernas); apoio na ponta do casco
("espichado"), dificuldade de andar, emagrecimento, morte por fome. Ataca mais vaca nova.

Falsa-ciganinha, rideliela
(cerrados)

Riedeliella graciliflora

Morte em horas: baba, olhos retraidos, diarréia e descoordenacéo; queda de lado, com agonia e hemorragia
pelos orificios.

Fava-de-anta, faveira
(Pantanal, cerrados)

Dimorphandra mollis

Distarbios intestinais, fezes com muco e sangue; pélo arrepiado, timpanismo, célica; coragdo fraco,
emagrecimento, tremor; geme, até a morte. Favas causam aborto.

Fedegoso (geral)

Senna occidentalis

Diarréia, fraqueza, tremor e desequilibrio; arrasta os cascos traseiros; no final, mais diarréia, e morte.

Guizo, guizo-de-cascavel,
xiguexique (geral)

Crotalaria micans e
outras espécies

Ataca o figado; contracGes e perturbagdo digestivas, desequilibrio; excitacdo ou depressao; dificilmente se
recupera.

Louco (Pantanal, serras)

Plumbago scandens

Morte em horas: boca cinza-escura, urina escuro-avermelhada; rimen para, empacha; célica, balango da
cabeca, deita/levanta, gemidos; focinho seco e extremidades frias.

Mamona, mamoneira (geral)

Ricinus communis

Folhas: desequilibrio, tremor; arroto e baba; dificuldade de andar longe e procura deitar. Sementes:
fragueza, tristeza e diarréia de sangue.

Maria-mole (sudeste)

Senecio brasiliensis

Ataca o figado; sem apetite, rimen péara, emagrecimento, sangue nas fezes, com ou sem diarréia; acelera
coracao e respiracdo; contragdo, inquietacdo, andar em circulos.

Vernonia (Pantanal)

Vernonia rubricaulis

Morte em 24 horas: ataca o figado; focinho seco, gemidos, tremor da cabega, contracédo e desequilibrio;
deita com pescogo virado; berros.

Vern6nia (campos do sul)

Vernonia molissima

Morte em 24 h: ataca o figado; perda de apetite, constipagao, tremores, respiracdo dificil.

Ximbuva, timbatva, tamboril
(geral)

Enterolobium
contortisiliquum

Morte em horas: diarréia amarelada fétida; olhos retraidos; pedalagem. Poucas favas ja provocam aborto.

Laranjinha ou lim&ozinho (sul
e sudeste)

Polygala klotzschii

Morte em um dia; forte desequilibrio; batidas da cabeca no solo; respiracéo dificil; diarréia liquida.

* Fonte: [AFONSO, 2001]



Muitas das plantas relacionadas na (Tabela 1) sdo encontradas em outras regides do
pais. Um exemplo é o da Senna occidentalis (Leg. Caesalpinoideae), conhecida
popularmente como “fedegoso”. No Rio Grande do Sul, Estado que conta com uma
populacédo bovina de 13 milhdes de cabecas, 5% desta morre anualmente, isto equivale a
650.000 animais por ano. Destes, 10% a 14% morrem devido a intoxicagdes por plantas,
sendo a sua maioria decorrente de intoxicacao por fedegoso, o que corresponde de 64 mil a
90 mil cabecas/ano. Outras espécies de Senna também sdo toxicas para o gado. Os
principios ativos toxicos destas plantas sdo os alcaldides pirrolizidinicos, 0s quais
provocam uma lesdo irreversivel e progressiva no figado daqueles que a consomem
[BARROS, 1999].

No estado de Mato Grosso do Sul ha ocorréncia de Senna sp. (Tabela 1), mas este
ndo é o género responsavel pelo maior nimero de intoxicacdo em bovinos. Registra-se uma
maior ocorréncia de intoxicacdo por Mascagnia pubiflora reponsavel por causar a morte
stbita dos animais. Outra espécie de larga ocorréncia no estado € a Riedeliella graciliflora,
que causa salivacdo abundante, diarréia e incoordenacdo motora. A morte sobrevém em
poucas horas, caracterizando-se uma intoxicacéo aguda, dificultando o diagndstico correto
e muitas vezes ndo registrado como intoxicacdo por planta [AFONSO, 2001]. Estas
espécies sdo responsaveis por um grande prejuizo na pecuaria na regido do Pantanal, e a
falta de informacdo sobre as plantas tdxicas desta regido é uma preocupacdo para 0S

criadores de gado.

3.1. Malpighiaceae e as principais espécies toxicas para o gado em Mato Grosso do
Sul

A familia Malpighiaceae possui cerca de 63 géneros que abrange em média
800 especies pantropicais. No Brasil ocorrem 32 géneros, cerca de 300 espécies
distribuidas nas diversas regides. E representada por lianas, arbustos, subarbustos
ou, raramente, arvores. Uma das caracteristicas desta familia esta nas folhas, sdo
pilosas com indumento de pélos malpiguiaceo. Células com cristais de oxalato de
calcio, sob a forma de cristais isolados, geminados ou em drusas. A forma de
cristalizagdo tem importancia sistematica [BARROSO, 1991].

As espécies de Malpighiaceae sdo pouco investigadas quanto a composi¢éo



quimica, apenas alguns géneros apresentam trabalhos fitoquimicos descritos na
literatura, sendo que somente as espécies dos géneros Byrsonima e Mascagnia sao

classificadas como tdxicas para o gado em Mato Grosso do Sul [POTT, 2006].

3.1.1. Género Mascagnia

3.1.1.1. Mascagnia rigida

A espécie M. rigida apresenta um Unico trabalho com estudo fitoquimico descrito
na literatura [NASCIMENTO, 1995]. Esse estudo resultou no isolamento de duas nafto-y-
pironas oriundas do extrato metandlico das folhas que foi toxico para coelhos (Figura 1).
Naftoquinonas e seus derivados sdo amplamente investigados quanto a seus efeitos
terapéuticos, mas muitas dessas substancias sdo toxicas para humanos e animais. Essas
substancias sdo agentes hemoliticos provocando necrose de células epiteliais tubulares
[KITAGAWA, 2004; TROESTER, 2002].

HO OH
HO® HO
HO 0 0
HO

OH OH O
ustilaginoidin A-8,8--diglucoside

Figura 1 — Nafto-y-pironas isoladas de M. rigida.

No levantamento realizado por SILVA [2006] sobre a intoxicacdo por plantas
toxica em ruminantes e equinos, M. rigida foi uma das plantas mencionadas pelos

criadores da regido, vinte e cinco entrevistados conheciam a intoxicagdo em bovinos, sendo



que 2 a relataram em jumentos. Um relatou que em agosto, periodo do inicio da estiagem,
de 500 bovinos que foram colocados em uma é&rea alta de serra, 75 adoeceram, destes
morreram 60 e 15 se recuperaram. Foi tentado arrancar a planta pela raiz com 10
trabalhadores, por 2 meses seguidos, mas quando choveu brotou em quantidade
aparentemente superior a existente anteriormente. Outro relatou que de 150 bovinos que no
periodo de estiagem estavam sendo retirados de uma serra, 3 cairam e morreram em
aproximadamente 20 minutos. Um entrevistado relatou que de 100 bovinos que estavam
sendo transportados, 2 cairam, mas se recuperaram espontaneamente, apos terem sido

deixados no caminho.

3.1.1.2. Mascagnia pubiflora (cip6-prata, tingui, corona) (Figura 2)

M. pubiflora é encontrada na regido Centro-Oeste, nos estados de Sdo Paulo e
Minas Gerais (margens do rio Parand), é conhecida como cip6-prata e corona na regidao do
Pantanal. As espécies toxicas que ocorrem no Brasil sdo semi-arbustivas, com ramos em
forma de lianas (cip6). Em condi¢fes naturais esta espécie causa intoxicacdo em bovinos.
Ha&, porém, grande variacdo da toxidez das folhas de acordo com a época do ano. Em
agosto/setembro, na época da seca, com a planta em brotacdo, floracdo e frutificacdo a
dose letal das folhas frescas é de 5 g/kg [TOKARNIA, 1973].

A pecuaria do Estado de Sdo Paulo [DIAS, 1977] e de Mato Grosso do Sul tem
sofrido grandes prejuizos por causa desta toxicidade, o gado alimenta-se das folhas novas
onde o indice de toxidez é maior, provocando anualmente um nimero bastante elevado de
intoxicacdo e morte de bovinos. Segundo Tokarnia [2000] as espécies toxicas para 0 gado
sdo M. elegans, M. pubiflora e M. aff. Rigida. Os sintomas séo: perturbacdo do sistema
nervoso, tremores e convulsoes.

A autdpsia tem mostrado congestdo hepética, ocasionalmente hemorragias nos
pulmdes figado e intestino e as saponinas séo citadas como uma das classes de substancias
toxicas de M. pubiflora. Estudo destes compostos tem interesse econdmico por causa do

seu sabor doce e pelo fato de serem ocasionalmente toxicas ao gado [DIAS, 1977].



Fotos: POTT, A.; et. al. Plantas daninhas de pastagem na
regido de Cerrado. Embrapa, 2006, p. 259.

3.1.2. Género Byrsonima

3.1.2.1. Byrsonima spp.

Das Byrsonima spp. que foram estudadas quanto a sua composicdo quimica,
nenhuma é considerada téxica para o gado em Mato Grosso do Sul.

A espécie B. crassa é utilizada na medicina popular para o tratamento de Ulceras
gastricas. Desta espécie foram isolados derivados do flavonol quercetina, o biflavonol
amentoflavova (Figura 3), (-) epicatequina, (+)—epicatequina e o galato de metila. As
substancias isoladas e os extratos organicos obtidos de B. crassa apresentaram atividade
antitlcera, mas os ensaios para detectar atividade mutagénica e/ou genotdxica foram
inclonclusivos [SANNOMIYA, 2004].
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OH O

1.R = a-ara - Quercetina-3-O-arabinosidio
2.R =B-gal - Quercetina-3-O-galactosidio

OH O
3. amenoflavona

Figura 3 — Substancias isoladas de B. crassa.

As outras duas espécies estudadas foram B. microphylla e B. crassifolia. Destas
espécies ndo foram realizados ensaios para verificar atividade toxica. De B. microphylla
foram isolados, além das substancias apresentadas na figura 4, triterpenos como o acido
oleandlico e lupenona, quercetina e galato de metila [ROCHA, 2006; AGUIAR, 2005].

n=14

CHy0

RO

HsCO OH
CH,0 o} 3
CH,0
HO

LR =R,=H
2.R; =0COCHg; R, =H 0o 0
3.R, = OCOCHj; R, = OCOCH;3

Figura 4 — Substancias isoladas de B. microphylla.

A espécie B. crassifolia apresenta dois trabalhos descritos na literatura e ndo ha
registro quanto a estudos toxicologicos. A singularidade desses trabalhos concentra-se nas
substancias isoladas (Figura 5) que ndo foram descritas nos trabalhos anteriores
[RASTRELLI, 1997].
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1- Ry=SNaO3; R,=CO(CH,);,CH;
2-R =SNaO ;R =CO(CH ) CHCH(CH ) CH
3-R =OH;R =CO(CH ) CH

4R =OH;R =CO(CH ) CHCH(CH ) CH

OH &

8.R=galoil K@ 9.R=galoil K@

Figura 5 — Substancias isoladas de B. crassifolia.

3.1.3. Género Tetrapterys

O levantamento bibliografico revelou que ndo ha nenhum estudo fitoquimico com
espécies pertencentes ao género Tetrapterys. HA muitos relatos, principalmente na area da
medicina veterinaria, com a espécie T. multiglandulosa. Esta espécie causa insuficiéncia
cardiaca em ruminantes [RIET-CORREA, 2005; CARVALHO, 2006]. No Brasil, sdo
conhecidas trés plantas tdxicas para bovinos que causam fibrose cardiaca e abortos: Ateleia
glazioviana, Tetrapterys acutifolia e T. multiglandulosa. As intoxicagdes por essas plantas
sdo semelhantes, caracterizando-se por manifestacfes clinicas relacionadas ao sistema
cardiovascular ("morte subita" e insuficiéncia cardiaca) [TOKARNIA, 2000; GAVA e
BARROS, 2001] e abortos [TOKARNIA, 1989; STOLF, 1994].

3.1.3.1. Tetrapterys multiglandulosa (Cipé-vermelho, cipd-ferro)
T. multiglandulosa (Figura 6) é uma das principais plantas toxicas para o gado de
larga ocorréncia em Mato Grosso do Sul. CARVALHO [2006] descreve dois surtos da

intoxicacdo espontéanea por T. multiglandulosa em bovinos e a reproducdo experimental da
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toxicose em ovinos. Em 2004 e 2005 ocorreram surtos em bovinos de Mato Grosso do Sul,
de uma doenca caracterizada por insuficiéncia cardiaca congestiva, abortos e nascimento
de bezerros fracos. Os dois surtos espontaneos ocorreram na mesma fazenda localizada no
municipio de Bataipord — MS. O primeiro surto ocorreu entre julho e outubro de 2004 e
envolveu uma populagdo bovina de 290 vacas prenhes introduzidas em um pasto de 60
hectares, onde havia uma &rea de reserva legal altamente infestada por T. multiglandulosa.
Destas, 230 vacas (79,3%) abortaram, pariram natimortos ou bezerros fracos que morreram
alguns dias ap6s o nascimento. Adicionalmente, sete vacas adultas que haviam abortado ou
parido natimortos, morreram posteriormente. O segundo surto ocorreu entre setembro e
outubro de 2005 em 285 novilhas de 2 anos de idade que tinham sido introduzidas no
mesmo local. Morreram 9 novilhas com quadro de insuficiéncia cardiaca,
aproximadamente 30-40 dias apos terem sido introduzidas na invernada. Os casos clinicos
destes surtos continuaram ocorrendo, mesmo dois meses apos a retirada dos bovinos do
local. Os animais consistentemente apresentavam variados graus de edema subcutaneo nas
porcdes ventrais do corpo, acentuada letargia, caracterizada por uma espécie de sonoléncia
e fraqueza. Os bovinos afetados relutavam em se mover e acabavam assumindo queda
frontal com o queixo apoiado ao solo. O diagndstico da intoxicac¢do por T. multiglandulosa
nos bovinos deste estudo foi baseado na epidemiologia, no quadro clinico, nos achados de
necropsia e histopatologia e no estudo experimental em dois ovinos alimentados com as

folhas secas dessa espécie.
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Fotos: gs ; £t al. Plantas’
daninha$ de'pastagem na regiée de

Cerrado.ErﬁE#gapa, 2006, p.'259.

Figura 6 — Detalhes dos galhos (A), sementes (B) e folhas (C) de T. multiglandulosa.

3.1.4. Outras espécies de Malpighiaceae

Os trabalhos que descreveram a investigacdo quimica das demais espécies de
Malpighiaceae estudadas (Malpighia puncifolia, M. corngera, Heteropterys umbellata,
Hiptage madablota) relataram a ocorréncia das classes de substancias anteriormente
mencionadas. A maioria das substancias fenolicas pertencia a classe dos flavonoides ou
eram derivados da rota C6-C3. A excecdo foi Banisteriopsis argente, sendo que a classe

metabolita abundante era alcaldide do tipo indol (Figura 7).

OCHj

Z
N

>—

H,CO NE N

Harmina (+)-5-metoxitetraidroarmana

zZ

H3CO N

N-metiltetraidroarmana

N,N-dimetiltriptamina

(+)-Tetraidroarmina

Figura 7 — Substancias isoladas de B. argente.
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A investigacdo quimica das espécies pertencentes a Malpighiaceae revelou uma
variedade de classes metabdlicas, sendo que as substancias fendlicas foram as mais
abundantes. Entre as classes de metabdlitos secundarios identificados nesta familia, os
derivados de naftoquinonas sdo as Unicas substancias com dados toxicoldgicos, [DIAS,
1977].

3.2 Fabaceae e as principais espécies toxicas para o gado em Mato Grosso do Sul

A familia Fabaceae esta representada por aproximadamente 482 géneros e 12.000
espécies de ampla distribuicdo [BARROSO, 1991]. Nessa familia sdo encontradas centenas
de espécies com utilidades medicinais, comestiveis, fornecedoras de madeiras, 6leos,
corantes, fibras, forragens, etc. Como comestiveis estdo todos os legumes, a maioria
constituida por plantas cultivadas. Entre elas podemos destacar: Phaseolus spp (feijao);
Pisum sativum (ervilha); Lens esculenta (lentilha); Medicago sativa (alfava); Arachis
hypogaea (amendoim) e a Glycine max (soja).

Os géneros Crotalaria e Dolicho sdo usados na recuperacdo de solos empobrecidos,
sdo plantadas e depois enterradas no solo (adubo verde) a fim de melhorar o contetdo em
compostos nitrogenados essenciais para outras culturas. Na inddstria, os géneros
Indigofera sdo usados na fabricacdo do anil e o Astragalus fornece a goma-arabica. Alguns
exemplares desta familia sdo importantes no fornecimento de madeira destacando
Machaerium spp (jacaranda). A espécie que fornece fibra é a Crotalaria juncea. Algumas
espécies sdo cultivadas pelas flores, como, por exemplo, Lethyrus (ervilha de cheiro),
Spartium (giesta). Muitas espécies sdo usadas na medicina popular, dentre elas podemos
relacionar a Boudichia nitida (sucupira), a Dipteryx odorata (cumaru), a Abrus precatorius
(jequiriti). [JOLY, 1985]. As espécies Indigofera suffruticosa e diversas espécies de
Crotalaria séo tdxicas para animais (bovinos, equinos, suinos, aves e caprinos) [NOBRE,
2004; SILVA, 2006].

3.2.1 O género Crotalaria
O género Crotalaria contém aproximadamente 600 espécies que ocorrem nas

regibes tropicais e subtropicais. As espécies deste género sdo responsaveis por um grande

namero de casos de intoxicagcdo em animais e humanos distribuidos em todas as regies
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por onde podem ocorrer. Sdo espécies que biossintetizam um grande namero de alcalbides
pirrolizidinicos responsaveis pelas toxicidades hepética e cardiopulmonar [BRUNETON,
1999].

A variedade quantitativa e qualitativa dos alcaloides pirrolizidinicos neste género
depende de cada espécie, contudo o principal principio toxico encontrado em Crotalaria
sp. é o alcaloide pirrolizidinico denominado monocrotalina (Figura 8). Esse alcaldide € um
éster macrociclico de retronicina, podendo ser detectada em todas as partes da planta
[BRUNETON, 1999].

Figura 8 — Monocrotalina.

3.2.1.1. Crotalaria retusa (gergelin-bravo, chocalho-de-cascavel) (Figura 9)

Os casos de intoxicagdo por C. retusa em bovinos, equinos, ovinos, caprinos e em
emas foi investigado por SILVA [2006]. Esta investigacdo foi realizada em campo e 0s
dados coletados foram basicamente por relato dos criadores desses animais.

Um dos entrevistados relatou que dos 10 equinos do seu rebanho 6 apresentaram
intoxicacdo e das 10 emas 3 foram encontradas mortas. Nos equinos a duracdo do quadro
clinico foi de aproximadamente 90 dias, sem responder a qualquer tratamento. A
intoxicacdo ocorreu no periodo de estiagem em um baixio com aproximadamente 50% da
area ocupada pela planta. Nas emas foram encontradas sementes da planta no inglavio.

De 2003 a 2004 oito casos de intoxicagdo de por C. retusa foram observados em 8
fazendas na regido semi-arida da Paraiba e do Ceara. Os principais sinais clinicos foram
caracterizados por encefalopatia hepatica, com apatia ou hiperexcitabilidade, andar

compulsivo ou em circulo e, ocasionalmente galope descontrolado e violento, decréscimo
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nos reflexos dos nervos craniais, fraqueza, anorexia, perda peso, fotossensibilizacdo e
ictericia. Os dados séo referentes a epidemiologia e sinais clinicos que foram colhidos
junto aos proprietarios dos animais, médicos veterinarios e observados em visitas as
propriedades afetadas pelos problemas. A evolugcdo da doenca variou de 4 a 40 dias
levando & 6bito todos os casos [NOBRE, 2004].

Foto: Frutos d . retusa
(www.en.wikipedi.org)

Foto: Flores de . retusa
(www.producegreen.org.hk)

Figura 9 — Flores e frutos de C. retusa (Fabaceae)

3.2.1.2. Crotalaria spectabilis (guizo-de-cascavel, chocalho, chocalho-de-

cascavel)

Desde ha muito tempo é conhecida como toxica aos animais, sendo 0s suinos
considerados 0s mais susceptiveis a esses efeitos. C. spectabilis (Figura 10) é comumente
utilizada como adubacéo verde em varios paises, inclusive no Brasil; devido a este fato,
pode ser encontrada em plantagdes como milho, soja e sorgo. Nessas circunstancias, suas
sementes podem ser inadvertidamente colhidas com essas culturas e aparecerem em ragoes
de animais. O principal principio téxico encontrado em C. spectabilis é o alcaléide
pirrolizidinico denominado monocrotalina, a qual foi isolada por Neal [1935], podendo ser
detectada em todas as partes da planta incluindo-se folhas e sementes [Johnson, 1985].
Segundo Mattocks [1986], a toxicidade dos alcaldides pirrolizidinicos resulta em danos
irreversiveis Os principais achados patologicos foram UGlceras gastricas, hemoperiténio,
atrofia e fibrose hepaticas, fibrose renal com cistos glomerulares e pneumonia proliferativa
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intersticial. Lesdes microscopicas de maior valor diagnostico foram hipertrofia de
hepatdcitos e de células epiteliais dos tubulos contorcidos renais, com cariomegalia. A
severidade dos efeitos causados pela intoxicacdo por crotalaria foi grandemente
influenciada pela idade dos suinos. Leitbes desmamados um pouco antes de receberem
ragdo contaminada foram mais severamente afetados e apresentaram taxa de mortalidade
proxima a 80%, enquanto que suinos com peso proximo a 100 kg tiveram uma mortalidade

de 8% e ndo houve morte entre as fémeas. [SOUZA, 1997].

Crotalaria spectabilis ‘ tlaria spéctabilis

wad llen Boatman

Photo by Betty Wargo » PR

Figura 10 — Folhas e flores de C. spectabilis (Fabaceae). Detalhes das flores (B).

3.2.2. O género Indigofera

O uso mais conhecido e antigo das indigoferas é na producdo de pigmento azul
(indigo blue) que pode ser extraido de Indigofera tinctoria e de cinco outras espécies. A
importancia econdémica do pigmento fez com que a planta fosse cultivada intensamente nos
paises asiaticos [http://www.embrapa.br]. Este género compreende cerca de 800 espécies
conhecidas, a maioria sdo herbaceas, anuais ou perenes, havendo espécies arbustivas e
arbOreas que ocorrem nas regides tropicais e subtropicais, principalmente na Africa. No
Brasil é encontrado com maior freqiiéncia no bioma Cerrado [SOUZA BRITO e SOUZA
BRITO, 1996].
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No Brasil, ha poucos dados que comprovem a toxicidade das espécies deste género.
Enquanto que 1. hirsuta é considerada forrageira para o gado, I. truxillensis pode ser toxica
sob certas condi¢des [LORENZI, 2000].

Na Africa, a espécie I. linnaei é responsavel pela intoxicacio de varios animais,
principalmente cavalos. Da espécie africana foi isolado o alcal6ide indospicina (Figura 11)

apontado como o principal principio ativo téxico.

NH O

NH,

Figura 11 — Indospicina.

Outras espécies de Indigofera, como a I. trictoria, foram investigadas quanto a sua
composicdo quimica, ndo sendo isolados alcaldides, sendo que as substancias fendlicas
foram as mais encontradas (Figura 12) [NARENDER, 2006].
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Figura 12 — Algumas substancias isoladas do género Indigofera.

19



3.2.2.1. Indigofera suffruticosa (anil)

Estudo experimental realizado por OLIVEIRA [2001] comprovou a suspeita de
criadores de gado de diversas areas do nordeste que incriminavam as partes aéreas de |I.
suffruticosa (Figura 13) como responsavel pela doenca caracterizada por hemoglobinuria
em bovinos. Foram experimentados seis animais e todos apresentaram sintomas de
hemoglobindria. Dois desses bovinos ndo apresentaram manifestacfes adicionais, um
terceiro animal evidenciou manifestacfes leves, e os trés outros, sintomas adicionais de
intensidade moderada: apatia, mucosas visiveis de coloragdo esbranquicada, pélos
arrepiados, anorexia, diminuicdo da freqliéncia e intensidade dos movimentos ruminais,
taquicardia, pulso venoso positivo e dispnéia. Antes da crise hemolitica a urina apresentava
coloracdo verde azulada. Nenhum animal experimental morreu, porém um foi sacrificado
durante a fase hemoglobinurica. Na necropsia observaram-se: anemia, bexiga contendo
urina cor de vinho tinto, rins aumentados de volume com coloragdo marrom-escura, figado
(na superficie e ao corte) de coloracdo azulada com lobulacdo perceptivel. As principais
alteracdes histologicas foram verificadas no figado, sob forma de necrose coagulativa e
tumefacdo e/ou microvacuolizagdo citoplasmética dos hepatdcitos, e no rim representadas
por acentuada nefrose, associada a grande quantidade de filtrado e/ou hemoglobina nos
espacos de Bowman dentro de tabulos e do citoplasma das células epiteliais. Ndo é uma
doenca fatal, mas o animal fica fraco, deixa de comer e acaba morrendo, pode ocasionar
aborto também. SILVA [2006] fez um levantamento de plantas toxicas para ruminantes e
eqliinos e trés entrevistados relataram a ocorréncia de hemoglobinudria em bovinos causada

por I. suffruticosa.
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Fotos: LORENZI, H. Plantas daninhas do
Brasil, p. 429.

Figura 13 — Detalhes dos galhos (A) e como encontrada na natureza (B) de 1. suffruticosa.

3.2.3. O género Riedeliella

3.2.3.1 Riedeliella graciliflora (falsa-ciganinha) (Figura 14)

Esta espécie € encontrada na regido sudeste da Ameérica do sul, cerrados, campos,
caatinga, mata ciliares e capoeira. E uma planta arbustiva chegando a 2m de altura. Ndo ha
registros seguros da ocorréncia de intoxicacdo. Um dos poucos registros foi em Jales — SP
no ano de 1975 onde houve ocorréncia de intoxicacdo e mortalidade de bovinos em regime
de pastagens, e, dentre as varias espécies de plantas presentes na area, R. graciliflora foi
identificada como a causadora da intoxicagéo.

O estudo biologico de R. graciliflora realizado com cobaias e bovinos mostrou que
estes, apds receberem o suco e o0 bagaco da planta, morreram, enquanto que 0s que
receberam apenas 0 suco apresentaram somente sintomas de intoxicagdo e recuperam o
apetite depois de alguns dias. 1sso mostra que a planta, mesmo seca, apresenta indice de
toxidez. Este estudo revelou ainda que a planta seca por mais de 10 anos ainda mantinha a
toxicidade quando administrada em cobaias [NOBRE, 1989].

O trabalho de HARAGUCHI [1992] mostrou que 10g de folhas/kg foram
suficientes para causar congestdo organica, edema e hemorragia no gado. Nesse
experimento foi observado que o efeito toxico dos frutos foi mais intenso. Estudo
histolégico de bovinos e cobaias intoxicados experimentalmente com R. graciliflora

demonstraram que a planta causa necrose dos tecidos linfaticos [RIET-CORREA, 2001].
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Estudos quimicos realizados com R. graciliflora HARAGUCHI [1992] revelaram a
presenca de rutina e procianidina Bz no extrato etnélico das folhas. Segundo KAWANO
[1996], os taninos condensados procianidina B1 e Bz e gambirina C isolados do extrato n-

BuOH apresentam atividade moluscida.

Fotos: POTT, A; et. al. Plantas daninhas de pastagem
na regido de Cerrado. Embrapa, 2006, p. 259.

Figura 14 — Detalhes dos galhos e flores (A) e sementes (B) de R. graciliflora (Fabaceae).
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4. PARTE EXPERIEMENTAL

4.1 Material

v" Solventes: solventes de grau P. A. (Merck, Vetec, Chemco, Synth).

v Gel de silica do tipo 60, particulas de 63 - 200 um e 40 — 63 um (Merck ou
Aldrich).

v Sephadex LH-20 (Pharmacia).

v" Gel de silica do tipo 60 G (5-40 um, Merck) em camadas de 0,25 mm de
espessura para cromatografia em camada delgada analitica.

v Reveladores: inspecdo a luz UV (254 nm), solugdo a 2% de sulfato cérico em
H2SO4 2N e/ou vapores de iodo.

v' Espectros de RMN 'H e *C (uni e bidimensionais) foram registrados em
espectrometro Bruker DPX-300 (300 MHz).

v" Solventes deuterados empregados foram CDCls, CD3:0D DMSO-Ds (Aldrich
ou Merck).

v Sal marinho (Marinemix).

v Ovos de Artemia salina — Maramar.
4.2 Estudo fitoquimico de Mascagnia Pubiflora (Malpighiaceae)
4.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas e os caules (parte aérea) de M. pubiflora foram coletados em agosto de
2003 no municipio de Aquidauana — MS e identificados pelo Dr. Arnildo Pott, registrada
na Embrapa Gado de Corte, Campo Grande — MS em uma exsicata, n°. 5218.

4.2.2 Obtencéo e particdo dos extratos

A parte aérea de M. pubiflora foi submetida a extracdo com etanol e subsequiente

particdo de acordo com o esquema apresentado abaixo (Figura 15).
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Parte aérea
(m=466,09)

1) Extragdo com EtOH
2) Filtracédo
3) Concentracdo sob pressdo reduzida

v

Extrato etanolico
(m=55,6 Q)

1) Adicdo MeOH/H-0 (9:1) 1000 ml
2) Particdo hexano (3 X 200 ml)

v '

Fase hexanica Fase hidroalcodlica
(m=15,49)

1) Evaporacdo do metanol
2) Particdo cloroférmio (3 X 200 ml)

’ |

Fase hidroalcodlica Fase cloroférmica
1) Particio AcOEt (3 X 400 ml) (m=429)
Fase AcOEt Fase hidroalcodlica
(m=14,59) (descartada)

Figura 15 — Fluxograma da particdo do extrato etandlico e obtencdo das fases organicas da

parte aérea de M. pubiflora.

4.2.3 Fracionamento da fase hexanica e cloroférmica

As fases hexanica e cloroférmica obtidas do fracionamento do extrato etanolico da
parte aérea de M. pubiflora apresentaram o mesmo perfil cromatografico quando
analisadas por cromatografia em camada delgada; os espectros de RMN de 'H exibiram
sinais semelhantes. As fases foram reunidas e cromatografadas em coluna de silica gel 60
(70-230 mesh, 150g) com gradiente em polaridade crescente de hexano/acetato de etila
como fase mével. Foram recolhidas 25 fracfes de 100-200 ml, analisadas por CCDA e
reunidas segundo o perfil cromatografico. Estas fragdes ndo foram investigadas pois 0s

espectros indicaram presenca preponderante de substancias de natureza graxa.

24



4.2.4 Fracionamento da fase acetato de etila (MPAC)

A investigacdo inicial das fases hexanica e cloroférmica ndo se mostrou

interessante para dar continuidade ao estudo fitoquimico. Assim deu-se inicio ao

fracionamento da fase acetato de etila como descrito abaixo (Figura 16).

F. AcOEt
(m=4,09)

\

y

Sephadex LH-20, MeOH

Sephadex LH-20 MeOH

40 fracOes
A 4
v v
Fr.10 Fr.11
(m=218mg) (m=229mg)
CC silica flash
CHCI3/MeOH (8:2)
v v
50 fracdes 30-39(36,1mgQ)

Fr.41
(25,5mg)

A\ 4

Hidrélise ¢/ HCI 2M

Subs. ndo identificada

\ 4

22-39
(55,5mg)

Subs. ndo identifiacada

1) acetilacéo

Subs. ndo identificada

|

Fr. 42-59

Sephadex LH-20 MeOH

27 fraces
110ml

\ 4

15-16
(15,2mg)

CLAE C-18
MeOH/H20 (1:1)

A\ 4

Substancia 1
(m=9,4mg)

Figura 16 — Fluxograma do fracionamento da fase AcOEt do extrato etandlico da parte

aerea de M. pubiflora.
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A anélise por cromatografia em camada delgada comparativa indicou que a fase
AcOEt era constituida por uma substancia majoritéria (substéncia 1). A analise preliminar
dos espectros de massas indicou que esta possuia alta massa molecular. Assim, foi possivel
concluir que a metodologia anteriormente empregada ndo foi adequada para o
fracionamento. Optou-se por nova metodologia para fracionamento da fase ACOEt,
utilizando inicialmente o fracionamento em coluna de silica de fase reversa C-18
(cromatografia liquida a vacuo) [HOSTETTMANN, 2003]. Pretendia-se isolar a substancia
1 e outras substancias, se possivel, de estruturas semelhantes. O restante da fase AcOEt

(10,5g) foi submetida a cromatografia em coluna de fase reversa, sendo obtidas 11 fragdes.

Tabela 2 — Fracionamento da fase acetato de etila do extrato etandlico das folhas de M.

pubiflora.
Codigo Eluente Massa (mg)
MPAC-1 H>O 108,5
MPAC -2 H,O / MeOH (97/3) 643,9
MPAC -3 H,O / MeOH (95/5) 27,8
MPAC -4 H,O / MeOH (90/10) 25,6
MPAC -5 H,O / MeOH (80/20) 94,0
MPAC - 6A H,O / MeOH (60/40) 667,4
MPAC - 6B H,O / MeOH (60/40) 434,9
MPAC -7 H,O / MeOH (20/80) 4457
MPAC -8 H,O / MeOH (10/90) 375,8
MPAC -9 H,O / MeOH (5/95) 283,4
MPAC -10 MeOH 154,1
Total 3261,1

4.2.5 Fracionamento da fracdo MPAC-6A
A fracdo MPAC-6A (667,4 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH - 20 (3/150 cm) empacotada com acetato de etila/metanol (6:4), obtendo-se

250 fracGes de 10 ml cada, reunidas de acordo com os perfis apresentados em CCDA,
reduzindo o seu numero para 22 (Figura 17, Tabela 3).

Figura 17 — Cromatograma das fragdes MPAC-6A — 59-89 (CHClz/MeOH/H20 80:20:02).
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Tabela 3 — Massa das fragdes reunidas de MPAC-6A.

Fracdo  Fracdes reunidas Massa (mg) Fracdo  Fracles reunidas Massa (mg)
1 1-9 109,3 12 7576 61,4
2 10 -12 55,4 13 77 -84 74,8
3 13-14 24,4 14 85— 89 64,2
4 15-20 103,2 15 90 — 100 58,6
5 21-31 52,1 16 101 -114 64,8
6 32-40 84,6 17 115-120 51,5
7 41-50 56,4 18 121-139 12,8
8 51 — 57 92,8 19 140 -160 78,0
9 58 — 59 64,1 20 161 -170 51,0
10 60 — 62 82,7 21 171-179 64,5
11 6374 145,0 22 180 -250 66,5

* Fragdes submetidas a analise via CLAE modo analitico.

4.2.6 Fracionamento da fragdo MPAC-6A-16

A fracdo MPAC-6A-16 apresentou um perfil cromatografico simples e foi

submetida a CLAE que resultou na obtencéo da substancia 3 (Figura 18).
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Figura 18 — Cromatograma semi-preparativo da fragdo MPAC-6A-16 [Coluna
Phenomenex, C-18, 21,6X250mm Luna, 5u, CH3CN/H20 (15:85). A=254nm, f = 14

ml/min].
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4.2.7 Fracionamento das fragdes MPAC-6A-11, 12, 13,17 e 18

As fracbes, MPAC-12, 13, 17 e 18 foram submetidas a analise por CLAE modo
analitico; apenas as fracfes 11, 12 e 13 apresentaram perfil cromatografico que viabilizava

a purificacdo no modo semi-preparativo (Figuras 19 e 20).

254

5369

Walts

s T s 20 )
Minutes |

Figura 19 — Cromatograma semi-preparativo da fragdo MPAC-6A-12 [Coluna
Phenomenex, C-18, 21,6X250mm Luna, 5u, CH3CN/H20 (30:70). A=254nm, f = 14

ml/min].
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Figura 20 — Cromatograma semi-pretarativo da fracdo MPAC-6A-13 [Coluna
Phenomenex, C-18, 21,6X250mm Luna, 5u, CH3CN/H20 (30:70). A=254nm, f = 14

ml/min].
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Apos a separacdo destas fragbes por CLAE semi-preparativo ndo foi possivel
identificar nenhuma das substancias, porque todas degradaram.

4.2.8 Novo estudo fitoquimico do extrato etandlico de M. pubiflora

Os dados obtidos da anélise dos espectros de RMN de 3C e 'H e espectro de
massas da substancia 1 indicaram uma possivel presenca de um atomo de nitrogénio. De
acordo com os dados da literatura, substancias da classe dos alcaloides ja foram isoladas
em Malpighiaceae [DIAS, 1997]. O primeiro procedimento para averiguar a presenca desta
classe de substancias no extrato etandlico de M. pubiflora foi por CCDA utilizando o
reagente de Dragendorff. Esta primeira investigacdo apresentou um resultado positivo para
alcaldides, confirmada pela presenca de manchas alaranjadas na cromatografia em placa.

Uma nova coleta foi realizada em agosto de 2006 com a finalidade de confirmar a
presenca de alcalGides nesta espécie. As folhas e caule (2,8 kg) recém coletados foram
triturados em liquidificador industrial, extraido em etanol por trés vezes. O extrato
etanolico ap6s concentrado em pressdo reduzida a uma temperatura controlada de 30°C foi

submetido a uma extracgdo alcaloidica.

4.2.8.1. Extracao alcaloidica

O extrato etanolico seco (120g) foi suspenso em uma solucdo de acido acético 10%
(400 ml) e acetato de etila (50 ml). Esse sistema foi mantido sob agitacdo intensa por duas
horas e transferido para um funil de separagdo, mantido em repouso até completa
separacdo das fases. A fase de acetato de etila foi retirada e a fase aquosa alcalinizada a pH
8 com NH4OH concentrado, sendo submetida & extracdo com acetato de etila (2X200 ml).
A fase em acetato de etila foi entdo lavada com 100 ml de &gua para remover quaisquer
residuos de sal. Apos evaporacdo do solvente organico sob pressdo reduzida a fase
alcaloidica resultou em uma fragdo com 270 mg [GARCEZ, 1991].

A fase alcaloidica foi inicialmente fracionada em coluna de silica de fase reversa
(tipo filtrante) sendo coletadas 5 fracOes (Tabela 4). A fracdo 3, denominada MPA-3,
quando comparada ao padrdo (substancia 1) por CCDA apresentou 0 mesmo fator de

retencéo (Rf).
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Tabela 4 — Massas das fragdes obtidas do fracionamento da fase alcaloidica (MPA).

Fracdo Massa (mg) Condicao

1 35,4 H.O

2 21,8 MeOH/H,0 (8:2)
3 90,0 MeOH/H,0 (6:4)
4 58,2 MeOH/H,0 (4:6)
5 54,6 MeOH

A fragdo MPA-3 foi fracionada de acordo com o esquema abaixo (Figuras 21 e 22)
sendo obtidas as substancias 1 e 2. As demais fracbes, embora tenham apresentado
resultado positivo no teste com Dragendorff (Figura 23), ndo foram estudadas porque a
analise por CCDA evidenciou que estas fracbes eram constituidas por mistura complexa
além de pouca massa, tornando a separacéo e purificacdo pouco provavel.

Fase Alcaloidica
(270mg)

Fase reversa-C18
Gradiente polaridade (Tabela 4)

A
5 fracdes

A
MPA -3
(90,0mgq)

CLAE C-18
MeOH/H:0 (8:2)

A 4

1 2
(32mg) (10mg)

Figura 21 — Fluxograma do fracionamento da fase alcaloidica de M. pubiflora.
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Figura 22 — Cromatograma analitico da fracdo RDAC-3-5 [Coluna Phenomenex, C-18,

4,6X250mm Luna, 5u, CH3CN/H20 (20:80). A=254nm, f = 0,7 ml/min].
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Figura 23 — Cromatofolhas das frac6es alcaloidicas (MPA) [CHCIs/MeOH 9:1].
4.3 Estudo fitoquimico de Riedeliella graciliflora (Fabaceae)
4.3.1 Coleta e identificagdo do material vegetal
As folhas de R. graciliflora foram coletadas em setembro de 2005 no municipio de

Agquidauana — MS e identificadas pelo Dr. Arnildo Pott, registradas na Embrapa de Gado
de Corte, Campo Grande — MS em uma exsicata, n°. 5936.
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4.3.2 Obtencéo e particdo dos extratos

As folhas de R. graciliflora foram secas e moidas (466g), sendo em seguida
submetidas a extracdo com etanol. Inicialmente o extrato etanolico, apds concentrado e
solubilizado em MeOH/H>0 (9:1), foi particionado com solventes de polaridade crescente
originando as fases hexanica, acetato de etila e hidroalcodlica. A fase hexanica foi
selecionada para dar inicio ao estudo fitoquimico de R. graciliflora, sendo que os
procedimentos adotados para a separacdo e purificacdo ndo resultaram no isolamento e
identificacdo de nenhuma substancia. A fase hexanica obtida no procedimento descrito
anteriormente apresentou um residuo insoltvel que concentrava 70% da massa desta fase
além de uma grande porcentagem de ceras. Apesar de todas as dificuldades apresentadas,
as CCDA revelaram a presenca de substancias apolares de interesse. Deste modo uma nova
metodologia de particdo do extrato etandlico foi empregada tendo como objetivo principal
obter uma fase hexanica rica nos metabdlitos de interesse e sem o residuo insolUvel e ceras.
Na literatura um procedimento muito empregado para a eliminacao de ceras € o tratamento
do extrato com acetonitrila [HOSTETTMANN, 2003]. O extrato etandlico de
R.graciliflora foi inicialmente suspenso em acetonitrila e aquecido a ebulicdo por 2h. O
material ceroso formado apos o resfriamento péde ser separado por decantacdo. O extrato
foi entdo submetido a particdo com hexano dando origem a uma fase em acetonitrila e

outra fase hexanica (Figura 24) que foi fracionada.

Extrato EtOH
(m=109)

1) CHsCN 2hag.

2) Resfriamento 5°C, 24h

3) Filtragdo

4) Particdo c/ hexano 3 x 200 ml

A 4

Fase Hexanica Fase CH3CN
(m=1,369) (m=5,51q)

Figura 24 — Nova particdo do extrato etanolico de R. graciliflora com acetonitrila.
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4.3.3. Fracionamento da fase hexanica de R. graciliflora

O material presente na fase hexanica de R. graciliflora (1,36g) foi submetido
inicialmente a uma cromatografia em coluna (Coluna A — 6 X 7 cm), utilizando-se 112g de
silica gel (230 — 400 mesh). O sistema foi eluido com hexano, hexano/acetato de etila e
acetato de etila. Foram coletada nove fragdes de aproximadamente 370 ml (3 X volume

morto da coluna) e feita analise por CCDA das fra¢des obtidas (Tabela 5).

Tabela 5 — Fracionamento da fase hexanica do extrato etanolico das folhas de R.

glaciliflora.
Fracéo Massa (mg) Eluente
RDH-A1 3,4 Hexano
RDH-A 2 49 Hexano
RDH-A 3 286 Hexano
RDH-A 4 143,1 Hexano
RDH-A 5 55,7 Hexano/AcOEt (98:2)
RDH-A 6 3,3 Hexano/AcOEt (95:5)
RDH-A 7 32,2 Hexano/AcOEt (9:1)
RDH-A 8 118,1 Hexano/AcOEt (8:2)
RDH-A 9 341,6 ACcOEt

4.3.4. Fracionamento da fracdo RDH-A 3

Anélise em CCDA das fracdes acima revelou que as substancias de interesse
estavam concentradas na fracdo 3. Esta fracdo (RDH-A3, 286 mg) foi inicialmente
submetida a fracionamento cromatografico (Figura 25) sendo obtidas as substancias 4, 5 e
6. As demais fracdes ndo foram trabalhadas por apresentarem um perfil cromatografico
que evidenciava uma mistura complexa. Além disso, estas fragdes ndo indicavam a

ocorréncia de substancias de classes diferentes daquelas ja isoladas.
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Fase Hexanica

m=1,3

( 9 Coluna A
CC Silica
Gradiente de polaridade (Tabela 5)

9 fragdes

v

R;;';A_s Coluna B

(286mg) CC Silica
Condicao Hex/CH,CI, 6:4
Coletadas :21 fracOes

4 5 6
(24,9mg) (6,3mg) (5,4mg)

Figura 25 — Fracionamento de RDH-A3, originadas da fase hexanica do extrato etandlico

das folhas de R. graciliflora.

4.3.5. Estudo fitoquimico do extrato etandlico de R. graciliflora

A fase acetonitrila (5,51g) (Figura 24) ndo possuia massa adequada para dar
continuidade ao estudo de R. graciliflora. A experiéncia em bancada do trabalho
fitoquimico com esta espécie revelou que quando os extratos ou fases foram particionados,
0Ss mesmos eram constituidos por um residuo insolivel que quando seco possuia
caracteristica de polimero e correspondia a mais de 50 % em massa. Justificando, deste
modo, a necessidade de uma nova coleta para dar continuidade a investigacdo quimica
desta espécie.

As folhas de R. graciliflora (513, 43g) foram coletadas em agosto de 2006 no
municipio de Aquidauna-MS. As folhas in natura foram moidas e extraidas com etanol em
liquidificador industrial. Este processo tentava evitar a decomposicdo de material e a
formacdo do residuo. ApoOs obter o extrato etanolico concentrado, este foi submetido a
mesma metodologia ja descrita anteriormente (Figura 24). A fase acetonitrila apos
concentragédo sob presséo reduzida foi suspensa em MeOH/H20 (9:1) e particionada com
AcOEt obtendo-se 11,27g da fase em acetato de etila e 10,2 da fase hidroalcodlica. A fase
acetato de etila (6,5g) foi inicialmente fracionada em coluna de silica de fase reversa C-18

obtendo-se cinco fragdes (Tabela 6).
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Tabela 6 — Fracionamento da fase acetato de etila do extrato etandlico das folhas de R.

graciliflora.
Cadigo Massa (mg) Eluente
RDAC -1 629,1 H.O
RDAC -2 615,5 MeOH/H0 (20/80)
RDAC -3 1207,0 MeOH/H,0 (40/60)
RDAC -4 279,0 MeOH/H,0 (60/40)
RDAC -5 1000,0 MeOH

4.3.6. Fracionamento da fracdo RDAC-3

A fracdo RDAC-3 foi fracionada em coluna de Sephadex LH-20 utilizando como
eluente MeOH/ACOEt (4:6, d = 3cm; h = 150cm). A CCDA das fragbes obtidas deste

fracionamento revelou que esta coluna ndo foi eficiente na separacdo e purificacdo das

substancias.

4.3.7. Fracionamento da fragdo RDAC-1

A fracdo RDAC - 1 (629,1 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de

Sephadex LH -20 (3/150 cm) empacotada com metanol. Obtendo-se 98 fragdes de 10 ml
cada. Apds analise em CCDA usando como eluente (CHCIs/MeOH/H.0 80:18:2 + 0,05%
CHsCOOH) as fracGes que apresentaram perfis cromatograficos semelhantes foram

reunidas, reduzindo o namero de frac6es para 33 (Tabela 7).

Tabela 7 — FracGes reunidas e massas das fragdes oriundas da RDAC-1.

Fracéo Fragdes Massa Fracéo Fracdes Massa Fracéo Fracdes Massa
reunidas (mg) reunidas (mg) reunidas (mg)
1 1-24 55,2 12 52 23,9 23 73 16,9
2 25-28 69,1 13 53 - 58 22,3 24 74 13,5
3 29 -30 34,4 14 59 - 60 29,5 25 75 18,5
4 31-33 29,7 15 61 10,5 26 76 14,3
5 34 19,5 16 62 13,5 27 77-81 15,5
6 35 3,1 17 63 18,6 28 82 - 86 31,4
7 36 3,6 18 64 - 65 16,8 29 87 -88 27,6
8 37-39 31,2 19 66 - 69 38,7 30 89 - 92 25,5
9 40 - 42 12,2 20 70 51,0 31 93 10,4
10 43 - 45 18,4 21 71 64,5 32 94 9,5
11 46 - 51 28,4 22 72 66,5 33 95 - 98 13,1
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As fraces RDAC-1-13 e RDAC-1-27, de acordo com o perfil cromatografico na
CCDA, apresentaram grau de pureza suficiente para serem analisadas por RMN. Deste

modo as substancias 7 e 8 foram obtidas.

4.4 Ensaios bioldgicos

4.4.1 Teste de toxicidade em coelhos

O teste de toxicidade in vivo pode ser realizado com varias cobaias, sendo
camundongos ou coelhos as mais comuns. Estes podem ser usados como animal
experimental de pequeno porte para estudos sobre a acdo téxica das plantas, bem como
trabalhos de isolamento e identificacdo de seus principios ativos [DOBEREINER, 1986].

Os testes de toxicidade das plantas toxicas para o gado M. pubiflora e R.

graciliflora foram realizados em coelhos.

I. Obtencéo dos animais

Foram selecionados coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus provenientes de
criatério comercial. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais com fornecimento
de &gua e racdo especifica para a espécie e avaliados clinicamente por uma semana para

garantir a inoculacdo em animais sadios.

I1. Extratos testados

Todos os extratos foram solubilizados em agua com concentracdo final 1 g/ml.
v" Etandlico das folhas desidratadas de M.pubiflora.

Etanolico das folhas verdes recém coletadas de M.pubiflora.

Fase alcaloidica das folhas verdes recém coletadas de M. pubiflora.

Etandlico das folhas desidratadas de R. graciliflora.

Fase Hexanica das folhas desidratadas de R. graciliflora.

NN

Fase hidrometandlica das folhas desidratadas de R. graciliflora.
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I11. Procedimento de inoculagdo

Antes da inoculacdo, os animais foram submetidos a restricdo alimentar por 12
horas, para reduzir o conteddo gastrintestinal. Em seguida os animais foram pesados e
sorteados para distribuicdo dos tratamentos, ou seja, um grupo controle (testemunha) e
outros grupos testes, sendo cada grupo constituido por cinco coelhos. Cada animal
submetido ao tratamento com extratos e fases recebeu uma dose Unica correspondente a
0,5% do seu peso.

Os animais durante a inoculacdo foram mantidos na posi¢cdo de deslocamento
natural da espécie, para evitar a falsa via (pulmonar). Nesse procedimento para cada
animal foi utilizado uma seringa de 5 ml, acoplada a uma borracha de garrote de 10cm de
comprimento, a qual foi mantida na lateral da mandibula, para facilitar a inoculagéo
seguido de massagem externa esofagiana para facilitar a ingestdo. Apos a aplicagcdo 0s
animais foram depositados em gaiolas individuais com fornecimento de &gua e racao.

O comportamento dos animais foi observado a cada 2 horas, para detectar sintomas

de intoxicacéo.

4.4.2 Atividade inseticida

Segundo HEBLING [1994] a toxidez das plantas pode ser util no controle bioldgico
de pragas, e com a conseqlente reducdo do uso de inseticida pode contribuir na
preservacdo do meio ambiente. Diante desta afirmacgdo alguns extratos foram selecionados
para averiguar a atividade inseticida.

I. Aspectos gerais

Neste ensaio foi utilizada a metodologia de acordo com de Roel & Vendramim
[1999].
Condicoes de laboratorio (temperatura de 26+1°C, UR de 70% e fotofase de 14
horas).
» Lagartas de Spodoptera frugiperda recém-eclodidas, provenientes de

criagdo em folhas de milhos.
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» Extrato etanolico de M. pubiflora e fase hidrometanolica de R. graciliflora
numa proporgéo de 1:1(m/m).

» Solucbes aquosas a 1% (1 grama dos extratos reunidos/100 ml de agua
destiladas).

I1. Procedimento

Para realizacdo do bioensaio, foram utilizadas folhas enxaguadas para retirada de
particulas mais grosseiras e colocadas em um recipiente com &gua para hidratacdo. Em
seguida, as folhas foram cortadas em pedagos de 28cm? (4X7cm aproximadamente) e
distribuidas sobre papel toalha para evaporacdo da agua superficial. As folhas secas foram
imersas na solucdo do extrato por aproximadamente dois segundos, sendo a seguir
mantidas em condi¢do ambiente para evaporacdo do excesso de liquido [TORRECILLAS e
VENDRAMIM, 2001; BOGORNI e VENDRAMIM, 2005].

As folhas de milho tratadas com extrato etanolico de M. pubiflora e fase
hidrometanodlica de R. graciliflora e as testemunha (tratada com agua) foram colocadas em
tubo de vidro de 2,5 cm de diametro e 8,5cm de altura, onde foi acondicionada uma lagarta
por tubo. As folhas foram substituidas diariamente por novas folhas tratadas
[TORRECILLAS e VENDRAMIM, 2001; BOGORNI e VENDRAMIM, 2005].

Os parametros avaliados foram [TORRECILLAS e VENDRAMIM, 2001]:

1. Peso de lagarta ao 10° dia de idade;

2. Duracdo e mortalidade diéria da fase larval;

3. Duracéo e mortalidade da fase pupal;

4. Peso de pupa da forma.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos,
envolvendo os extratos das espécies vegetais e testemunha, e cinco repeti¢cdes, sendo cada
uma composta por 15 lagartas totalizando 75 lagartas por tratamento. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

I11. Teste de preferéncia alimentar

Neste teste, pedagos de folhas de milho (2,0cm X 1,0cm), com 30 dias de idade,

foram tratados com os extratos dos vegetais em estudo e colocados de maneira sobreposta
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em dois quadrantes de uma placa de Petri (8cm de diametro e 2cm de altura), e dois outros
pedacos de folhas tratados com &gua foram acondicionados em dois outros quadrantes,
sobre papel de filtro umedecido com &gua destilada. Imediatamente apos, dez lagartas
recém-eclodidas foram liberadas no centro das placas, estabelecendo-se dez repeticbes por
tratamento. Foram registrados os numeros de lagartas sobre as folhas tratadas e as
testemunha apds 8 e 24 horas da liberacdo [BOTTON, 1998]. Os dados foram
transformados em Vx+1 e submetidos & analise de variancia, sendo as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05).

4.4.3 Teste de toxicidade sobre Artemia salina (TAS)

O teste de toxicidade sobre Artemia salina (TAS) é considerado um ensaio
preliminar por apresentar correlagdes com atividade antitumoral e inseticida,
principalmente [McLAUGHLIN, 1991; MICHAEL, 1986]. Caracteriza-se por ser de baixo
custo e de consideravel sensibilidade. Este teste foi realizado com extratos obtidos dos
ramos e folhas de M. pubiflora e das folhas de R. graciliflora.

I. Reagentes necessarios

» Solucdo salina (3,8 g/L, NaCl);

» Ovos de Artemia salina.
I1. Procedimento

Preparou-se uma solucdo salina (3,8 g/L) e a ela se adicionou ovos de A. salina.
Apos 48 horas os ovos eclodiram e as larvas eclodidas atingiram o estagio de nauplio. As
amostras foram preparadas nas concentragdes finais de 1000, 500, 250 e 125 pg/ml (5 ml),
todas em triplicata. A cada amostra foi adicionado 5 ml da solucdo salina contendo 10
microcrustaceos (A. salina). Ap6s 24 horas registrou-se 0 numero de sobreviventes. Os
dados obtidos foram demonstrados por DLso (dose necessaria para provocar a morte de

50% dos individuos submetidos a analise) por analise no programa Probitos.
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I11. Controles

Controle positivo: sulfato de quinidina 250, 125, 62,5e 31,25 pg/ml.

Controle negativo: solugédo salina com 0,2% de DMSO.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As substancias isoladas tiveram suas estruturas determinadas principalmente por
meétodos espectroscopicos (RMN uni e bidimensionais) e algumas com o auxilio de

métodos espectrométricos (espectrometria de massas).

5.1. Identificacéo das substancias isoladas de M. pubiflora

5.1.1. Identificacéo da substancia 1

A CCDA de fracBes do extrato etanodlico da parte aérea de Mascagnia pubiflora
mostraram a presenca de um constituinte majoritario. Esta substancia (1) foi purificada
utilizando Sephadex LH-20 e HPLC. O espectro de RMN *H de 1 (Figura 26) apresentou
um conjunto de sinais na regido de hidrogénio aromaticos, na regido de hidrogénio
carbinodlicos e, também na regido de nucleos mais protegidos (outros espectros e

ampliacOes estdo inseridos no Anexo 1).

T T T T T T T T
8 4 2 [ppm]

Figura 26 — Espectro de RMN H de 1 (400 MHz, MeOD).
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O espectro de massas (Figura 27) de 1, obtido através de ionizagéo por Eletrospray
no modo negativo mostrou o pico molecular a 1113 uma, indicando uma estrutura grande

para os padrdes de um produto natural.

MS. Profile, 5.4min #137, 1006=390
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Figura 27 — Espectro de massas de 1 (ESY- modo negativo).

O espectro de RMN de 3C de 1 (Figura 28) confirmou tratar-se de uma substancia
de estrutura complexa, podendo-se dividir o espectro em trés regides distintas: a regido de
carbonos aromaticos (ou sp?), a regido de carbonos carbindlicos e a regifo de niicleos mais

protegidos, entre 6 37 e 23 (Anexo 1).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 140 120 100 80 60 40 [ppm]

Figura 28 — Espectro de RMN *C de 1 (MeOD, 100 MHz).
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Uma caracteristica importante, observada no espectro de RMN de *C de 1 é que a
maioria dos sinais se apresentou duplicada, sugerindo a presenga de parcelas “simétricas”
na estrutura. Entre 8 99,3 e 154,0 foram listados 28 sinais, os quais foram atribuidos a
carbonos de quatro anéis aromaticos, a dois carbonos anoméricos e a outros dois carbonos
acetalicos ou hemiacetalicos ou de ligacdo dupla. Relacionando-se estes dados com os do
espectro de RMN 'H (Tabela 8) poOde-se perceber claramente que dois dos anéis
aromaticos apresentam um padrdo de substituicdo 1, 2, 4 e que, provavelmente, estes
fazem parte do setor “simétrico” da estrutura. Os valores de RMN de °C
(aproximadamente em & 144-148) sugeriram que estes anéis aromaticos possuem oxigénios

vicinais como mostra a figura abaixo:

T
P

Tabela 8 — Dados de RMN de *H 400 MHz, *C 100 MHz e HMBC (J Hz).

N d13C 81H HMBC

2 79,9 4,68 sl C1’; C2’; C6’; C3; C4

3 67,1 4,19 ¢l C10

4 29,5 2,95 (dd, 16,7; 4,0) C10; C5; C9
2,82 (dl, 16,7) C3; C2; C10; C5; C9

5 1517 -

6 105,3 -

7 154,0 -

8 105,6 -

9 150,9 -

10 99,5 -

r 132,6 -

2’ 1151 6.96 (d, 1,6) C4’; C6’; C2

3’ 1459 -

4 145,8 -

5’ 116,4 6,78 (d, 8,2) C3’; CI’;

6’ 119,3 6,75 (dd, 8,2; 1,6) C4’; C2’; C2

la 24,9 3,40 a 3,42 (1H sobreposto) C2a; Cha; C6

2a 35,6 1,19 (dd, 12,4; 2,8) C3a;
1,69 (1H sobreposto)

3a 98,9 -

4a 28,5 1,47 (3H, s) C3a; C23; Cla

5a 36,8 1,88 (dl, 13,4) C9a; Cla; C2a
1,60 (1H sobreposto)

6a 70,8 3,53m
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Continuacdo da Tabela 8.

Ta 39,7 1,66 a 1,71 (1H sobreposto)
1,47 (1H sobreposto)
8a 31,6 2,46 (2H m) C10a; Cl4a; C7a; C9a;
9a 139,4 -
10a 117,4 6,62 (d, 1,9) C12a; Cl4a; C8a;
1la 148,0 -
12a 1459 -
13a 119,0 7,00 (d, 8,3) Clla; C9a
14a 121,1 6,57 (dd, 8,3; 1,9) C10a; C123; C8a
1b 24,9 3,42m C2b; Chb; C8
2b 35,6 1,92 (dd, 12,4; 208) C3b
1,62 (1H sobreposto)
3b 98,8 -
4b 28,5 1,52 (3H, s) C3b; C2b
5b 36,8 1,53 (1H sobreposto) C9b; Clb; C2b
1,64 (1H sobreposto)
6b 70,0 3,57 (1H, m)
7b 39,7 1,66 a 1,71 (1H sobreposto)
8b 32,2 2,30 (1H m) C10b; C14b; C7b; C9b
2,57 (1H m)
9b 139,6 -
10b 117,1 6,60 (1H, d, 1,9) C12b; C14b; C8b
11b 147,8 -
12b 1447 -
13b 118,9 6,99 (1H, d, 8,3) C9b; C11b
14b 120,9 6,51(1H, dd, 8,3; 1,9) C12b; C10b; C8b
I’ 104,8/104,5 4,64/ 4,64 (d, 7,3 Hz)
2’ 74,8/74,8 3,43 m
3 78,1/78,0 3,33a23,39m
4 71,3/71,2 3,35a342m
5’ 77,5/77,4 3,43 m
6’ 62,5/62,3 3,85 m; 3,68 m

Os dados de RMN de H e *3C de 1 indicaram que para os outros dois anéis
aromaticos ha nos espectros sinais de trés CH. O padrdo observado no espectro de RMN
'H ndo permitiu definir inicialmente se tinhamos um anel tetrassubstituido e outro
pentassubstituido ou se tinhamos um anel trissubstituido e outro totalmente substituido.
Esta davida foi sanada obtendo-se um espectro de melhor qualidade e pela analise do
experimento COSY !H-'H, (Anexo 1), os quais mostraram que um dos anéis é
trissubstituido e, em consequéncia, o quarto anel e totalmente substituido. No espectro de
RMN de H de 1 (Figura 26) foi importante definir que o sinal que aparecia como singlete
largo proporcional a dois hidrogénios a 6 6,76 trata-se de um dubleto de J 8,2 Hz e de um
duplo dubleto de J 8,2 e 1,6 Hz , portanto vicinais na estrutura e um deles acoplando com

um terceiro hidrogénio em posi¢cdo meta (Anexo 1).
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Uma vez definida que a molécula possui trés anéis aromaticos trissubstituido 1, 2, 4
e um anel totalmente substituido, pode-se atribuir os dados de RMN de H e *3C, com
auxilio dos experimentos de RMN 2D, particularmente de HMQC (ou HSQC) e HMBC
(Anexo 1) conforme dados listados na Tabela 8. Os valores de RMN de *C do anel
totalmente substituido mostraram que ha trés oxigénios ligados na posicdo 1, 3, 5,
sugerindo uma origem policetidica, enquanto os outros trés anéis aromaticos tém um

padrdo tipico de serem originarios de uma via do acido chiquimico.

Dos 28 sinais observados do espectro de RMN de 13C de 1 (Figura 28), entre § 99,3
e 154,0, 24 séo atribuidos a carbonos de anéis aromaticos, dois a carbonos anoméricos e
os dois restantes (6 98,9 / 98,8) séo atribuidos a carbonos acetalicos ou hemi-acetalicos,
provavelmente localizados na parte “simétrica” da estrutura.

A analise da regido relativa a carbonos carbinélicos do espectro de RMN de 3C
(Anexo 1) permitiu visualizar claramente a presenca de duas unidades de B-D-glicose na
estrutura de 1, restando ainda quatro sinais de CH: dois aparentemente em posi¢do
“simétricas” (8 70,8/70,0) e os outros a 6 79,9 e 67,1.

O setor do espectro de RMN de 13C relativo a nicleos mais protegidos (Anexo 1)
também mostrou varios sinais duplicados, evidenciando que os carbonos correspondentes
encontram-se na parte “simétrica” da estrutura. Estes sinais sdo: 6 39,7 /39,7; 36,8/36,8;
35,6/35,6 - (CHy); 24,9/24,9 - (CH) e 28,5/28,5 - (CHz). Portanto, considerando os dados
mencionados anteriormente, cada unidade “simétrica” da estrutura de 1 possui: um anel
aromatico trissubstituido, um carbono acetalico, trés CH2, um CH e um CHs,

Os valores de RMN de 'H e 13C de 1 estfo listados na Tabela 8 e a atribuicdo dos
mesmos foi realizada através da analise de dados obtidos nos experimentos HSQC, HMBC
e COSY H-H (Anexo 1). A analise detalhada dos experimentos bidimensionais permitiu

listar as correlagcbes mostradas na Tabela 8.
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Com base nestes dados pode-se observar o sistema mostrado abaixo:

Da mesma maneira, observa-se que os hidrogénios metilénicos da estrutura parcial
acima se correlacionaram no experimento HMBC com os carbonos do anel aromatico de

origem policetidica citado anteriormente, levando ao sistema abaixo:

o

OH 0O

7o

Por outro lado, o experimento HMBC mostrou correlacdo do hidrogénio
carbindlico referente ao sinal a & 4,68 (ligado ao carbono correspondente ao sinal a & 79,9)
com os carbonos do anel aromdtico da parte ndo “simétrica” da estrutura, permitindo

deduzir a estrutura parcial abaixo:

e

OH 0

o O OHMfM o

)

b

Esta estrutura parcial claramente lembra um sistema CsC3Cs, tipico de flavonoides,

especificamente, no caso, de uma catequina.
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Desta forma, péde-se propor que a parte ndo “simétrica” da estrutura de 1 trata-se
de uma catequina, onde o anel A é totalmente substituido.

Conforme definido anteriormente, cada unidade “simétrica” de 1 € constituida de
um anel aromaético trissubstituido, dois carbonos acetalicos, um metino carbindlico, e na
parte de nucleos mais protegidos, de trés carbonos metilénicos, um carbono metinico e um

metilico:

T
s
£,

o)
\C/

T
3CH2, 1CHOH, 1CH e 1CHs (unidades constituintes da parte simétrica de 1).

No experimento HMBC observa-se que os hidrogénios da metila mencionada acima
se correlacionam fortemente com o carbono acetéalico, indicando a ligacdo destas unidades,
e também com o carbono referente aos sinais a 6 35,6 (CHz) e a & 24,9 (CH), com
intensidade decrescente.

Estas observacdes levam ao sistema:
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O ~OH
E—HC™ CH,

O sinal do hidrogénio metinico ligado ao carbono relativo ao sinal a 6 24,9 (RMN
13C) encontra-se sobreposto por sinais de hidrogénio de agticar no espectro de RMN de *H.
Apesar disso, € possivel perceber no experimento HMBC a correlagdo daquele hidrogénio
com os carbonos do anel A da catequina (vide *H\!3C 1a na Tabela 8), permitindo assim

definir parte da conexao destes grupos.

O grupo acetélico para se manter desta forma, requer a ligacdo de um dos oxigénios

a carbono e observando-se a estrutura acima se pdde propor o arranjo mostrado abaixo:

Abordando o outro lado da parte da ‘“simétrica” da molécula, observou-se no
experimento HMBC correlagfes intensas entre os hidrogénios ligados ao carbono

correspondente ao sinal a & 31,6 (vide *H\!3C 8a na Tabela 8) com carbonos do anel
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aromatico trissubstituido e também com o carbono a & 39,7. Estas observacdes levaram a

estrutura parcial abaixo:

O sinal a § 3,53 no espectro de RMN de 'H se refere ao hidrogénio metinico
carbinodlico (carbono a & 70,8 no espectro de RMN de °C) e, infelizmente, nio se
conseguiu observar nenhuma correlacdo deste hidrogénio no experimento HMBC. Outro
fator complicador foi o fato de que os hidrogénios ligados aos carbonos correspondentes
aos sinais a & 35,6, 36,8 e 39,7, observados no espectro de RMN de 3C, mostraram-se
parcialmente superpostos (vide *H\!3C 2a, 5a e 7a na Tabela 8) . A observacéo detalhada
desta regido do espectro de RMN de 'H (8 1,90 a 1,48) evidenciou que os sinais
correspondentes a um dos hidrogénios ligados ao carbono referente ao sinal a 6 36,8 (6
1,88 — H 5a) e a um dos hidrogénios ligados ao carbono referente ao sinal a 6 35,6 (5 1,99
— H 2a), observados no espectro de RMN de *C, encontram-se separados do envelope.

Conforme ja mencionado, o sinal no espectro de RMN de H referente ao
hidrogénio metinico ligado ao carbono correspondente ao sinal a & 24,9 (1a) encontra-Se
sobreposto por sinais de hidrogénios de aglUcar. Porém, pbde-se constatar através do
experimento COSY *H-'H que o referido hidrogénio acopla com os hidrogénios referentes
aos sinais supramencionados, a 6 1,88 (H 5a) e 6 1,99 (H 2a). Esta observa¢do permitiu
definir que o carbono metilénico referente ao sinal a & 36,8 (RMN **C) encontra-se ligado
ao carbono relativo ao sinal a § 24,9 (RMN de *C).

Neste ponto, dentre os fragmentos mencionados como constituintes da parte
“simétrica” da estrutura apenas a posicdo do carbono carbindlico ndo foi definida.
Naturalmente, a proposta l6gica é a de que se encontra ligado aos dois fragmentos
definidos acima. Esta proposta € corroborada pela observacdo através do experimento
COSY !H- 'H da correlagdo do referido hidrogénio carbindlico (6a) com um dos
hidrogénios que originam um sinal 6 1,47, presente no envelope mencionado; pela
atribuicdo efetuada através do experimento HSQC, este hidrogénio encontra-se ligado ao

carbono correspondente ao sinal a § 39,7 observado no espectro de RMN de *3C .
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Sendo assim, pode-se propor a estrutura parcial abaixo:

Ainda na parte “simétrica” da estrutura resta a unidade glicosidica a ser
considerada. A localizacdo deste grupo foi definida através do experimento HMBC, onde
se observa a correlacdo do hidrogénio anomérico com o carbono referente ao sinal a 6
144,8, o qual corresponde ao carbono na posicao 4 do anel aromatico.

A férmula molecular da estrutura proposta para a substancia 1 é CssH7oO2,
correspondendo ao peso molecular de 1114 uma. O espectro de massas da substancia 1
(Figura 27), obtido através de ionizacdo por Eletrospray no modo negativo, mostrou o pico
molecular a 1113 uma, que corresponde ao M*-1. Desta forma, os dados de RMN H e °C,
uni e bidimensionais, e o espectro de massas corroboram a estrutura proposta para a
substancia 1.

A parte flavanoidica da estrutura de 1 corresponde a da epicatequina (relacdo cis
entre o anel B e a hidroxila ligada a C3) , em vista das constantes de acoplamento entre os
hidrogénios ligados a C2 e C3, as quais ndo mostram acoplamento trans diaxial. Por outro
lado, através do experimento NOESY (Anexo 1) foi possivel observar correlacdo entre as
metilas 4a/4b e Hla/lb, mostrando a relacdo cis entre estes grupos. A relacdo
estereoquimica entre a parte flavanoidica (C2 e C3) e a parte ndo flavanoidica, bem como a
configuracdo de C6a e C6b, permanecem ainda indefinidas.

Desta forma, considerando-se estas informacgdes e a existéncia de uma outra

unidade “simétrica” pode-se propor para a substancia 1 a estrutura mostrada na figura 29.
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Figura 29 — Estrutura proposta para o composto 1.

A substancia 1 é inédita na literatura, havendo relato em [28% Reunido Anual da
SBQ] de uma substancia com estrutura semelhante obtida de Banisteriopsis variabilis
Malpighiaceae.

QH
HO,

H3C

Figura 30 — Substancia obtida de Banisteriopsis variabilis Malpighiaceae.

5.1.2. Identificagdo da substancia 2

A substancia 2 € um constituinte minoritario obtido apos processos cromatograficos
usando Sephadex LH-20 e HPLC. Seu espectro de RMN de *H (Figura 31) e RMN de 3C

o1



(Figura 32) evidenciaram de imediato uma estrutura muito semelhante a de 1, destacando-
se nestes 0s sinais de um anel aromético para substituido. A andlise detalhada do espectro
de RMN de 'H de 2 na parte relativa aos sinais de hidrogénio aromaticos (Anexo 2)
permitiu constatar a presenca de trés anéis aromaticos na estrutura de 2, sendo dois com
um padréo de substituicdo 1, 2, 4 e o terceiro 1, 4 — dissubstuido. O espectro de RMN 13C
de 2 mostrou grande semelhanca com o do composto 1, inclusive apresentando véarios
sinais duplicados, o que indica a presenca de partes simétricas na estrutura (Anexo 2). Os
dados de RMN de 'H e 3C foram listados (Tabela 9), e com base nos experimentos de
RMN bidimensionais HSQC e HMBC (Anexo 2) foi possivel fazer as atribuices
mostradas na Tabela 9. Como se pode perceber, a comparagdo dos dados de RMN de *C
de 2 com os de 1 apresentaram uma boa correlacdo, estando ausente apenas 0s sinais
relativos aos carbonos do anel B de 2. Em lugar destes aparecem o0s sinais tipicos do anel
aromatico para substituido. Desta forma, foi possivel propor que a substancia 2 difere da
estrutura da substancia 1 apenas no anel B da unidade catequinica. Esta proposta esta de
acordo com o espectro de massas obtido através de ionizacao por “Elestrospray” — modo
negativo (Figura 33), o qual mostra um pico molecular a m/z 1097,3313. Este valor

corresponde ao peso molecular menos 1, confirmando a formula molecular CssH70023.

8 [ 4 2 [ppm]
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Figura 31 — Espectro de RMN de *H da substancia 2 (400 MHz, MeQOD).
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Figura 32 — Espectro de RMN de 3C da substéncia 2 (100 MHz, MeOD).
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Figura 33 — Espectro de Massas da substancia 2 (Eletrospray- modo negativo).
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Nos espectros de RMN de 2 pdde-se confirmar a presenca de duas unidades de O-
B-D-glucose, os quais se encontram ligados aos carbonos numerados como 12a e 12b
(correspondentes aos carbono “4” dos anéis aromaticos das unidades ‘“‘simétricas”),
conforme evidencia o espectro HMBC (Anexo 2).

Desta forma foi possivel propor a estrutura da substancia 2 como sendo a mostrada
na Figura 34.

OH
OH

HO,

HO
HO

OH

£ “on
Figura 34 — Estrutura proposta para 0 composto 2.

Tabela 9 — Dados de RMN de *H 400 MHz, *C 100 MHz e HMBC (J Hz).

N° 8 13C dH HMBC

2 79,8 4,68 sl C1’; C2;

3 67,2 4,25 (t,J3,0)

4 29,6 2,88 (dd, 17,0; 4,5) C10; C5; C9
2,96 (dd, 17,0; 2,8) C5; C9; C3; C10

5 151,8 -

6 106,5 -

7 154,1 -

8 105,5 -

9 151,1 -

10 99,3 -

r 131,8 -

2’ 128,9 7,32 (d, 8,7 2H) C4’; C6°; C2; C5

3’ 115,9 6,80 (d, 8,7 2H) C1’; C4’; C5

4 157,9 -

5’ 115,9 6,78 (d, 8,2) C3’; Cl’;

6’ 128,9 7,31 (d, 8,2) C4’;C2°; C2

la 25,0 3,43 (1H sobreposto) C2a; Cha

2a 35,6 1,97 m; 1,70 (1H sobreposto) C3a; C6

3a 98,8 -

4a 28,4 1,54 (3H, s) C3a; C23;

5a 36,9 160a1,88m
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Continuacdo da Tabela 9.

6a 69,9 3,59 m

7a 38,8 1,60 a 1,69 (1H sobreposto)

8a 32,5 2,59 m/2,33m

9a 139,7 -

10a 1174 6.64 (d, 2,0 1H) C12a; Cl4a; C8a;

1la 148,3 -

12a 144.9 -

13a 119,5 7,00 (d, 8,2) C12a; Clla; C9a

14a 121,1 6,58 (dd, 8,2; 2,0 1H) C10a; C123;

1b 24,9 3,43 m

2b 35,6 1,97 m/ 17,0 (1H sobreposto) C3b; C10; C8;

3b 99,0 -

4b 28,3 1,51 (3H, s) C3b; C2b

5b 36,8 1,53 (1H sobreposto) C9b; C1b; C2b
1,64 (1H sobreposto)

6b 70,7 3,55 m

7b 39,7 1,66 a 1,71 (1H sobreposto)

8b 32,0 2,41 (1H sobreposto)

9b 139,5 -

10b 117,2 6,61(d2,01H,) C12h; C11b C14b; C8b

11b 148,0 -

12b 144.8 -

13b 119,1 7,01 (d, 8,2 1H) C9b; C11b; C12b

14b 120,9 6,53 (dd, 8,2; 2,0 1H) C12b; C10b;

1 104,9/104,6 4,65/ 4,64 (d, 7,5 Hz) Cl2a; C12b

27 74,9/74,9 3,43 m

3> 78,1/78,2 3,35a3,35m

4 71,3/71,4 3,36 m

5 77,5/77,6 3,42 m

6’ 62,5 3,87 (dd, 11,8; 3,9)

3,87 (dd, 11,8; 4,5)

5.1.3. Identificacéo da substancia 3

Os espectros de RMN de 'H, *C e DEPT 135 da substancia 3 apresentaram sinais
caracteristicos para flavonoides glicosilados. O espectro de RMN de *H (Figuras 35a e
35b) exibiu sinais em 6 6,20 (d, J = 1,8) e 6,03 (d, J = 1,8) indicando um acoplamento
meta. Neste espectro foi possivel observar ainda na regido para atomos de hidrogénio
aromatico os sinais em 6 7,51 (dd, J = 1,8; 8,3), 6,75(d, J = 8,3) e 7,55 (d, J = 1,8),
caracterizando um anel trisubstituido. A andlise desses dados (Tabela 10) permitiu
identificar a aglicona como o flavonol quercetina. O espectro de RMN de *H mostrou
ainda os sinais em 6 4,98 (d, J = 7,3) e 4,42 (s) caracteristicos para hidrogénio anomérico.
A constante de acoplamento observada para o hidrogénio em 6 4,98 indica que a hidroxila

no C-1 deste aclcar esta na posicdo 3, enquanto que o outro apresenta esta hidroxila na
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posicdo a. Neste espectro também foram observados um conjunto de sinais entre 6 3,00 a
3,80 tipico para hidrogénio ligado a carbono carbinélico e um sinal em 6 1,04 (d, J = 6,2).
Estes sinais comprovaram a presenca de duas unidades de agucares. Os sinais no espectro
de RMN de *3C (Figura 36) em & 102,4 (CH), 75,7 (CH), 78,2 (CH), 71,4 (CH), 77,2 (CH)
e 68,5 (CH2) corroboraram com os valores de deslocamento quimico para 0s dtomos de
carbono de uma unidade de B-D-glucose esterificada em C-6. A outra unidade de acucar
foi identificada como a a-L-rhamnose. A presenca deste aclcar foi evidenciado
principalmente pelo sinal no espectro de RMN de *H em & 1,04 (d, J = 6,2) e pelo sinal no
espectro de RMN de 3C em § 17,9, caracteristicos para a metila do C-6 e por comparagio
com a literatura. Assim, a estrutura em discussdo é um flavondide monodesmosidio
formado pelos acucares a-L-rhamnose (1—6) B-D-glucose. Este agUcar poderia estar
esterificado com o flavonol no C-3, C-7, C-3” ou C-4’. A posigdo do agticar no C-3 foi
evidenciada no espectro de experimento HMBC (Figura 37) pela correlagdo entre o H-1 da
B-D-glucose (6 4,98) com o C-3 (8 135,5). Assim a substéncia 3 foi identificada como o
flavonol quercetina-3-O-rutinosidio (Figura 38).
Tabela 10 — Dados de RMN da substancia 3 (MeOD, 300 MHz).

POSICAO 813C o'H

2 158,5 (C) -

3 135,5 (C)

4 178,0 (C)

5 161,0 (C) -

6 99,9 (CH) 6,20 (d, J=1,8)
7 162,0 (C) -

8 95,7 (CH) 6,03 (d, J=1,8)
9 158,6 (C) -

10 105,2 (C)

R 123,5 (C) -

2 116,1 (CH) 7,55 (d, J=1,8)
3 145,8 (C) -

4 145,9 (C) -

5 117,5 (CH) 6,75 (d, J=8,3)
6’ 124,7 (CH) 7,51 (dd, J =1,8; 8,3)
1” 102,4 (CH) 4,98 (d, J=7,3)
2 75,7 (CH) 3,00-3,80 m

3” 78,2 (CH) 3,00-3,80 m

4” 71,4 (CH) 3,00-3,80 m

57 77,2 (CH) 3,00-3,80 m

6” 68,6 (CH2) 3,00-3,80 m

1 - (CH) 442

2 72,1 (CH) 3,00-3,80 m
3 72,2 (CH) 3,00-3,80 m
4 73,3 (CH) 3,00-3,80 m
57 69,7 (CH) 3,00-3,80 m

6 17,9 (CH3) 1,04 (d, J=6,2)
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Figura 38 — Estrutura da Quercetina-3-O-rutinosidio.
5.2. Identificacéo das substancias isoladas de R. graciliflora (Fabaceae)
5.2.1. Identificacdo da substéncia 4

O espectro de RMN H (Figura 39) e DEPT 135° (Figura 40) de 4 apresentou 3
singletos em & 1,74, 1,67e 1,59 sugestivos de grupos metilicos ligados a carbonos
olefinicos e dois singletos largos em & 2,03 e 5,11. Apresentou também um dubleto largo
em 6 4,07 (J = 7,1 Hz) e um tripleto em 6 5,43 (J = 7,1 Hz) proporcionais a dois e um
hidrogénio, respectivamente.

O espectro de RMN de *3C (Figura 41) de 4 apresentaram além de dois conjuntos
de sinais relativos a carbonos olefinicos [um na regido de 6 124,1 a 125,0 (CH) e outro na
regido & 131,2 a 136,5 (C)], um sinal em & 59,0 correspondente a um grupo metileno
carbindlico (compativel com o sinal em & 4,07 no espectro de RMN *H) e sinais referentes
a grupos metila ligadas aos atomos de carbono olefinicos entre 6 16,0 e 25,7 e aos 4&tomos
de carbonos metilénicos entre & 26,3 e 39,7. Essas informacdes sugeriram para 0 composto
4 uma estrutura isoprendide aciclica.

Com relacdo a estereogquimica destas unidades isoprénicas, verificou-se que tanto
ligacGes duplas trisubstituidas Z como E ocorriam na estrutura de 4, uma vez que foram
observados sinais para 4tomos de carbono metilicos na regido de & 23,3 e para atomos de
carbono metilénicos alilicos vizinhos ao carbono metilado na regido de 6 32,2 (indicativos
de ligagéo dupla Z). Foram observados ainda os sinais para metilas na regido de 6 16,0 e
atomos de carbono metilénicos em torno de & 39,7 (indicativos de ligagcdo dupla E),
conforme exemplificado pelos valores de deslocamento quimico dos atomos de carbono

nos monoterpenos abaixo [WEHRL, s/d].
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Com base, principalmente, no numero de sinais de carbonos olefinicos, como
também na integragdo dos sinais no espectro de RMN *H de 4, conclui-se que este
composto possuia em sua estrutura varios residuos isoprénicos contendo ligagdes duplas
(2) e (E) e um grupo hidroximetilénico terminal. Substancias com esse tipo de esqueleto
sdo denominadas poliprendis, os quais podem ser obtidos de plantas superiores e também

de animais e microrganismos [AOKI, 1997].

Figura 42 — Estrutura do Ficaprenol 12.

Poliprendis de origem vegetal apresentam uma grande diversidade quanto ao
tamanho da cadeia isoprenica. Em geral, poliprendis encontrados em folhas de
angiospermas possuem cadeias com 8 a 15 ou até mais unidades isoprénicas, sendo 0s mais
comuns os que contém residuos de 10 a 12 destas unidades [AOKI, 1997].

No espectro de RMN de 'H de 4 observa-se que ha uma predominancia de residuos
isoprénicos com geometria Z em relacdo aos de geometria E, conforme demonstrado pela
integracdo dos sinais em & 1,58 e 1, 67 — 1,74, referentes as metilas dos residuos
isoprénicos internos E e Z, respectivamente. Esses sinais também representam as metilas
do residuo isoprénico terminal W com orientacao cis e trans, respectivamente, em relacdo a
cadeia principal e a metila do residuo isoprénico terminal a.

As informagdes fornecidas pela integracdo desses e dos demais sinais presentes no
espectro de RMN !H sugeriram a presenca de 12 unidades isoprénicas na estrutura de 4,
compreendendo: sete residuos isoprénicos Z trés E, além de um residuo terminal W e um
terminal a (Z), contendo um grupo hidroximetilénico. Esta substancia, que € classificado

como Ficaprenol (Figura 42), foi obtida anteriormente de Arachis hipogea,observando-se
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uma boa correlagdo dos valores de RMN *3C das duas substancias. [AOKI, 1997].

Tabela 11 — Dados de RMN de *H e *3C da substancia 4 (300 MHz, CDCls).

Posicéo éH § 13C & 1H” § 13C”

1 4,07 dI (3=7,1) 59,0(CH,) 4,02 59,0

2 5431 (J=7,1) 125,0(CH) 5,41 126,0

3 - 139,9(C)0 - 1384

4 2,03 sl 32,0(CHy) 2,03 32,5

a 2,03 sl 32,2(CHy) 211 2,18 32,4326

b 2,03 sl 26,3 — 26,7(CH,) 2,10 - 2,20 26,9 27,2

c 5,11 sl 124,1 — 125(CH) 516 -5,31 124,7 - 125,6
D - 131,2 -136,1(C) - 131,1-135,8
E 2,03 sl 39,7(CHy) 2,10-2,12 40,2

F 167s 25,7(CHs) 1,68 25,9

G 1,59 s 17,7(CHs) 157 178

H 1,59s 16,0(CHs) 1,61-1,63 13,1

[ 1,74 s 23,4(CHs>) 1,72 -1,75 23,6 — 23,7

J 1,66 s 23,3(CHs) 1,65 23,5

* Dados literatura em CDCl3, 300 MHz [AOKI, 1997].
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5.2.2. Identificagdo da substancia 5

A substancia 5 (11,7 mg) foi isolado das fracGes 26 e 27 da fase hexanica,
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proveniente do extrato etanolico das folhas de R. graciliflora, através de cromatografia em
coluna de silica (230-400 mesh).



O espectro de RMN 3C (Figura 43) de 5 apresentou vinte sinais, listados na Tabela
12. Entre eles os relativos aos 4tomos de carbono oximetilénico, indicando a formula
molecular C20H400. Estes dados sugeriram tratar-se de um alcool diterpénico aliciclico e,
portanto, levaram a pensar no fitol, um produto comum nos vegetais, particularmente nas
folhas e que faz parte da estrutura da clorofila. Os dados de RMN 'H (Figura 44), °C e
DEPT 135° (Figura 45) sdo coincidentes com os dados do fitol. Assim a substancia 5 foi

identificada como fitol (Figura 46).

16 14 12 10 8 6 4 2
OH

15 13 11 9 7 5 3 1
17 18 19 20

Figura 46 — Estrutura do Fitol.

Tabela 12 — Dados de RMN de 'H e *C da substancia 5 (300 MHz, CDCls).

Posicédo 83 C 8H 83C”
1 59,4 (CH,) 4,10 59,4
2 123,0 (CH) 5,43 123,1
3 140,3 (C) 1403
4 39,9 (CH,) 1,96 39,9
5 25,2 (CHy) 25,1
6 36,8 (CH,) 36,7
7 32,8 (CH) 32,8
8 37,4 (CHz} 373
9 24,5 (CH2} 24,5
10 37,4 (CHy) 374
11 32,8 (CH) 32,7
12 39,4 (CH,) 37,4
13 24,4 (CH,) 24,8
14 39,4 (CH,) 39,3
15 27,9 (CH) 28,0
16 22,7 (CHa) 22,7
17 22,6 (CHa) 22,6
18 19,7 (CHa) 19,7
19 19,7 (CHa) 19,7
20 16,2 (CH,) 1,68 16,2

* Dados literatura em CDCls, 300 MHz [CHAVES, 1996].
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5.2.3. Identificagdo da substancia 6
A andlise dos espectros de RMN de *H (Figura 47) e *C (Figura 48) de 6, listada na

Tabela 13, indicou que esta substancia pertencia a classe dos esterdides (Figura 49). No
espectro de RMN de *3C os sinais em § 12,2 (CH3), 121,9 (CH) e 140,7 (C) indicaram que
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esta substancia poderia ser sitosterol. Os dados de RMN de 3C foram comparados com os

da literatura e corroboraram para o esteroide p-sitosterol (Figura 49).

Figura 49 — B-sitosterol.

Tabela 13 — Dados de RMN *C da substancia 6 (300 MHz, CDCls).

Posigéo 8*3C substancia X 83C Literatura
1 37,1 (CHy) 37,1
2 31,7 (CHy) 31,7
3 71,3 (CH) 718
4 41,9 (CH,) 423
5 140,6 (C) 140,8
6 121,3 (CH) 1217
7 32,0(CHy) 31,7
8 31,7 (CH) 31,9
9 49,9 (CH) 50,2
10 35,5 (C) 36,2
11 20,9 (CHy) 21,1
12 39,5 (CH,) 39,8
13 42,1 (C) 42,3
14 56,5 (CH) 56,8
15 24,1 (CHy) 24,1
16 28,0 (CH,) 28,2
17 55,8 (CH) 56,0
18 11,6 (CHs) 11,9
19 19,6 (CHs) 19,4
20 35,9 (CH) 36,3
21 19,1 (CH,) 18,8
22 33,8 (CHy) 33,9
23 26,1 (CHy) 26,2
24 45,6 (CH) 459
25 28,9 (CH) 29,2
26 20,9 (CHs) 19,8
27 19,1 (CHs) 19.1
28 23,2 (CHy) 23,1
29 11,6 (CHa) 12,0

* Dados literatura em CDCl3, 300 MHz,[ RIBEIRO, 1999]
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Figura 48 — Espectro de *C da substancia p-sitosterol (CDCls 75MHz).

5.2.4. ldentificacéo da substancia 3

Os espectros de RMN de *H (Figura 50), $3C (Figura 51) e DEPT 135° (Figura 52)

da substancia 7 apresentaram sinais caracteristicos para flavondides glicosilados, conforme
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mostra a Tabela 14. O espectro de RMN de 'H exibiu sinais em & 6,40 (d, J = 2,0) e 6,21(d,
J = 2,0) indicando um acoplamento meta. Neste espectro foi possivel observar ainda na
regido para atomos de hidrogénio aromético os sinais em 6 7,62 (dd, J = 2,0; 8,0), 6,88 (d,
J=28,0) e 7,66 (d, J = 2,0), caracterizando um anel trisubstituido. No espectro de RMN de
13C e DEPT 135 foram observados os sinais em & 158,5 (C), 135,6 (C), 179,4 (C)
atribuidos respectivamente aos atomos de carbono na posicdo 2, 3 e 4 do anel C de um
flavonoide. A anélise desses dados permitiu identificar a aglicona como o flavonol
quercetina. O espectro de RMN de *H mostrou ainda os sinais em & 5,10 (d, J = 7,5) e 4,51
(s) caracteristicos para hidrogénio anomérico. A constante de acoplamento observada para
o hidrogénio em & 5,10 indica que a hidroxila no C-1 deste aglcar estd na posicdo 3,
enquanto que o outro apresenta esta hidroxila na posicdo o. Neste espectro também foram
observados um conjunto de sinais entre & 3,00 a 3,80 tipico para hidrogénio ligado a
carbono carbinélico e um sinal em 6 1,11 (d, J = 6,0). Estes sinais comprovaram a presenca
de duas unidades de agticares. Os sinais no espectro de RMN de **C em & 102,4 (CH), 75,7
(CH), 78,2 (CH), 71,4 (CH), 77,2 (CH) e 68,5 (CH2) corroboraram com os valores de
deslocamento quimico para os atomos de carbono de uma unidade de B-D-glucose
esterificada em C-6. A outra unidade de acgUcar foi identificada como a a-L-rhamnose. A
presenca deste aglcar foi evidenciado principalmente pelo sinal no espectro de RMN de *H
em & 1,11 (d, J = 6,1) e pelo sinal no espectro de RMN de *C em § 17,8, caracteristicos
para a metila do C-6 e por comparagdo com a literatura. Assim, a estrutura em discussao é
um flavondide monodesmosidio formado pelos aclcares o-L-rhamnose (1—6) B-D-
glucose. Este agUcar poderia estar esterificado com o flavonol no C-3, C-7, C-3* ou C-4’.
A posicdo do acucar no C-3 foi determinada de acordo com o valor do deslocamento
quimico observado para o C-2 (6 158,5), C-3 (5 135,6) e C-4 (6 179,4). De acordo com a
literatura os flavonols-3-O-glicosilados apresentam para o C-2 uma variagdo no
deslocamento quimico de 9,5 + 0,4ppm (blindado) e para o C-3 e C-4 esta variacao entre
1,2 e 3,0 ppm (Figura 53). Deste modo a substancia 7 foi identificada como o flavonol

quercetina-3-O-rutinosidio (Figura 54).
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Figura 53 — Deslocamento quimico para quercetina, quercetina-3-O-rutinosidio e
quercetina-3-O-glucosidio (DMSO-ds).

~—0OH

Figura 54 — Quercetina-3-O-rutinosidio.

Tabela 14 — Dados de RMN da substancia 7 (300 MHz, MeOH).

POSICAO 8 13C o'H d 13C*
2 158,5 (C) - 159,5
3 135,6 (C) - 135,8
4 179,4 (C) - 179,5
5 163,0 (C) - 163,0
6 99,9 (CH) 6,40 (d, J=2,0) 100,0
7 166,1 (C) - 166,0
8 94,9 (CH) 6,21 (d, J=2,0) 94,8
9 159,3 (C) - 158,5
10 105,6 (C) - 105,7
R 123,1 (C) - 123,2
2’ 117,7 (CH) 7,66 (d, J=2,0) 117,5
3 145,6 (C) - 149,9
4 149,8 (C) - 149,8
5 116,0 (CH) 6,88 (d, J=8,4) 115,9
6’ 123,5 (CH) 7,62 (dd, J=2,0; 8,4) 123,4
17 104,7 (CH) 5,10 (d, J=7,5) 104,5
27 75,7 (CH) 3,00-3,80 m 75,7
3” 78,2 (CH) 3,00-3,80 m 78,0
47 71,4 (CH) 3,00-3,80 m 71,4
5” 77,2 (CH) 3,00-3,80 m 75,6
6” 68,5 (CH>) 3,00-3,80 m 64,4
1 102,4 (CH) 4,51 s

2 72,1 (CH) 3,00-3,80 m

3 72,2 (CH) 3,00-3,80 m

4 73,9 (CH) 3,00-3,80 m

57 69,7 (CH) 3,00-3,80 m

6 17,8 (CH3) 1,11 (d, J=6,1)

* Deslocamento quimico para quercetina-3-O-glucosidio-6-acetato em MeOH [AGRAWAL, 1989].
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5.2.5. Identificacéo da substancia 8

Os espectros de RMN de 'H (Figura 55), 3C (Figura 56) e DEPT 135° (Figura 57)
da substancia 8 exibiram sinais caracteristicos para uma catequina, conforme a Tabela 15.
No espectro de RMN de *H foram observados dois dubletos em & 5,87 (J=2,1) e 5,94 (J =
2,1) atribuido aos atomos H-6 e H-6, respectivamente. Este espectro também exibiu 0s
sinais em 6 6,83 (d, J =1,8), 6,74 (d, J =8,1) € 6,71 (dd, J = 1,8; 8,1) atribuidos aos H-2’,
H-5" e H-6> do anel B, respectivamente. No espectro de RMN de H foi possivel visualizar
ainda os sinais dos atomos de hidrogénio da parte alifatica da catequina. Esse espectro
mostrou um dubleto em 6 4,55 (J = 7,5) atribuido ao H-2, um duplo tripleto em 6 3,97 (J =
7,8) referente ao H-3, e dois duplos dubletos em & 2,49 (J = 8,0; 16,0) e 2,85 (J = 5,7;
16,0). O valor da constante de acoplamento observado para o H-2 (J = 7,5) permitiu
identificar a substancia 8 como a (+) — epicatequina (Figura 58).
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Figura 58 — (+)-Epicatequina.

Tabela 15 — Dados de RMN da substancia 8 (300 MHz, MEOH).

Posicdo & 'H 8 13C dBC”
2 4,55 (d, J =7,5) 82,8 82,85
3 3,97 (1, J=7.8) 68,8 68,82
Jax 2,49 (dd, J = 8,0; 16,0) 28,5 28,49
Aeq 2,85 (dd, J = 5,7; 16,0)

5 - 157,6 157,58
6 587 (d, J=2,1) 96,4 96,37
7 - 157,5 157,82
8 5,94 (d, J = 2,1) 95,6 95,58
9 - 156,9 156,93
10 - 100,9 100,89
1’ - 132,2 132,25
2’ 6,83 (d,J=1,8) 115,3 115,29
3’ - 146,2 146,23
4’ - 146,2 146,25
5’ 6,74 (d,J=8,1) 116,1 116,15
6’ 6,71 (dd,J=1,8;8,1) 120,1 120,09

* Deslocamento quimico para (+)-Epicatequina em MeOH [KHALLOUKI,2007].
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Figura 55 — Espectro de RMN *H da substancia 8 (MeOD, 300MHz).
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5.3. Ensaio bioldgico

5.3.1. Teste de toxicidade em coelhos

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul na Unidade de Aquidauana, sob a responsabilidade da Prof®.Carolina Silva Barbosa.

Para conhecer os volumes a serem ministrados foi consultado o Prof. Dr.
Scapinello, especialista em coelhos da Universidade Estadual de Maringa, que recomendou
um volume méximo de 5 ml de solugdo para animais adultos, com massa aproximadamente
de 2 kg.
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Os trabalhos comecaram em torno das 08:00 h e o Gltimo coelho foi inoculado em
torno das 12:00 h. Apo6s o procedimento os grupos devidamente identificados foram

colocados em gaiolas providas de racdo e agua.

5.3.1.1. Toxicidade dos extratos de M. pubiflora em coelhos

No experimento realizado, os animais inoculados com as solucdes dos extratos
etanolico das folhas frescas e alcaloidico de M. pubiflora (Tabela 16), ingeriram agua e
racdo normalmente. Cerca de nove horas apds a inoculacgdo, verificou-se o estado dos
coelhos que foram inoculados com os extratos de M. pubiflora e estes ndo apresentaram
nem os mais leves sintomas de intoxicacao.

O ensaio para averiguar a intoxicacao experimental pelos extratos de M. pubiflora
em coelhos apresentou resultado semelhante aquele observado para este ensaio com as
folhas dessecadas ou frescas apresentados na literatura [DOBEREINER, 1986]. No
experimento realizado com os extratos, 0s animais permaneceram vivos, sendo observado
neste periodo um aumento da apatia. Enquanto que nos demais experimentos observou-se a
morte dos animais em menos de 48h. Essa disparidade pode ser atribuida pela diferenga na
administracdo do extrato e/ou na concentracdo do extrato. E importante ressaltar que as
folnas de M. pubiflora utilizadas para este estudo e o descrito na literatura
[DOBEREINER, 1986] foram coletadas em agosto e setembro, respectivamente. Portanto,
ndo ha uma diferenca significativa decorrente da variabilidade sazonal. Porém, no trabalho
realizado por TOKARNIA [1973] um dos experimentos consistiu em alimentar
semanalmente, cinco vezes, um bovino com a metade da dose letal das folhas dessecadas, a
planta ndo mostrou efeito cumulativo e ndo provocou tolerdncia no animal, morrendo este

apos a ultima administracdo da planta correspondente a uma dose letal (5 g/kg).

5.3.1.2. Toxicidade dos extratos de R. graciliflora em coelhos

Os animais inoculados com a fase hexanica das folhas desidratadas ingeriram agua
e racdo normalmente sem apresentar sinais de anormalidades apds a inoculagdo. Aqueles
que receberam solucdo de extratos etanolico das folhas desidratadas de R. graciliflora,
apresentaram em seguida dificuldade respiratéria e ingeriram somente agua e foram a ébito

em aproximadamente 5 horas. Os que receberam a fase hidrometandlica das folhas

76



desidratadas de R. graciliflora, apos a inoculacdo apresentaram elevacdo dos movimentos
respiratdrios, mas ingeriram alimento e agua com dificuldades e ap6s 3 horas foram a dbito
(Tabela 16).

Aproximadamente as 17:00 h do mesmo dia foi verificado que as solu¢Ges dos
extratos etanolico das folhas desidratadas e a fase hidrometandlica de R. graciliflora,
provocaram 100% de mortalidade. E importante ressaltar que quando foi verificada a
mortalidade dos animais ap0s 5 horas da aplicacéo, estes apresentaram rigor mortis (corpo
totalmente rigido) o que indica que a letalidade do concentrado aconteceu poucas horas

apos a administragéo.

Tabela 16 — Comportamento dos coelhos apds inoculacdo dos extratos

de M. pubiflora e R. graciliflora.

Extrato Oh 3hs 5hs 9hs
EtOH-folhas secas de M. Normal Normal Normal Normal
pubiflora

EtOH-folhas verdes de M. Normal Normal Normal Normal
pubiflora

Fase alcaloidica de M. Normal Normal Normal Normal
pubiflora

EtOH.-folhas desidratadas de  Dificuldade respiratéria e ingestdo de  Dificuldade Obito -

R. graciliflora agua respiratoria

Fase hex.-folhas desidratadas Normal Normal Normal Normal
de R. graciliflora

Fase MeOH/H,0-folhas Dificuldade respiratoria e ingestdo de  Obito - -

desidratadas R. graciliflora agua e alimento (com dificuldade)

Os coelhos tratados com extratos de R. graciliflora que vieram a Obito, foram
encaminhados a sala de necropsia para verificar se durante o procedimento de inoculagédo
houve a falsa via. Apds o procedimento observou-se que o aparelho respiratério
encontrava-se intacto. Quanto ao contetudo estomacal no grupo que foi inoculado com
extrato etandlico das folhas desidratadas de R. graciliflora foi encontrado somente &gua, e
no grupo que recebeu fase hidrometandlica das folhas desidratadas de R. graciliflora,
foram encontrados racdo e 4gua em grande quantidade.

A literatura apresenta varios relatos de estudo toxicologico com R. gracilifolia,
incluindo estudo histolégico de bovinos, camundongos, ratos e coelhos [RIET-CORREA,
2001] quando tratados com folhas in natura ou desidratadas, nenhum trabalho menciona o
estudo com os extratos. O ensaio realizado para averiguar a toxidade dos extratos de R.

gracilifolia mostrou que apenas os extratos de media e alta polaridade sdo toxicos,
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enquanto que o extrato hexanico das folhas desidratadas n&o apresentou toxidade para os

animais testados.

5.3.2 Inseticida

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul na Unidade Universitaria de Aquidauana, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Sérgio

Roberto Rodrigues.

5.3.2.1. Atividade inseticida de R. gracilifolia

A fase hidrometanodlica de R. gracilifolia ndo apresentou atividade inseticida sobre

as lagartas de S. frugiperda.

5.3.2.2. Atividade inseticida de M. pubiflora

As lagartas S. frugiperda que foram alimentadas com folhas de milho tratadas com
extrato etanolico de M. pubiflora apresentaram peso médio superior quando comparado a
testemunha (Tabela 17). Os maiores pesos larvais obtidos indicaram aparentemente uma
adequacao nutricional ao alimento fornecido, entretanto, ao se analisar a duracdo da fase
larval de S. frugiperda, nota-se que o extrato promoveu reducdo na duracdo da fase larval,
em relacdo a testemunha (Tabela 17). Esse fato pode indicar que o alimento ndo estava
adequado para o desenvolvimento das lagartas, e nesse caso, a reducédo dessa fase poderia
ser uma forma utilizada por S. frugiperda para compensar as condi¢cdes inadequadas da
fonte de alimento, empupando em menos tempo. No experimento observou-se um aumento
de peso nas lagartas tratadas com M. pubiflora, provavelmente originado pela indugéo de
aumento no consumo de alimento.

O extrato apresentou mortalidade larval superior a testemunha (Tabela 17) e
provocou lento efeito de mortalidade sobre lagartas S. frugiperda. Ao 6° dia de avaliagdo
verificou-se 12% de mortalidade ocorrendo grande aumento a partir do 10° dia, tanto que
32% de mortalidade foram obtidos aos 15° dia de avaliagéo.
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Tabela 17 — Médias (+ EP) de peso, duracdo e mortalidade de lagartas de S. frugiperda
alimentada com folhas de milhos tratadas com extrato de M. pubiflora e testemunha.
Temp.: 26x 1°C, UR 70% e fotofase: 14h.

Tratamento Peso lagartas com dez dias (mg) Duracdo larval (dias) Mortalidade (%0)
M. pubiflora 74,7+2,18 al 152+0,10a 320+£0,11a
Testemunha 46,9+4,95b 16,8+0,19b 17,0+ 0,06 b

!Letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao peso de pupas de S. frugiperda, verificou-se que o tratamento da
testemunha ndo diferenciou do tratamento com extratos de M. pubiflora (Tabela 18),
quanto a mortalidade pupal, este extrato provocou mortalidade de 13,2% (Tabela 18). Os
maiores efeitos de mortalidade foram verificados na fase larval. Segundo Torrecilas e
Vendramin [2001] é nessa fase que o inseto se alimenta, tornando-0 mais exposto aos

possiveis aleloquimicos presentes em plantas inseticidas.

Tabela 18 — Médias (+ EP) de peso, duracao e mortalidade de lagartas de S. frugiperda
alimentada com folhas de milhos tratadas com extrato de M. pubiflora. e testemunha.
Temp.: 26x 1°C, UR 70% e fotofase: 14h.

Tratamento Peso de pupas (mg) Duragéo pupal (dias) Mortalidade (%6)
M. pubiflora 1859+ 2,77a 8,2+014a 13,2+0,50 a
Testemunha 1899+ 1,74 a 8,2+0,13a 48+0,01b

!|etras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade.

Analisando o efeito do extrato de M. pubiflora observa-se que as lagartas
apresentaram preferéncia por folhas de milho ndo tratadas (Testemunha), tanto as 8 quanto
as 24 horas apds liberacdo (Tabela 19). Desta forma, os componentes quimicos presentes
nesse extrato podem estar agindo sobre as lagartas, inibindo sua alimentacao e induzindo-

as a procurar as folhas ndo tratadas para alimentagéo.
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Tabela 19 — Quantidades médias de lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda obtidas no
teste de preferéncia alimentar de folhas de milhos tratada com extrato de M. pubiflora e
testemunha (folha tratada com &gua destilada) as 8 e as 24 horas ap0s liberacdo em placa
de petri. Temp.: 26+ 1°C, UR 70% e fotofase: 14h.

Tratamento 8:00 h 24:00 h
M. pubiflora 1,43 at 1,55a
Testemunha 2,92b 1,98b
cv (%) 15,06 5,69

cv (%) — coeficiente de variagcdo

A avaliacdo da atividade inseticida do extrato etandlico da parte aérea de M.
pubiflora, apesar de alguns resultados significativos, mostrou um baixo potencial bioldgico

deste extrato como inseticida.
5.3.3. Teste de toxicidade em A. salina (TAS)

Os extratos etanolicos das espécies estudadas neste trabalho foram submetidos ao
ensaio com A. salina para averiguar a presenca de uma possivel atividade citotoxica. Esses
extratos foram testados nas concentragfes de 1000, 500, 250 e 125 pg/ml (triplicata). Os
resultados obtidos foram analisados no programa Probitos e a DLso calculada foi maior que
1000 pg/ml para ambos os extratos. O valor dessa DLso caracteriza 0s extratos etandlicos
de M. pubiflora e R. graciliflora como inativos no bioensaio com A. salina. E importante
salientar que o resultado foi 0 mesmo tanto para os extratos de material seco como para 0s

extratos de material verde.
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da parte aérea (ramos e folhas) de Mascagnia pubiflora
Malpighiaceae conduziu ao isolamento de duas substancias derivadas da epicatequina,
constituidas de duas unidades C6-C8 “simétricas” e glicosiladas condensadas ao nucleo
flavanoidico que sdo inéditas na literatura e um flavonol, a quercetina-3-O-rutinosidio. Na
avaliacdo da toxicidade do extrato etandlico dessa espécie testado em TAS e em coelhos
ndo foi constatada atividade significativa sobre coelhos e no ensaio de “Toxicidade para
Artemia salina — TAS”, porém apresentou boa atividade inseticida sobre Spodoptera
frugiperda. O estudo fitoquimico de Riedeliella graciliflora conduziu ao isolamento de
cinco substancias: o fitol, ficaprenol 12, B-sitosterol, (+)—epicatequina e quercetina-3-O-
rutinosidio. O extrato etanolico dessa espécie testado no TAS e sobre Spodoptera
frugiperda ndo apresentou atividade, porém apresentou atividade toxica para coelhos.

As atividades bioldgicas descritas no presente trabalho possibilitaram a formulagédo
de hipoteses para o entendimento da toxicidade dessas espécies na biota, podendo seu
comportamento como plantas tdxicas receber a contribuicdo de um ou do somatério dos

fatores descritos.
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ESPECTROS DE RMN DA SUBSTANCIA 1
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Figura | — Espectro de massas de 1 (ESY- modo negativo).
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Figura Il — Espectro de RMN *H de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura 111 — Espectro de RMN C de 1 (MeOD, 100 MHz).
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Figura IV — Expansdo de RMN H de 1 entre 6,5 - 7,0 ppm (400 MHz, MeOD).
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Figura VII — Expansdo de RMN C de 1 entre 135-155 ppm (75 MHz, MeOD).
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Figura VII1 — Expansdo de RMN *3C de 1 entre 114 — 122 ppm (100 MHz, MeOD).
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Figura I1X — Expansdo de RMN *3C de 1 entre 96 — 108 ppm (100 MHz, MeOD).
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Figura X — Expansdo de RMN *3C de 1 entre 24 — 40 ppm (100 MHz, MeOD).
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Figura X1 — Mapa de contorno *H-tH COSY 90° de 1 entre 1 — 7 ppm (400 MHz, MeOD).
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Figura XI1 — Expans&o do *H-'H COSY 90° de 1 entre 1 — 7 ppm (400 MHz, MeOD).
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Figura X111 — H-2*C HSQC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura X1V — Expansdo do *H-3C HSQC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XVI — Expansdo do *H-3C HSQC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XVI1I — Expansdo do *H-3C HSQC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XVII11 — Espectro de *H-3C HMBC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XI1X — Expansdo do H-'*C HMBC de 1 (400 MHz, MeQOD).
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Figura XX — Expansio do H-1*C HMBC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XXI — Expanséo do H-**C HMBC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XXI1 — Expanséo do H-*C HMBC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XXI11 — Expansio do H-3C HMBC de 1 (400 MHz, MeQOD).
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Figura XXIV — Expansio do H-'*C HMBC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XXV — Expanséo do H-13C HMBC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XXV — Expansio do H-'*C HMBC de 1 (400 MHz, MeOD).
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Figura XXVI1 — H-'H NOESY de 1 (400 MHz, MeOD).
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ESPECTROS DE RMN DA SUBSTANCIA 2
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Figura A — Espectro de Massas de 2 (Eletrospray- modo negativo).
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Figura B — Espectro de RMN de *H de 2 (300 MHz, MeOD).
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Figura C — Espectro de RMN de *3C de 2 (75 MHz, MeOD).
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Figura D — Expansdo de RMN H de 2 entre 6,4 - 7,4 ppm (300 MHz , MeOD).
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Figura E — Expansdo de RMN *H de 2 entre 1,0 — 3,1 ppm (300 MHz , MeOD).
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Figura F — Expansdo de RMN H de 2 entre 3,0 — 4,8 ppm (300 MHz , MeOD).
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Figura G — Expanséo de RMN C de 2 entre 125-158 ppm (75 MHz , MeOD).

"

Figura H — Expans&o de RMN *3C de 2 entre 60-80 ppm (75 MHz , MeOD).
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Figura | — Expansdo de RMN 3C de 2 entre 95-120 ppm (75 MHz , MeOD).
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Figura J — H-*C HSQC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura K — Expansédo H-13C HSQC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura L — Expanséo H-3C HSQC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura M — Expansio H-1*C HSQC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura N — Expansio H-*C HSQC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura O — Expansédo H-13C HMBC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura P — H-'*C HMBC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura Q — Expanséo de H-'*C HMBC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura R — Expanséo de H-13C HMBC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura S — Expanséo de H-*C HMBC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura T — Expanséo de H-**C HMBC de 2 (300 MHz , MeOD).
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Figura U — Expansdo de H-13C HMBC de 2 (300 MHz , MeQOD).
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