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RESUMO

A espécie Echinodorus macrophyllus, uma macréfita aquatica, nativa do Brasil teve seu
estudo fitoquimico realizado pela maceracao das folhas secas moidas com hexano seguido
por acetato de etila. Com base na analise de RMN de 1H, o extrato em hexano foi selecionado
para o fracionamento cromatografico pela presenca de um sinal em & 6,80 ppm, caracteristico
para diterpenos clerodanos. Desta forma, varios procedimentos cromatograficos foram
aplicados visando a obtencéo de compostos purificados. O fracionamento inicial do extrato
bruto em hexano foi realizado por cromatografia em coluna de silica-gel e resultou em 10
fragbes (A-J), onde foi possivel observar na fracdo C sinais caracteristicos dos diterpenos do
tipo clerodanoemd 6,80 ppm. Dando continuidade ao fracionamento, afragéo C foi submetida
a um novo fracionamento em silica-gel onde foram geradas 5 subfracdes (C1-C5) com
observacédo do sinal em & 6,80 ppm na subfracdo C4. Esta foi entdo fracionada em nova
coluna de silica-gel e finalmente chegou-se a uma massa de 150 mg para a subfracdo C4a,
com a presenca do sinal em & 6,80 ppm. A partir da subfragdo C4a, foi isolado o &cido
pagbnico por cromatografia liquida de alta eficiéncia semipreparativo. A estrutura molecular
foi elucidada por técnicas espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear de H, 13C,
HSQC e HMBC e comparagdo com resultados da literatura. Ensaios sobre a atividade
leishimancida estd em curso, uma vez que ndo ha relatos na literatura para o referido

composto.
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ABSTRACT

The phytochemical study of the species Echinodorus macrophyllus, an aquatic macrophyte,
native from Brazil, was carried out by maceration of ground dried leaves with hexane followed
by ethyl acetate. Based on 'H NMR analysis, the hexane extract was selected for
chromatographic fractionation due to the presence of a signal at & 6.80 ppm, characteristic for
clerodane diterpenes. Thus, several chromatographic procedures were applied in order to
obtain purified compounds. The initial fractionation of the crude extract in hexane was carried
out by silica gel column chromatography and resulted in 10 fractions (A-J), where it was
possible to observe in fraction C characteristic signs of clerodane diterpenes at & 6.80 ppm.
Continuing the fractionation, fraction C was subjected to further fractionation on silica gel where
5 subfractions were generated (C1-C5) with observation of the signal at 5 6.80 ppmin the C4
subfraction. This was then fractionated on a new silica-gel column and finally a mass of 150
mg was obtained for the C4a subfraction, with the presence of a signal at & 6.80 ppm. From
subfraction C4a patagonic acid was isolated by semi-preparative HPLC analysis. The
molecular structure was elucidated by spectroscopic analysis as Hand 3C NMR, HSQC and

HMBC, as well as comparison with literature data. Trials to measure the leishmanicidal activity
are also underway, once no report is presented in literature.

Keywords: Agquatic macrophyte. Echinodorus. Clerodane diterpenes.
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1. INTRODUCAO
1.1 Problema de pesquisa

O Brasil apresenta em sua flora uma numerosa e ampla diversidade de espécies
vegetais que formam uma rica fonte de compostos quimicos. Entre as espécies vegetais que
compdem flora brasileira, tem-se o grupo das macrdfitas aquaticas, popularmente conhecidas
como plantas aquaticas. No entanto, o estudo fitoquimico e a avaliacdo do potencial
terapéutico para os compostos isolados deste grupo de vegetais é muito limitado quando se
faz uma correlacao entre aquantidade de espécies catalogadas naflora brasileira e os relatos
encontrados na literatura. Com isto, ha uma grande restricdo do conhecimento acerca do
potencial quimico e terapéutico de compostos isolados de macréfitas aquaticas. Entre as
demandas relacionadas como alvos terapéuticos, tem-se as doencas parasitarias. Como
exemplo, tem-se a leishmaniose, uma doencga tropical e negligenciada que atingem milhdes
de pessoas em paises emergentes, incluindo o Brasil. Os recursos terapéuticos disponiveis
para o tratamento sédo limitados e baseiam-se em compostos de antiménio pentavalentes
(Sb*) e a Anfotericina B, no entanto apresentam muitos efeitos colaterais e elevado custo
para o tratamento.

Estudos envolvendo a espécie nativa Echinodorus macrophyllus, quanto a sua
composicdo quimica, revelou a presenca de compostos pertencentes a classe dos diterpenos
do tipo clerodano. Esta classe de compostos é amplamente encontrada em diversos géneros
de espécies vegetais e com ampla gama de aplicacdes terapéuticas. Contudo, 0s compostos
isolados e identificados da espécie Echinodorus macrophyllus ndo foram avaliados quanto ao
potencial terapéutico. Diante da grande diversidade de moléculas pertencentes a classe dos
diterpenos do tipo clerodano e relatos sobre aplicacdes almejando aplicagcdo como farmacos,
torna-se interessante o isolamento, caracterizacéo e avaliacdo da atividade leishmanicida de
tais compostos. Tal demanda para novos farmacos e/ou protétipos moleculares visando o
tratamento da leishmaniose se da devido aos muitos efeitos colaterais e resisténcia do
parasita aos medicamentos atualmente utilizados, além do baixo investimento em pesquisa
paraabuscade medicamentos commaior potencial de cura para as pessoas acometidas pelo
parasita. Desta forma o presente trabalho teve como objetivo geral a obtencdo e
caracterizacdo molecular de diterpenos clerodanos isolados a partir das folhas da espécie
Echinodorus macrophyllus, e avaliacao da atividade leishmanicida das substancias isoladas.

2. REFERENCIAL TEORICO

As macrdfitas aquaticas sdo popularmente conhecidas como plantas aquaticas. Ao

longo de seu processo evolutivo adaptaram-se ao ambiente aquaticode forma muito eficiente.
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Apresentam aproximadamente 2600 espécies distribuidas por mais de 450 géneros e estéo
representadas por sete grandes grupos: cianobactérias, clorofitas, rodofitas, xantéfitas,
bridfitas, pteridéfitas e espematéfitas (CHAMBERS et al., 2008).

2.1. Género Echinodorus

A familia Alistemataceae apresenta 80 espécies distribuidas por doze géneros de
macrofitas aquaticas. Entre os doze géneros, apenas dois sao de ocorréncia natural naregido
neotropical: Equinodorus e Sagittaria (MATIAS, 2007). As espécies do género Echinodorus
sdo encontradas desde os Estados Unidos até a Argentina com ocorréncia predominante na
América do Sul, com descrigdo de 27 espécies. (MATIAS, 2010)

Na medicina popular, espécies do género sdo usadas no tratamento de hepatite e
reumatismo além de possuirem propriedades diuréticas e anti-inflamatorias (PINTO et al.,
2007;LESSA et al., 2008).

Ensaios biologicos realizados com os extratos brutos de E. macrophyllus e E.
grandiflorus apresentaram efeitos imunossupressores e anti-hipertensivo, respectivamente
(PINTO et al., 2007; LESSA et al., 2008).

Os poucos relatos sobre a composi¢ao quimica de espécies do género Echinodorus
envolvem as espécies E. grandiflorus e E. macrophyllus.

A partir de ambas as espécies foramisolados diterpenos do tipo clerodano e cembrano
com variacdo estrutural das cadeias laterais ou grupos funcionais. No entanto, nenhuma
atividade biol6gica foi atribuida aos compostos isolados (TANAKA et al., 1997; KOBAYASHI
et al., 2000a; KOBAYASHI et al., 2000b; KOBAYASHI et al., 2000c) (Figura 1 e 2).

Figura 1: Substancias isoladasda espécie E.grandiflorus
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Figura 2: Substancias isoladas da espécie E.macrophyllus (continuagao)
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2.1.2. Diterpenos clerodanos

Os diterpenos clerodanos sdo umimenso grupo de metabolitos especiais encontrados
em muitos organismos como plantas, fungos, bactérias e esponjas marinhas. A estrutura
basica é formada por duas porc¢des; um anel fundido do tipo decalina (C1-C10) e uma cadeia
lateral formada por seis atomos de carbono ligada na posi¢céo C9 (Figura 3).

Figura 3: Estrutura basica de diterpenos clerodanos

Esta classe de metabdlitos atraemaatencdo da comunidade cientifica devido aos mais
diversos relatos de propriedades terapéuticas, como atividade citotoxica, antiinflamatoria,
antiparasitaria, antifingica, bactericida (LI, MORRIS-NATSCHKE E LEE, 2016).

Entre os compostos que pertencem a esta classe de compostos que apresentam
destacada atividade terapéutica pode-se citar, a Casearupestrins A, B e D que apresentaram
significante atividade citotoxica frente a quatro linhagens celulares (HL-60, HCT-8, MDA/MB-
435, e SF-295) comvalores de ICso de 0,10 a 1,3 uM (Figura 4) (VIEIRA-JUNIOR et. al, 2011).

Figura 4: Estruturas moleculares de Casearupestrins A, B e D
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As Premnonas A-Cisoladas das folhas de Premnatomentosa forammuito ativas frente
a trés linhagens celulares de cancer (Lul, LNCaP, e MCF-7) com valores compreendidos de
0,7 a 7,0 pg mL-* (Figura 5) (CHIN, et. al, 2006).

Figura 5: Estruturas moleculares de Premnonas
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Quanto a atividade antiparasitaria, estudos foram conduzidos com diterpenos
clerodanos extraidos das cascas da espécie Laetia procera frente a Leshimania falciparum
com valores de ICso compreendidos entre 0,54 a 0,66 uM (Figura 6) (JULLIAN, et. al, 2005).

Figura 6: Estruturas moleculares dos diterpenos clerodanos extraidos das cascas de L. procera
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2.2. Leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doencas que estédo distribuidas em 88
paises e atingem 12 milhdes de pessoas no mundo. Segundo a Organiza¢cdo Mundial de
Saude, entre 700 mil e 1 milh&o de novos casos e entre 20 e 30 mil mortes séo registradas
por ano. (WHO, 2020).

As leishmanioses sdo causadas por mais de 20 espécies de Leishmania e a
transmisséo ocorre pela picada do inseto hematé6fago flebotomo fémea. (ALEXANDER et. al,
1999).

As leishmanioses sdo caracterizadas por trés formas de manifestagcdo no corpo da

pessoa infectada.

a) Visceral: Caracteriza-se por ataques irregulares de febre, perda de peso, aumento
do baco e figado e anemia. Em caso de néo tratamento, em 95% dos casos pode

resultar em morte;

b) Cutanea: é a forma mais comum de leishmaniose e causa lesdes cutaneas,
principalmente Ulceras, empartes expostas do corpo, deixando cicatrizes duradouras
e deficiéncia grave;
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c) Monocultanea: leva a destruicdo parcial ou total das mucosas do nariz, boca e

garganta.

Como forma de tratamento, tem-se 0s compostos antimoniais pentavalentes (Sb>*); no
entanto, estes apresentam uma grande diversidade de efeitos colaterais como mialgia,
artralgia, pancreatite, disfuncao gastrintestinal, dores musculares difusas, enrijecimento das
articulacdes, arritmias, pancitopenia, insuficiéncia renal reversivel e cardiotoxicidade
(SUNDAR e OLLIARO, 2007)

Alternativamente, aos compostos antimoniais, tem-se a Anfotericina B, um antibiético
anfétero, eficaz de combater as cepas resistentes de Leishmania aos antimoniais. (MISHA,
et. al., 2004) No entanto, o custo € muito elevado, além da ocorréncia de efeitos colaterais
como febre, nefrotoxicidade, diminuicdo de potassio e magnésio. (BALANA-FOURCE et. al,
1998).

Outra alternativa é a Miltefosina, Unico tratamento oral disponivel para tratamento da
leishmaniose. Como principais contraindicagfes, a miltefosina, apresenta riscos de dano ao
feto em caso de gravidezdo paciente. Em estudo realizado por Sindermann e Engel (2006)
foi observado que uma dose de 1,3 mg/kg por um periodo de 10 dias de gestacdo em
camundongos e coelhos causou efeitos teratogénicos.

A leishmaniose esta dentro do grupo de doencas negligenciadas, que sao aquelas
causadas por parasitas ou agentes infecciosos em populagcdes de baixa reanda, como em
paises da Africa, América do Sul e Asia. Diante do panorama atual relatado pela Organizacio
Mundialde Saude, e pelo elevado custo e efeitos colaterais a busca por novos farmacos ainda
desperta atencao da comunidade cientifica.

3. METODOLOGIA
3.1. Procedimentos experimentais gerais

Os solventes utilizados nas extracoes e particdes liquido-liquido, hexano, acetato de

etila, metanol e butanol, foram de grau PA da marca Synth utilizados sem prévio tratamento.

Para a concentracdo dos extratos, foi utilizado rotaevaporador BUCHI, sob presséao
reduzida, equipado com bomba de vacuo BUCHI modelo V-700/710.

As amostras injetadas para analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram previamente filtradas em filtro de seringa Nylon (3 mm, 20 pum).

As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas em
Cromatoégrafo Agilent Tecnologies 1200 Infinity Series comdetector por varredura de espectro
no Ultravioleta por arranjo de fotodiodos (DAD-UV/VIS), modelo 1260 Infinity Series e médulo
de tratamento de dados ChemStation Edition.
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Como fase estacionaria foi utilizada a coluna Supelco Ascentis fase reversa C18 (250

x 10,00 mm) e 5 ym de didmetro de particula.

Para as analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi utilizado

acetonitrila de grau cromatografico (Merck).

Para as colunas cromatograficas abertas foi utilizado silica-gel do tipo 60, com

particulas 63-200 um da Merck.

Os espectros de RMN de 'H de 300 foram obtidos em um espectrémetro Bruker Alll
300, localizados na central analitica do Instituto de Quimica da USP/S&o Paulo. As amostras

submetidas aos experimentos de RMN foram solubilizadas em CDCIs da Sigma-Aldrich.

3.2. Coleta do material vegetal e preparo dos extratos

A espécie Echinodorus macrophyllus (Figura 7) foi coletada no municipio de
Suzano/SP junto a um produtor de plantas ornamentais para lagos artificiais. As suas partes
aéreas (galhos e folhas) foram submetidas a secagem em estufa sob ventilagdo a 40°C por
24 horas visando a eliminagéo de agua. O material seco foi entdo moido em um liquidificador

comercial e 336,0 g foi utilizado para a obtencg&o de extrato bruto.

Figura 7: Espécie Echinodorus macrophyllus

Fonte: https://hortodidatico.ufsc.br/chapeu-de-couro/

O extrato bruto foi obtido a partir da maceragéo com hexano (10 x 500 mL) gerando
uma massa de 10,27 g apdés remocao do solvente por presséo reduzida. A torta residual foi
entdo utilizada para a extragdo com acetato de etila (10 x 500 mL) gerando uma massa de
8,83 g de extratos seco ap6s remoc¢ao do solvente por presséo reduzida. Uma aliquota dos
extratos em hexano e acetato de etila foram submetidas a analise de RMN de 'H visando
verificar a presenca de um simpleto em & 6,80 ppm, indicativo da presenca de uma ligacéo
dupla entre as posicdes 3 e 4 da estrutura principal de diterpenos do tipo clerodano.
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3.3. Fracionamento cromatografico

A metodologia utilizada para o fracionamento cromatografico visando a purificacao das
substancias foi a cromatografia de adsorcédo em silica gel e cromatografia liquida de alta
eficiéncia semi-preparativa. Para o primeiro método, as separacdes foram monitoradas por

cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e analise de RMN de 1H.

Almejando o isolamento de compostos com base no sinal apresentado em & 6,80 ppm,
o0 extrato em hexano foi selecionado. Desta forma, 9,63 g do extrato foi submetido ao
fracionamento cromatografico em coluna aberta (6,0 x 25,0 cm) com 400,0 g de silica. A fase
movel utilizada foi constituida de uma mistura de solventes emordemcrescente de polaridade
utilizando hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) nas seguintes
proporgdes: Hex:AcOEt (1:1; 25:75), AcOEt 100%, AcOEt:MeOH (1:1) e MeOH 100%. Esse
processo gerou 84 fracdes que foram analisadas por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), comreunido das fracdes de acordo com a similaridade que as substancias
eluiram na placa cromatografica apés revelagdo sob radiacdo ultravioleta (A =425 nm). Com
isto, foi obtido 10 grupos (A — J) conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Grupos do fracionamento cromatografico do extrato em hexano

Grupo Fragédo Massa ()
A 1-22 6,6710
B 23 -35 0,4784
C 36 - 50 0,5802
D 51 - 57 0,2019
E 58 — 67 0,0648
F 68 0,0171
G 69 -71 0,0224
H 72-77 0,4028

I 78 -79 0,1889
J 80 - 84 0,0736

Cada grupo foi analisado por ressonancia magnética nuclear de préton (RMN de H) e
assim, foi verificado a presenca de sinais em 6 6,80 ppm, que corresponde a sinal

caracteristico de diterpenos clerodanos na fragéo C.
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Destaforma, 560,0 mg da fragéo C foi submetida a um fracionamento emcoluna aberta
(4,0 x19,0 cm) e 95,0 g de silica.

A fase moével utilizada foi constituida de uma mistura de solventes em ordemcrescente
de polaridade utilizando hexano (Hex), acetato de etila (AcEOt) e metanol (MeOH) nas
seguintes proporc¢des, Hex:AcOEt (1:1; 2:3; 1:3), AcOEt 100% e a mistura de solventes de
AcOEt:MeOH (1:1).

Esse processo resultou em 53 fragdes que foram analisadas CCDA, onde as frag0es
foram reunidas com base na similaridade em que as substancias se deslocaram na placa

cromatografica aposrevelar sob radiacdo ultravioleta (A =425 nm). Assim, apés a reunido das
fracdes, foi obtido 5 grupos (C1 — C5) apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Fracionamento cromatografico da fracéo C

Grupo Subfragéo Massa (Q)
C1 1-6 0,0440
Cc2 7-14 0,0271
C3 15-25 0,1612
C4 26 —-41 0,2306
C5 42 - 53 0,0780

Apéds analise das subfrac6es por RMN de 'H, foi constatado a presenca dos sinais

caracteristicos de diterpenos clerodanos (8 6,80 ppm) na fragdo C4.
Assim, a fracdo C4 foi submetida a novo procedimento cromatogréfico.

Desta forma, 220,0 mg da fracdo C4 foi submetida a um fracionamento em coluna
aberta (2,3 x21,0 cm) e 32,5 g de silica.

A fase movel utilizada foi constituida de uma mistura de solventes em ordemcrescente
de polaridade utilizando Hex:AcOEt (1:1; 2:3; 1:3), AcOEt 100%, AcOEt:Me OH (1:1) e MeOH
100%.

O fracionamento resultou em 28 subfragdes que foram analisadas em cromatografia
de camada delgada (CCD), onde as fragdes foram reunidas de acordo com a similaridade em
que as substancias se deslocaram na placa cromatogréafica apos revelar sob radiacdo
ultravioleta (A =425 nm). Assim, apos a reunido das fracdes foi obtido 4 grupos (C4a — C4d)
(Tabela 3).
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Tabela 3: Fracionamento cromatografico da subfracédo C4

Grupo Fracéo Massa (Q)
Cda 1-9 0,150
C4b 10-15 0,0155
Céac 16 - 19 0,0193
C4ad 20 -28 0,0400

Cada grupo foi analisado por ressonancia magnética nuclear de préton (RMN de 1H) e
assim, foi constatado a presenca dos sinais caracteristicos de diterpenos clerodanos na

subfracdo C4a. Diante da observacéo da presenca do sinal em 3 6,80 ppm uma aliquota da
amostra foi submetida a anéalise cromatogréfica.

A andlise foi realizada com utilizagéo de colunade fase reversa C18, Supelco Ascentis
(250 x 10 mm, 5,0 um). A fase movel utilizada foi ACN e agua ultra pura com fluxo de 2,5
mL/min. A eluicdo ocorreu no modo gradiente conforme tabela 4. A deteccao foi realizada nos
comprimentos de onda de 210 e 254 nm.

Tabela 4: Gradiente de eluicdo da fragdo C4a de E. macrophyllus

Tempo (min) ACN (%) H20 (%)
0,0 66,0 34,0
5,0 66,0 34,0
17,0 72,0 28,0
21,0 77,0 23,0

4. RESULTADO E DISCUSSAO

O processo de extragdo dos constituintes quimicos teve inicio com o método de
maceracéo onde foi gerado os extratos secos em hexano (10,27 g) e acetato de etila (8,83 g)
com percentual emmassa de 3,0 % e 2,63% para hexano e acetato de etila, respectivamente

em relacdo a massa de folhas secas e moidas.

Pela analise de RMN de 'H dos extratos, optou-se por trabalhar inicialmente com o

extrato em hexano tendo em vista a maior intensidade do sinal em 4 6,82 ppm e auséncia de
sinais de feofitinas (Figuras 8 e 9).
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Figura 8: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do extrato em hexano de E. macrophyllus
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Figura 9: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) do extrato em acetato de etila de E.
macrophyllus
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O primeiro fracionamento cromatografico, foi bem sucedido do ponto de vista de
aumentar a concentracdo dos compostos de interesse em uma Unica fracdo. Pelo espectro

de RMN de H, foi possivel verificar a presenca de tais compostos na fragcdo C com base na

regiao entre 8 6,75 e 6 7,60 ppm (Figura 10).

Figura 10: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) da fragdo C
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Assim, o fracionamento cromatogréafico teve continuidade pela aplica¢éo da fragdo C
em nova coluna cromatogréfica visando aumentarainda mais a concentra¢éo dos compostos,

o que foi possivel com base na observacao dos sinais na regiao entre 6 6,75 e 3 7,60 ppm
fragdo C4 (Figura 11).

Figura 11: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) da subfracdo C4
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Como a massa da fragédo C4 era elevada para a finalidade desejada, foi submetida a
fracionamento com obtencéo de nova fragdo C4a com massa de 140 mg e presenca dos
compostos de interesse em elevada concentragéo. Pela expanséo do espectro de RMN de
1H, pode-se verificar uma grande quantidade de sinais que podem ser atribuidos a prétons de

anéis aromaticos além de sinais na regido de 6 6,80 ppm (Figura 12).

Figura 12: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) da subfragcdo C4a

O espectro de RMN de H da fracdo C4a na regido de 6 6,75 a 8,3 ppm revelou a
presenca de grande quantidade de prétons conectados a anéis aromaticos. Também foi

possivel visualizar um conjunto de sinais em & 6,80 ppm.
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Assim, a fim de obter tais compostos de forma pura, a subfragéo foi fracionada por

CLAE semi-preparativa.

Talanalise permitiu a observacao de trés picos de maior absorbancia(Figura 1 3), além

de compostos que apresentaram menor absorgao.

Figura 13: Cromatograma da fragdo C4a de E. macrophyllus.
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A condicdo cromatografica utilizada foi satisfatoria, uma vez que foi possivel obter uma

boa resolucéo para os compostos ja utilizando coluna semi-preparativa visando o isolamento

dos constituintes. Outro fator importante para o método desenvolvido foi o tempo total de

analise, de apenas 20 minutos para que a eluicdo de todos os constituintes da mistura fosse

concluida. Desta forma, pode-se obter 0S compostos por este processo um tempo muito curto

de andlise, mesmo tendo que repetirinje¢cdes da mistura. Combase no cromatograma, valores

maximos de absor¢ao, foram coletadas cinco subfragdes, o solvente removido gerando cinco

substancias conforme na tabela 5.

Tabela 5: Fracionamento cromatografico subfracdo C4a

Grupo Massa (g) Tempo de retencdo (min)
Cda-1 0,0026 5,49
Cd4a-2 0,0106 11,17
Cda-3 0,0014 11,88
Cda-4 0,0117 13,1
Cda-5 0,0041 18,0

Com base na andlise de RMN de 'H das cinco substancias isolada verificou-se a

presenca do sinal caracteristico de diterpeno cleronado em C4a-2 (figura 14). Desta forma
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analises adicionais de RMN de 13C (figura 15), HSQC e HMBC foramrealizadas a fim de obter

a identificagdo do composto, além da comparagcdo com dados da literatura.

Figura 14: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) da subfragdo C4a-2
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O composto C4a-2 foiisolado como sélido branco amorfo. O espectro de RMN de 'H
apresentou dois sinais de metilas quaternéarias ( 6+ 0,77 e 1,25 ppm), uma metila secundaria
em 0,82 ppm, além de sinais de dois prétons olefinicos em 6 7,10 ppm caracteristico de y-

butenolideo a.-substituido e o sinal em & 6,85 ppm correspondente a um préton na posicao
B de &cido carboxilico o, insaturado. O espectro de RMN de 13C apresentou sinalem 1744
ppm referente a carbonila do butenolideo, 172,0 ao acido carboxilico, além dos sinais de
carbonos olefinicos em 8 143,6, 141,2, 140,3 e 134,7 ppm, além de um sinalem & 70,2 ppm
correspondente a um grupo metilénico oxigenado. A partir destes resultados, além da
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comparacao com dados da literatura (PINTO et. al, 2010) (Tabela 6) o composto foi atribuido

como acido patagénico (figura 16).

Figura 16: Estrutura molecular do &cido patagénico.
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos observados nos espectrosde RMN do composto C4a-2
(500 e 75 MHz, CDCls).

Posi¢do (multipﬁ, JIHz) (mult(iiipll._,lt:]/Hz) & G
1 1,70 m 1.70 m 17.4 17.4
2 1,45 m 1.45m 27.2 27.4
3 6.85 br t (3.6) 6.81 brs 140.3 140.1
4 - - 141.3 141.1
5 - - 37.6 37.4

6 eq 1,43 m 1.43 m

6 ax 2,40 m 2.40m 3.7 36.0
7 2,25 m 2.25m 27.5 27.2
8 1,50 1.50 m 36.3 36.3
9 - - 38.8 38.7
10 1,35 m 1.35m 46.7 46.7

11 eq 1,19 m 1.19m

11 ax 2,40 m 2.40m 36.0 3.7

12 eq 2,05 m 2.05m

12 ax 2,20 m 2.20 m 19-1 19.0
13 - - 135.0 135.0
14 7.10 br t (1.7) 7.06 br s 143.5 143.4
15 4.77 d (1.5) 479 brs 70.2 70.1
16 - - 174.4 174.3
17 0.82 d (6.0) 0.85d 15.9 15.8
18 - - 172.0 172.0
19 1.25s 1.27 s 20.5 20.5
20 0.77 s 0.75s 18.2 18.1

O composto C4a-5, a partir da analise de RMN de *H, RMN de **C e espectrometria de
massas (figuras 17, 18 e 19) teve sua identidade estrutural revelada como difenoconazol (figura 20).

A espécie vegetal estudada foi obtida a partir de produtor de plantas aquaticas que utiliza fungicida no
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cultivo. Desta forma o composto C4a-5 nao faz parte da via metabdlica da espécie vegetal, mas sim
incorporado.

Figura 17: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) da subfragcdo C4a-5
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Figura 18: Espectro de RMN de 'H (75 MHz, CDCls) da subfracdo C4a-5
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Figura 19: Espectro de massas de baixa resolu¢éo do composto C4a-5.
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Figura 20: Estrutura molecular do difenoconazol.
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Ja os compostos C4a-1, C4a-3, C4a-4 nao apresentaram sinais do espectro de RMN
de H que indiquem algum composto que deva ter sua estrutura quimica elucidada, pois

representam apenas material graxo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os procedimentos cromatograficos utilizados do trabalho foram muito eficientes tendo
em vista a obtencédo de dois compostos com alto grau de pureza, uma pertencente a classe
dos diterpenos do tipo clerodano e outro composto que a espécie vegetal incorporou pela
utilizagdo de um fungicida. A fragdo em acetato de etila ndo estudada neste trabalho sera
também submetida a processos cromatogréaficos visando a obtencdo de mais compostos para
0 enriguecimento do acervo de substancias para o referido estudo. Tais substancias tendem
a ser analogas dos compostos isolados neste trabalho, tendo em vista as similaridades dos
sinais dos espectros de RMN de 'H para os extratos.
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