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RESUMO
Palavras-chaves: Serjania glabrata, Sapindaceae, moluscicida.

O presente trabalho teve como objetivo o estudo quimico e a avaliagdo do
potencial moluscicida da espécie vegetal Serjania glabrata Kunth, pertence a familia
Sapindaceae. Esta familia caracteriza-se pelo acumulo de quebrachitol e saponinas
triterpénicas (geralmente tdxicas) em seus tecidos parequimaticos, e nas suas
sementes uma classe incomum de compostos, o0s cianolipidios. A planta foi separada
em folhas, galhos e sementes e submetida a diferentes metodologias de extragcéo e
purificagdo. O fracionamento extrato hexénico das folhas em diferentes solventes
utilizando técnicas cromatograficas resultou no isolamento de duas misturas de
hidrocarbonetos insaturados e do triterpeno B-amirina. O aminoacido n-metil-trans-4-
hidroxil-L-prolina foi isolado do extrato etandlico dos galhos apds fracionamento em
coluna cromatografica. Do extrato hexancio das sementes foi isolado um cianolipidio de
tipo I, o 1-ciano-2-hidroximetilpropil-2-en-1-ol-diéster. Também foi empregada, a
metodologia de precipitagdo de saponinas e posterior didlise do precipitado com o
extrato etandlico das sementes. Do fracionamento em coluna cromatogréfica foi isolada
a substancia quebrachitol. A avaliacdo do potencial moluscicida dos extratos indicou o
hexanico dos galhos como sendo ativo e hexanico das sementes como sendo muito

ativo, com valor de LCs de 137,6 ug.mL™ e 28,3 ug.mL™, respectivamente.
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ABSTRACT
Keywords: Serjania glabrata, Sapindaceae, moluscicidal.

The present works was aimed at the chemical study and evaluation of
molluscicidal potential of the vegetable specie Serjania glabrata Kunth, which belongs to
the family Sapindaceae. This family is characterized by the accumulation of quebrachitol
and triterpenic saponins (often toxic) in their parenchymatous tissues, and their seeds
an unusual class of composts, the cyanolipids. The plant was separated into leaves,
twigs and seeds and subjected to different methods of extraction and purification. The
fractionation of hexane extract from the leaves in different solvents using
chromatography techniques resulted in the isolation of two mixtures of unsaturated
hydrocarbons and triterpene B-amyrin. The amino acid N-methyl-trans-4-hydroxyl-L-
proline was isolated from the ethanolic extract of branches after fractionation in column
chromatography. With the hexane extract of the seeds was isolated a cyanolipid type I,
the 1-cyano-2-hydroymethylprop-2-en-1-ol-diester. It was also employed the
methodology of precipitation saponins and subsequent dialysis of the precipitate of the
ethanolic extract of the seeds. Through the column chromatography fractionation was
isolated the substance quebrachitol. The evaluation of the molluscicidal potential
indicated the hexane extracts of branches as active and hexane extract of the seeds as

very active, with the LCsp value of 137,6 ug.mL™ and 28,3 ng.mL™, respectively.
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OBJETIVOS DO TRABALHO

e Realizar o estudo quimico da espécie vegetal Serjania glabrata Kunth

visando o isolamento e caracteriza¢cao dos principais componentes.

e Caracterizar, a partir do estudo quimico guiado por bioensaios, as

substancias responsaveis pela atividade moluscicida.

e Avaliar o potencial desta como agente moluscicida
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1. INTRODUCAO

Desde tempos remotos 0 homem tem feito uso de plantas medicinais para
produzir remédios destinados ao tratamento de seus males. Estas tém contribuido
significativamente para o fortalecimento da industria farmacéutica, através do
isolamento de substancias bioativas, cuja complexidade de muitas estruturas
quimicas inviabilizaria técnica e economicamente a sintese organica de tais
substancias Y. No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Salide
(OMS) divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento
dependiam das plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados
basicos de satde @.

Muito ja se conhece a respeito de seu uso por parte da sabedoria popular.
Mesmo com os avancos da farmacologia, na producdo de medicamentos e
produtos sintéticos, podemos perceber que esta pratica ainda persiste no tempo,
principalmente entre as comunidades mais carentes. Ao longo do tempo tém sido
registrados variados procedimentos clinicos tradicionais utilizando plantas
medicinais. Apesar da grande evolucdo da medicina alopatica a partir da segunda
metade do século XX, existem obstaculos basicos na sua utlizacdo pelas
populacbes carentes, que vao desde 0 acesso aos centros de atendimento
hospitalares & obtencdo de exames e medicamentos. Estes motivos, associados
com a facil obtenc¢éo e a grande tradi¢cdo do uso de plantas medicinais, contribuem

para sua utilizacdo pelas populacfes dos paises em desenvolvimento @



Vé-se um interesse crescente na utilizacdo e pesquisa de plantas
medicinais, objetivando fins terapéuticos, aliadas a boa aceitabilidade destes
produtos no mercado farmacéutico e as altas cifras que circundam a
comercializacéo de fitomedicamentos, observada na Gltima década .

Esta prética milenar perdeu espago para os medicamentos sintéticos,
entretanto, o alto custo destes farmacos e os efeitos colaterais apresentados
contribuiram para o ressurgimento da fitoterapia. A Fitoterapia é uma terapéutica
caracterizada pela utilizacdo de plantas medicinais em suas diferentes formas
farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda que de
origem vegetal, cuja abordagem incentiva o desenvolvimento comunitério, a
solidariedade e a participacao social ©.

A utilizacdo de plantas ndo se da somente para o tratamento de forma
direta das enfermidades humanas, mas como também de forma indireta. O
controle de doencas evitando sua propagacdo através do rompimento se seus
ciclos. Como exemplo, muitas plantas tém sido avaliadas como agentes
moluscicidas.

Certamente o Brasil possui uma das maiores ou a maior biodiversidade do
planeta ™. O estudo quimico de plantas medicinais, visando & obtencéo de novos
compostos bioativos, constitui uma linha de pesquisa de grande interesse na area
de Produtos Naturais, sendo que a descoberta destes tem estimulado
pesquisadores a buscarem isolar e identificar novos compostos de interesse

medicinal.



1.1. Familia Sapindaceae

A planta em estudo, Serjania glabrata Kunth, pertence a familia
Sapindaceae, a qual compreende cerca de 140 géneros e 1500 espécies. Seus
representantes apresentam-se como arvores, arbustos ou trepadeiras. Geralmente
sdo plantas taniniferas, comumente produzem proantocianinas, as vezes acido
cianogénico. Acumulam em seus tecidos parenquimaticos quebrachitol e
saponinas triterpénicas, que geralmente séo toxicas.

Encontra-se distribuida em regifes tropicais e subtropicais, podendo ter
alguns membros encontrados em regidao de clima temperado. O maior género sao
as trepadeiras Serjania, com cerca de 220 espécies, e Paullinia, com cerca de 150
espécies ©.

No Brasil, essa familia tem como maior e mais representativa area de
disperséo a regido amazonica, de onde se distribui por todas as outras Unidades
da Federacdo. Particularmente, na regido Centro-Oeste brasileira, constituida
pelos Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e Distrito Federal ©

Muitas espécies de plantas da familia Sapindaceae sdo usadas na
medicina tradicional em varias partes do mundo devido ao seu conjunto de
atividades biol6gicas: como diurético, estimulante, expectorante, surfactante
natural, sedativo, vermifugo, contra dores de estémago e dermatites .

Sapindus saponaria € conhecido como saboeiro, sab&o-de-soldado,
jequitinhacu, entre outros, tem sua casca, raiz e frutos utilizados na medicina

popular como calmante, adstringente, diurético, expectorante, tbnico, depurativo



do sangue e contra a tosse (. Os frutos servem para a lavagem de roupas por
possuirem saponinas.

A lichia (Litchi chinensis), originéria da China, possui frutos de casca rugosa
e de cor vermelha, a polpa é gelatinosa e translicida e sdo conhecidos como
morango chinés.

O guarana é um arbusto originario da Amazénia, encontrado no Brasil e
Venezuela, cultivado principalmente no municipio de Maués-Am e na Bahia. Seu
nome cientifico € Paullinia cupana e pertence a familia Sapindaceae. Sua fruta
possui uma substancia parecida com a cafeina (guaraina) e devido a essa
propriedade estimulante é usada para a fabricacdo de xaropes, barras, pés e
refrigerantes.

Saponinas, diterpenos, flavondides, compostos cianogénicos e
aminoacidos, entre outros compostos, tém sido caracterizados deste grupo de
plantas ©.

A planta Serjania triquetra Radlk € usada na medicina popular mexicana
como diurético e seu estudo resultou no isolamento de uma sapogenina, 1la-
hidroperoxi-hederagenina (1), considerada intermediario chave na biossintese de

muitos triterpenos ®.



AcO

(1)
Glicosideos de hederagenina séo reportados em estudo realizados com as

(10)

plantas Pometia eximia @, Elattostachys apetala ‘9, Sapindus trifoliatus % e

Sapindus mukorossi ‘2,
Harpullia cupanioides ®® foi selecionada para estudo por suas saponinas

apresentaram atividade hemolitica alta. Este estudo resultou no isolamento de

cinco saponinas que possuem como aglicona o 22-O-angeloil-Al-barrigenol (2).

(2)

As saponinas isoladas de Pometia ridleyi ‘¥ e Harpullia austro-caledonica

% também apresentaram atividade hemolitica. As saponinas de P. ridleyi, que



possuem o acido oleandico (3) como aglicona, causaram 50% de hemolise em
solucdo de 10% de eritrocitos a uma concentracdo de 23 pg/ml. A atividade
hemolitica para a mistura de saponinas de H. austro-caledonica foi de 100% para
uma suspensao de 10% de eritrécitos a uma concentracdo de 5 ug/ml. A aglicona

destas saponinas é o 22a-di-O-angeloilbarringtogenol (4).

3)

(4)

O estudo da espécie Serjania salzmanniana ®® levou ao isolamento de

saponinas monodesmosidicas que possuem como aglicona a gipsogenina,



hederagenina (5) ou o acido oleandico (3). Todas estas saponinas causaram
morte de 70-100% a 10 ppm para Biomphalaria alexandrina, vetor do Schistosoma
mansoni no Vale do Nilo.

Extratos de Sapindus mukorossi “? mostraram efeitos moluscicidas frente
Pomacea canaliculata Lamark, caracol dourado usado em aquarios que se tornou
uma praga em paises Asiaticos, com valores de LCso de 85, 22 e 17 ppm apos
contato por 24, 48 e 72 h com a solucado. O estudo quimico resultou no isolamento

de saponinas monodesmosidicas que possuem como aglicona a hederagenina

().

()

As sementes de muitas espécies de Sapindaceae sao ricas em 0Oleos que
contém acilgliceréis e uma classe incomum de lipidios de plantas, os cianolipidios,
que sdo derivados do aminoéacido leucina *”. Quatro tipos de estruturas de
cianolipidios tém sido reportados em plantas desta familia, 1-ciano-2-
hidroximetilprop-2-en-1-ol-diéster (6); 1-ciano-2-metilprop-1-en-3-ol-éster (7); 1-

ciano-2-hidroximetilprop-1-en-3-ol-diéster (8); 1-ciano-2-metil-prop-2-en-1-éster



(9); com um ou dois &cidos graxos esterificados, mono ou dihidroxinitrila

respectivamente. Os cianolipidios dos tipos | e IV sdo cianogénicos.

o 0
/lk/ R
0 o)
H,C HaC
0
NC o/lk/ NC
(6) (7)
0 0
)k/R
0 0
! H,C CHs
‘ o)
NG NC O)kR
(8) 9)

Propriedades como repelente para insetos e atividade inseticida foram
descritas para alguns 6leos extraidos de sementes de Sapindaceas ®®. Estudos
composicionais realizados com lipidios isolados tém mostrado que séao
caracterizados grande parte do acido graxo eicosandico (20:0) e eicosendico
(20:1).

O estudo sobre a composicdo quimica do 6leo extraido das sementes de

Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke “® mostrou que 3% do 6leo extraido é
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composto por cianolipidios e 28% de acilgliceréis. Analises de RMN de 'H e *C
indicaram que o cianolipidio do tipo | esta presente no 6leo de P. cupana. Analise
por CG e CG-EM mostraram que o0s acidos graxos cis-11-octadecandico (acido
cis-vaccénico) e cis-11-eicosendico foram os principais grupos de acidos graxos

(30,4 e 38,7%) esterificados no cianolipidio.

1.2.1. Serjania glabrata kunth

Serjania glabrata kunth & encontrada na planicie de inundacdo do Alto Rio
Parand, cujas espécies vegetais estdo sendo catalogadas e estudadas em
conjunto com grupo de pesquisa Nupélia/UEM.

Posicéo taxonbmica de Serjania glabrata Kunth no reino vegetal, segundo
Cronquist

Divisao: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Rosidae

Ordem: Sapindales
Familia: Sapindaceae
Género: Serjania
Espécie: S. glabrata



Pertence a tribo Paullinieae Kunth e subtribo Eupalliniecae Radlk @Y E
conhecida como silvestre “? e venenosa ®. E uma trepadeira e sua semente,
chamada de sementes aladas, possuem folhas modificadas que permitem sua

disseminacdo pelo vento, como mostra a Figura 1.

Figura 1: Detalhe das sementes de Serjania glabrata Kunth (Sapindaceae)

1.4. Atividade Moluscicida e Esquistossomose

7z

Esquistossomose é uma doenca parasitaria causada por diferentes
espécies de Schistosoma, por exemplo, S. mansoni, S. haematobium, S.
japonicum, S. mekongi e S. intercalatum. Cada espécie tem aumento crénico nas
manifestagdes clinicas tanto urinarias (S. haematobium) quanto intestinais ?*.
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Os humanos sao o0s hospedeiros primarios dos trematdides de
Schistosoma, cujos ovos sdo eliminados através das fezes humanas (S. mansoni
e outros) ou pela urina (S. haematobium). Se 0s ovos entrarem em contato com
agua limpa, podem eclodir e liberar o miracidio, larva que penetra em certos
animais aquaticos, como anfibios ou moluscos (caramujo) (ex.: Biomphalaria spp.,
Bulinus. spp, Oncomelania spp.) usando-os como hospedeiros intermediarios ¢¥.

Apés a fase de multiplicacdo no hospedeiro intermediario, um grande
namero de cercarias nadadoras deixa o hospedeiro e penetram na pela humana
gue esta em contato com a agua. A cercaria invasora desenvolve-se até a forma

adulta no corpo humano e o ciclo de vida do parasita recomeca (Figura 2).

Figura 2: Ciclo da esquistossomose.

O tratamento de individuos infectados € realizado com drogas anti

esquistissoma, como praziquantel e oxamniquina. O controle do caramujo com

11



agentes moluscicidas tem sido um método e uma escolha para reduzir o risco da
transmissado da esquistossomose em areas endémicas.

Niclosamida é o Unico agente moluscicida disponivel e recomendado pela
OMS para uso em larga escala em programas de controle da esquistossomose.
Vem sendo usada hi mais de 40 anos e tem se mostrado mais seletiva e menos
danosa para a saude humana que outros agentes moluscicidas inorganicos ou
sintéticos, como os sais de cobre, sodio pentaclorofenato e compostos organicos
(6xido de tributiltin). ?¥

Entretanto, o custo envolvido no tratamento com niclosamida dos locais de
transmissdo tem sido proibido por muitos paises em desenvolvimento onde a
esquistossomose é endémica. Portanto, ha interesse de se encontrar plantas
moluscicidas que possam ser uma alternativa barata e localmente mais viavel do
que os produtos sintéticos usados para o controle dos caramujos ©°.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude @9 (OMS), existem cerca
de 200 milhGes de pessoas com esquistossomose no mundo, 10% delas sujeitas a
morrerem devido a doenca, e aproximadamente 650 milhdes de habitantes em
areas que a doenca é endémica.

No Brasil, onde a esquistossomose é encontrada em todas as regides
geogréficas e em pelo menos 19 Unidades Federadas, segundo estimativas, h&
em torno de 2,5 milhdes de portadores da doenca e cerca de 25 milhdes de
pessoas expostas ao risco de contrai-la. A esquistossomose mansonica é uma
endemia importante transmitida pelo Schistosoma mansoni, um trematédeo que

tem como hospedeiros intermediérios os caramujos do género Biomphalaria.
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O hospedeiro intermediario mais importante em nosso pais € a espécie
Biomphalaria glabrata (Figura 3). Algumas drogas sintéticas sdo utilizadas no
tratamento terapéutico ou no controle dos caramujos transmissores da doenca.
Entretanto, devido aos altos custos, aos prejuizos ambientais, a degradacéo lenta
da maioria dos agentes sintéticos empregados, além da resisténcia dos caramujos
transmissores frente a alguns destes agentes, torna-se necessério avaliagdo de

métodos alternativos para controle da transmisséo e cura da doenga #”.

Figura 3: Foto de Biomphalaria glabrata.

Desde a descoberta do grande potencial moluscicida ®® das saponinas da
planta Phytolacca dodecandra L’Herit (Phytolaccaceae), o estudo de saponinas
aumentou. Muitas saponinas e extratos de plantas, muitas delas da familia

Sapindaceae, tém tido seus potencias moluscicidas avaliados.
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1.5. Teste de toxicidade frente Artemia salina

Compostos bioativos geralmente sdo toxicos em altas doses. Para tanto,
testes in vivo em organismos zoologicamente simples podem ser usados para um
rapido e simples monitoramento de fracdes e extratos de plantas biologicamente
ativas.

Camardes de agua (Figura 4) salgada tém sido utilizados em varios
sistemas de bioensaios . Algumas destas aplicacdes tém sido utilizadas para
analises de residuos de pesticidas, micotoxinas, poluentes, anestésicos,
compostos do tipo morfina, entre outros. Estes organismos podem ser usados
para monitoramento de detecc¢ao e isolamento de compostos bioativos de plantas,

0S quais podem apresentar-se toxicos para estes organismos.

Figura 4: Artemia salina na fase adulta e em forma de naupilo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e métodos

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos em um
equipamento CG/EM SHIMADZU a 70 eV, modelo QP 2000A, com sonda para
solidos.

Os espectros de RMN 'H e *C foram obtidos em espectrometro VARIAN,
modelo GEMINI 2000 BB e MERCURY plus BB ambos operando a 300,06 MHz
para 'H e 75,45 MHz para **C. Os deslocamentos quimicos foram dados em ppm,
tendo como referéncia interna o tetrametilsiiano TMS (d 0,0 ppm). Os solventes
deuterados utilizados foram CDCl3, D,O foram ISOTEC ou Aldrich.

A interpretagdo dos dados foi realizada com o auxilio de dados
espectroscopicos de correlacdes bidimensionais como COSY 45, HMQC e HMBC
e da técnica DEPT, onde CH3 apresenta sinal positivo no espectro de DEPT 135°,
CH sinal positivo tanto no DEPT 135° quanto no DEPT 90°, CH, sinal negativo no
DEPT 135° e C néo ligado a hidrogénio ndo apresenta sinal em nenhum dos dois
espectros DEPT.

As cromatografias em coluna foram realizadas em colunas de vidro,
utilizando silica gel (0,063 — 0,020 mm) da Merk e silica flash (0,035-0,070 mm).
As dimensdes das colunas variaram de acordo com a quantidade de material
empregado. Para acompanhamento da cromatografia em coluna utilizou-se

cromatografia em camada delgada analitica.
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As elui¢cbes foram feitas com solventes organicos puros ou combinadas em
ordem crescentes de polaridade sendo as fragcdes obtidas concentradas em
evaporador rotativo.

As placas para cromatografia em camada delgada e cromatografia em
camada delgada preparativa foram feitas utilizando-se silica gel GF 254 (Fluka),
suspensa em agua destilada e distribuida em camada de 0,3 mm e 0,8 mm de
espessura sobre as placas de vidro de 20 por 5 e 20 por 20 cm, respectivamente.

A visualizagdo dos compostos em CCD utilizou-se irradiagdo com luz
ultravioleta a 254 e 366 nm, pulverizacdo H,SO4/ MeOH (1:1) ou acido acético /
H,SO,/ anisaldeido (revelador especifico para terpenos), seguido de aguecimento
em chapa.

Na avaliagcdo da toxicidade com Artemia salina foi utilizada solucdo de agua
marinha (3,8 g de NaCl para cada litro de agua), ovos do microcrustaceo (Artemia
salina) adquiridos em uma loja de aquarios local e um recipiente plastico, com dois
compartimentos onde um deles se encontrava ao abrigo da luz que foi
desenvolvido no proprio laboratério.

Para a avaliagdo da atividade moluscicida foram utilizados caramujos da
espécie Biomphalaria glabrata, e DMSO utilizado na solubilizacdo das amostras a

serem testadas.
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3.2. Preparacao dos extratos e avaliacdo de atividades biologicas

da espécie vegetal Serjania glabrata kunth (Sapindaceae)

3.2.1. Coleta e secagem da planta

A espécie vegetal Serjania glabrata Kunth (Sapindaceae) foi coletada no dia
04 de abril de 2004, as margens do Rio S&o Pedro, no municipio de Porto Rico-Pr.

A identificacdo da espécie foi realizada pela professora Dra. Maria
Conceicdo e uma exicata foi depositada no herbéario da Universidade Estadual de
Maringd — HEUM, sob registro n® 13.481.

O material coletado foi separado em folhas, galhos e sementes, seco em
forno de ar circulante a 35 °C e moido em moinho de facas rendendo 456 g de
folhas, 832 g de galhos e 218 g de sementes. Os extratos foram obtidos através
de maceracdo por 24 horas a temperatura ambiente e percolacdo até total
descoloracao do liquido coletado. Os extratos foram concentrados em evaporador
rotativo e liofilizados. Através da Figura 5 podemos ter uma visdo geral da
obtencdo dos extratos e das avaliagbes das atividades bioldgicas realizadas nas
diferentes partes da planta.

Na tabela 1 estdo descritos a relacdo de massa obtida na coleta das

diferentes partes da planta, assim como seus extratos e codigos.
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Serjania glabrata Kunth

A A A
Folhas Galhos Sementes
Maceracéo Maceragéo Maceragéo
Hexano‘ Etanol‘ Hexano‘ Etanol , Hexano‘ Etanol‘ Agua‘
SG-A || SG-B SG-C || SG-D SG-E || SG-F || SG-G
| | | | | 4i_¢
. Atividades
Atividades 1e2
1e2
Precipitagdo em acetona
Precipitado||Parte soluvel
SG-Fp SG-Fs
Dialise frente agua por 48 h | L
Ly Atividade 1
y A Y
Precipitado||Sobrenadante|| Agua
SG-FpA SG-FpB SG-FpC
| | Particéo
v
o Butanol Agua
Atividade 1 \ <
SG-FpD || SG-FpE
L |
A
Atividade 1

Figura 5: Procedimento empregado para obtencdo dos extratos das folhas (---),

galhos (---) das sementes (---) e atividades realizadas (---): 1- Toxicidade com

Artemia salina e 2- Atividade moluscicida.
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Tabela 1: Relagcdo da coleta das diferentes partes da planta e dos extratos

obtidos.
Parte da Massa da planta Extratos Massa do Cddigo do
Planta seca e moida (g) extrato (g) extrato
Hexanico 27,38 SG-A
Folhas 456
Etandlico 89,13 SG-B
Hexanico 10,18 SG-C
Galhos 832
Etandlico 29,61 SG-D
Hexanico 11,89 SG-E
Etandlico 30,73 SG-F
Aquoso 24,66 SG-G
Precipitado 4,30 SG-Fp
Sobrenadante 13,30 SG-Fs
Sementes 218 .
Precipitado
didlise 0,20 SG-FpA
Sobrenadante
didlise 024 SG-FpB
Fragcédo ButOH 0,87 SG-FpD
Fracao
aquosa 6,43 SG-FpE
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3.2.2. Teste de mortalidade de Artemia salina

Os ovos de camarao, Artemia salina foram adquiridos em uma loja de
aquarios local. A agua marinha utilizada para o cultivo foi feita utilizando-se 3,8 g
de sal marinho para cada litro de 4gua conforme descrito pela literatura ¢,

Os ovos de A. salina foram eclodidos em um aquario oval montado no
laboratério utilizando-se dgua marinha artificial previamente preparada. O aquario
foi construido com uma divisao interna contendo varios orificios, produzindo dois
compartimentos de mesmo tamanho. Os ovos foram colocados no compartimento
previamente escurecido. O outro compartimento foi iluminado, de modo a atrair 0s
camardes para este compartimento apds eclosdo, através de fototropismo. Os
ovos foram incubados durante 48 horas em temperatura ambiente. O
procedimento descrito anteriormente esté ilustrado na Figura 6.

Os extratos foram solubilizados em agua marinha a concentracdes que
variaram entre 1000 a 10 ppm (ug/mL). Quando necessario, até 5 uyL de DMSO foi
adicionado a 5 mL de amostra sem que este fosse toxico para os camardes. Os
testes foram realizados em triplicatas para cada diluicdo e branco, da seguinte
forma: no tubo de ensaio foi adicionado 5 mL de solu¢cdo aquosa da amostra e 10
larvas de A. salina.

Apés contato de 24 h de A. salina com a amostra foram contados os
sobreviventes e a porcentagem de mortalidade foi estimada para cada diluicdo. O

mesmo foi feito para o controle ™ A concentracéo letal de 50% (LCsg) foi
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calculada através do grafico de log da concentracdo da solucdo dos extratos

versus a média da porcentagem de mortalidade.

Figura 6: Materiais usados no laboratério de Produtos Naturais para a realizacéo

do ensaio de mortalidade de Artemia salina.

3.2.3. Teste de atividade moluscicida

O teste de atividade moluscicida consiste basicamente na imerséo total do
caramujo Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do Schistosoma
mansoni causador da esquistossomose, na solugéo da amostra a ser testada.

Foi realizado teste preliminar a 400 ppm com 0s seguintes extratos: SG-A,
SG-B, SG-C, SG-D, SG-E, SG-F e SG-G. Confirmada a atividade nesta
concentracdo a mesma foi reduzida até obtengcédo da LCsy.

Para tanto, 80 mg de cada extrato foram solubilizados em 400 uL de DMSO
juntamente com 200 mL de agua do aquério. Quatro caramujos jovens da espécie

21



Biomphalaria glabrata (aproximadamente 3 meses), sadios, criados em aquario e
alimentados com alface, foram colocados em contato com a solugao teste por 24
h.

Apés este periodo, os caramujos foram analisados e colocados por mais 24

h em contato com agua destilada, para a confirmac¢do da morte. A Figura 7 mostra

uma visédo geral de como o teste moluscicida foi realizado.

Determinacgio da
LCso

Biomphalaria
glabrata

Contagem dos
Batimentos
Cardiacos

Concentragio
Inicial 400 ppm

24 horas

48 horas

Contagem dos

v

Batimentos >
Cardicacos

So Agua ada

Figura 7: Esquema para teste de atividade moluscicida frente ao caramujo

Biomphalaria glabrata.
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3.2. Estudo Fitoquimico

Foi tracado o perfil cromatografico para todos os extratos de S. glabrata.
Devido a semelhanca de alguns extratos, priorizaram-se estudar os extratos com

maior massa e menos complexos.

3.2.1. Estudo das Folhas

A Figura 8 mostra uma visdo geral do procedimento empregado no

isolamento das substancias das folhas de Serjania glabrata Kunth.
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Folhas

832 ¢g

SG-B
89,13 g

oluna em Silica gel
Hexano/ CH,Cl./ MeOH
F1-F9

Coluna em Silica gel
CH.CL,} AcOEt} MeOH
F1-F11

Coluna em Silica ge
Hexano/CH.Cl,/ MeOH
F1-F15

Coluna em Silica gel
CH,Cl,/ AcOFEt} MeOH
F1-F14

Hexanof CH,Cl, 25%

Figura 8: Procedimentos empregados no isolamento dos constituintes quimicos

da planta Serjania glabrata Kunth

3.2.1.1. Fracionamento do extrato hexanico das folhas e Isolamento

das substancias SG-1 e SG-2

Realizou-se uma coluna filtrante com 27 g do extrato hexéanico SG-A
adsorvendo-o em 50 g de silica gel 60 e fracionamento em coluna cromatografica

(6 = 5,5 cm; 100,0 g de silica gel 60). Foram utilizados os seguintes eluentes:
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diclorometano como eluente de empacotamento, misturas de diclorometano/
acetato de etila em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas nove fracdes
de 500 mL de acordo com a polaridade do eluente utilizado, conforme descrito na

Tabela 02.

Tabela 2: Dados do fracionamento da fracdo SG-A por coluna cromatogréfica.

Eluente Utilizado Cddigo das fracdes Massa das fracOes
CH.Cl, SG-All 9,03¢g
CH.CI,/AcOEt 5% SG-All 6,239
CH.CI,/AcOEt 10% SG-AlI 241¢
CH.CI,/AcOEt 20% SG-A.lV 1,74 ¢
CH,CI,/AcOEt 30% SG-AV 1,40¢g
CH.CIl,/AcOEt 50% SG-A.VI 1,779
AcOEt SG-A. VI 1,11 g
AcOEt/ MeOH 50% SG-A.VIII 0,87 ¢
MeOH SG-A.IX 1,019

* Massa recuperada: 93,5%

A fracdo SG-A.l apresentava boa quantidade de massa e poucas manchas
em CCD. Foi entdo submetida a fracionamento em coluna cromatogréfica (¢ = 2,5
cm; 30 g de silica gel 60) utlizando-se diclorometano como eluente de
empacotamento, misturas de diclorometano/ acetato de etila em ordem crescente

de polaridade. A coluna foi lavada com metanol. Foram coletadas 68 fragbes de 20
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mL cada. Apds obtencdo das fracdes, estas foram reunidas por semelhanca em

CCD conforme descrito na Tabela 03.

A fracdo SG-A.l.1 foi recromatografada em coluna de silica gel (¢ = 2,5 cm;

30 g de silica gel 60) utilizando-se hexano como eluente de empacotamento,

misturas de hexano/ diclorometano em ordem crescente de polaridade. A coluna

foi lavada com metanol. Foram coletadas 143 fragbes de 20 mL cada. Apds

obtencao das fracOes, estas foram reunidas por semelhanca em CCD, conforme

descrito na Tabela 04.

Tabela 3: Massas e codigos das fragBes reunidas da CC de SG-AL.

Eluente Cddigo das fracdes Massa das fracOes
CH.Cl, SG-Al.1 1,27 ¢
CH,Cl, SG-Al.2 2,749
CH.Cl, SG-AlL3 1,62 g
CH.Cl, SG-Al.4 0,50 g
CH.CI,/AcOEt 1% SG-ALS 0,73 ¢
CH,CI,/AcOEt 5% SG-AlL6 0,209
CH.CI,/AcOEt 10% SG-AL7 0,06 g
CH,CI,/AcOEt 20% SG-AL8 0,17 g
CH,Cl,/AcOEt 50% SG-AL9 0,16 g
CH,Cl,/AcOEt SG-Al.10 1,34 g
AcOEt SG-AlL1l 0,25¢
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Tabela 4: Cédigos e massas das fracdes reunidas da CC de SG-AI.1.

Eluente Cddigo das fracdes Massa das fracOes
Hexano SG-Al.l1.1 126,7 mg
Hexano SG-AlL.1.2 25,1 mg
Hex/ CH,Cl, 5% SG-Al.1.3 7,5 mg
Hex/ CH2Cl; 5% SG-AlL1A4 105,2 mg
Hex/ CH,Cl; 10% SG-ALL1LS5 2,6 mg
Hex/ CH,Cl; 10% SG-AlLL1.6 52,9 mg
Hex/ CH,Cl; 15% SG-AlL.L1.7 8,2 mg
Hex/ CH,Cl; 20% SG-AlLL1.8 82,8 mg
Hex/ CH,Cl; 30% SG-AlL1.9 97,2 mg
Hex/ CH,Cl; 30% SG-AL1.10 204,4 mg
Hex/ CH,Cl; 30% SG-AL1.11 78,7 mg
Hex/ CH,Cl; 50% SG-ALL1.12 70,2 mg
Hex/ CH,Cl; 50% SG-AlL1.13 14,3 mg
CH.Cl, SG-AlL1.14 35,0 mg
MeOH SG-AlL1.15 37,4 mg

Apés evaporacdo do solvente da fracdo SG-A.l.1.1 houve a formacgédo de
um pé branco que apresentava estar pura em CCD. Esta fragdo foi codificada
como SG-1.

Apés evaporacdo do solvente da fracdo SG-A.l.1.3 houve a formacgédo de
um Oleo amarelo que apresentava apenas uma mancha em CCD. Esta fracao foi

codificada como SG-2.
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A fracdo SG-A.l.4 eluida CH,CI,/ACOEt 20% em apresentava poucas
manchas em CCD e boa massa. Esta fracéo foi selecionada para estudo.
A fracdo SG-AIl.6 foi submetida a fracionamento em coluna cromatografica em
silica gel. As fracdes obtidas foram reunidas conforme semelhanca em CCD.
Porém devido a complexidade das fragcfes e a baixa quantidade de massa obtida

nao foi possivel o isolamento de nenhuma substancia pura.

3.2.1.2. Estudo da fracdo SG-A.l.4 e Isolamento da substancia SG-3

SG-AlL4 (500 mg) foi adsorvida em 1,5 g de silica gel e em seguida foi
submetida ao fracionamento em coluna cromatogréfica (¢ = 2,5 cm; 30 g de silica
gel 60). Foram utilizados os seguintes eluentes: hexano/ diclorometano 1:1 como
eluente de empacotamento, misturas de hexano/ diclorometano/ acetato de etila e
metanol em ordem crescente de polaridade. A coluna foi lavada com metanol.
Foram coletadas 157 frag6es de 20 mL cada.

Todas as fragBes foram submetidas a andlise em CCD e reunidas conforme
semelhanca. As massas e codigos das fracdes obtidas estdo descritos na Tabela
05.

As fragbes SG-AlL.4.3 (30,1 mg) e SG-Al.4.4 (53,2 mg) apresentavam bom
perfil cromatogréafico com poucas manchas em CCD e boa massa. Foram entdo
submetidas a cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) em hexano/

diclorometano 25%.
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De SG-Al.4.3 foi isolado um composto em forma de cristais brancos
codificado de SG-3 (5,0 mg). As fracOes obtidas de SG-Al.4.4 apresentaram
complexidade e pouca massa, nao sendo possivel o isolamento de nenhuma

substancia pura.

Tabela 5: Massas e codigos das fragBes reunidas da CC SG-Al 4.

FracOes reunidas Cddigo das fracdes Massa das fracOes
Hex./ CHxCl; 1:1 SG-Al4.1 7,3 mg
Hex./ CHxCl; 1:1 SG-Al.4.2 3,1 mg
CH,Cl, SG-Al.4.3 30,1 mg
CHxCl, SG-AlL4.4 53,2 mg
CH.Cl, SG-Al.4.5 77,9 mg
CH.CI,/AcOEt 1% SG-AlL4.6 2028,7 mg
CH.CI,/AcOEt 1% SG-AlL4.7 39,8 mg
CH.CI,/AcOEt 3% SG-AlL4.8 21,4 mg
CH.CI,/AcOEt 5% SG-AlL4.9 15,7 mg
CH.CI,/AcOEt 10% SG-AL4.10 33,3 mg
CH.CI,/AcOEt 20% SG-Al4.11 17,3 mg
CH.CIl,/AcOEt 30% SG-AlL4.12 22,0 mg
CH.CIl,/AcOEt 50% SG-AlL4.13 36,0 mg
MeOH SG-Al.4.14 37,6 mg
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3.2.2. Estudo dos Galhos

3.2.2.1. Fracionamento do extrato etandlico dos galhos e Isolamento de

SG-4

O perfil cromatografico dos extratos obtidos dos galhos mostrou o extrato
etandlico com menor complexidade e maior quantidade de massa. A Figura 9

mostra o procedimento utilizado para o isolamento da substancia SG-4.

Hexano l Etanol

Coluna em Silica gel
CH,Cl,/ MeOH
F1-F10

Precipitado

Figura 9: Procedimento empregado no isolamento dos constituintes quimicos dos

galhos da planta Serjania glabrata Kunth.
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O extrato etandlico SG-D (5,66 g) foi adsorvido em 10,0 g de silica gel e em
seguida foi submetido ao fracionamento em coluna cromatogréfica (¢ = 2,5 cm;
30,0 g de silica gel 60). Foram utilizados os seguintes eluentes: diclorometano
como eluente de empacotamento, misturas de diclorometano/ metanol em ordem
crescente de polaridade. A coluna foi lavada com metanol. Foram coletadas 141

fracOes de 20 mL cada, como descrito na Tabela 6.

Tabela 6: Eluentes utilizados e fragdes obtidas na coluna cromatografica realizada

com de SG-D.
Eluente utilizado Fracbes
Diclorometano 1-17
Diclorometano/ Metanol 3% 18-40
Diclorometano/ Metanol 5% 41-61
Diclorometano/ Metanol 10% 62-81
Diclorometano/ Metanol 20% 82-100
Diclorometano/ Metanol 30% 101-121
Diclorometano/ Metanol 50% 122-141
Metanol Baldo

Todas as fragcOes coletadas foram submetidas a analise por CCD e reunidas

conforme semelhanga, como descrito na Tabela 7.
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Tabela 7: Dados do fracionamento da fracdo SG-D por coluna cromatografica.

Eluente utilizado

Cddigo das fracdes

Massa das fracdes

1-13 SG-D.1 18,8mg
14-29 SG-D.2 13,6mg
30-47 SG-D.3 326,6mg
48-55 SG-D.4 156,3mg
56-80 SG-D.5 417,7mg
81-86 SG-D.6 186,7mg
87-105 SG-D.7 670,8mg
106-131 SG-D.8 2132,7mg
132-141 SG-D.9 861,9mg
MeOH SG-D.10 288,7mg

*Massa recuperada: 89,2%.

Apés evaporacdo do solvente da fragdo SG-D.8, foi separado um

precipitado branco, em forma de agulhas, que apresentava estar puro em CCD e

revelada com H,SO4/ MeOH. Esta substancia foi codificada como SG-4.

A fracdo SG-D.7 apresentava em perfil cromatografico quatro faixas, duas

com florescéncia. Foi entdo submetida a sucessivas CCDP’s, porém as fracbes

obtidas apresentaram baixa quantidade de massa e grande complexidade.
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3.2.2.2. Particdo do extrato etandlico dos galhos

Parte do extrato etandlico SG-D (28,5 g) foi solubilizado em MeOH/ H,0O 1:2
(v/v) e submetido a particdo em diferentes solventes (ver procedimento Figura 09).
A partir desse fracionamento foram obtidas as seguintes fracdes: hexanica (SG-
EG-H), diclorometanica (SG-EG-D - 5,11 g), acetato de etila (SG-EG-A) e
butandlica (SG-EG-B).

A fracdo SG-EG-D foi submetida a coluna cromatografica em silica gel,
segundo procedimento descrito na Figura 9. A fracdo obtida SG-EG-D.1 (1,0 g) foi
solubilizada em 30 mL da mistura diclorometano/ MeOH/ H,O 6:3:1 (viv) e
submetida a particdo contracorrente. A partir desse procedimento obteve-se a
fracédo diclorometanica SG-EG-D.1-D (72,1 mg).

A fracdo diclorometanica foi submetida a fracionamento em coluna
cromatografica em silica flash. Devido complexidade das frag6es, assim como a
baixa quantidade de massa néo foi possivel o isolamento de nenhuma substancia
pura.

As fragbes SG-EG-H, SG-EG-A e SG-EG-B nado foram estudadas

guimicamente. A fragdo aquosa foi descartada.
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3.2.3. Estudo das Sementes

3.2.3.1. Fracionamento de SG-E

Foi tragado o perfil cromatogréafico dos extratos obtidos das sementes de
Serjania glabrata Kunth. Os extratos hexanico e etandlico foram selecionados para
estudo por apresentarem substancias com rf's maiores. O extrato aquoso nao foi

estudado.

Sementes

218¢g

Maceragéo

Etanol

CC em Silica ge
Hexano/AcOEt{ MeOH|
F1-F8

1)[Solubilizacio em 120 mL de agua
2 |Precipitagao em 1000 mL de acetona

Parte Solivel

Precipitado
SG-Fs SG-Fp
13,30 ¢g 4,30 g

1) Solubilizagido em 20 mL delagua
2) Dialise frente H,O por 48

CC em Silica gel
HexanofAcOEt
F1-F7

Fracédo
Butandlica
SG-FpD
0,87g
Particio em
Butanol

Sobrenadante Agua de
Didlise

Precipitado

SG-FpA
0,20 g

CC em Silica gel
CH,CL,/ MeOH
F1-F10

Ed En

Figura 10: Procedimentos empregados no isolamento dos constituintes quimicos

das sementes da planta Serjania glabrata Kunth
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O extrato hexanico SG-E (11 g) foi adsorvido em 20,0 g de silica gel e
submetido a fracionamento em coluna cromatogréfica (¢ = 5,0 cm; 70,0 g de silica
gel 60). Foram utilizados os seguintes eluentes: hexano como eluente de
empacotamento, misturas de hexano/ acetato de etila em ordem crescente de
polaridade como eluente. A coluna foi lavada com metanol. Foram coletadas 8
fracbes de 600 mL cada e concentradas em evaporador rotativo, conforme

descrito na Tabela 8.

Tabela 8: Dados do fracionamento do extrato SG-E por coluna cromatogréfica.

Eluente utilizado Cddigo das fracdes Massa das fracdes
Hexano SG-E.1 1,76 g

Hex/ AcOEt 5% SG-E.2 6,90 ¢

Hex/ AcOEt 10% SG-E.3 1979

Hex/ AcOEt 20% SG-E4 0,65¢g

Hex/ AcOEt 30% SG-E.5 0,38 g

Hex/ AcOEt 50% SG-E.6 0,57 g

Acetato de Etila SG-E.7 0,63 g
Metanol SG-E.8 0,55¢g

*Massa recuperada: 98%

As fracdes SG-E.1 e SG-E.2 apresentavam em CCD perfil cromatogréfico
semelhante, com manchas de facil isolamento e rf's diferentes quando reveladas
com H,SO,4. Somente a segunda fracéo foi selecionada para estudo devido sua

maior massa e estar mais pura.
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SG-E.2 (6,90 g) foi adsorvida em 12 g de silica gel e submetida a
fracionamento em coluna cromatografica (¢ = 2,5 cm; 30,0 g de silica gel 60).
Foram utilizados como eluentes: hexano como eluente de empacotamento e
misturas de hexano/ acetato de etila em ordem crescente de polaridade como

descrito na Tabela 9. Foram coletados 94 fra¢des de 20 mL.

Tabela 9: Dados do fracionamento cromatogréfico da fracdo SG-E.2.

Eluente utilizado Fracbes
Hexano 1-14
Hexano/ Acetato de etila 3% 15-24
Hexano/ Acetato de etila 5% 25-34
Hexano/ Acetato de etila 10% 35-45
Hexano/ Acetato de etila 15% 46-55
Hexano/ Acetato de etila 20% 56-65
Hexano/ Acetato de etila 30% 66-75
Hexano/ Acetato de etila 50% 76-85
Acetato de etila 86-94

Todas as fracdes foram submetidas a CCD e reunidas conforme Tabela 10.
A fragdo SG-E.2.1 eluida em Hexano/ AcOEt 3%, um Oleo verde claro pouco
ViSC0oso, apresentava apenas uma mancha em CCD quando revelado com H,SO,/

MeOH. Esta substancia foi codificada como SG-5.
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Tabela 10: Cédigos e massas das fracdes reunidas da CC de SG-E.2.

FracOes reunidas Cddigos das fracbes Massa das fracOes
1-21 SG-E.2.1 767,5mg
22-28 SG-E.2.2 4993,6 mg
29-36 SG-E.2.3 353,8 mg
37-47 SG-E.24 157,7 mg
48-65 SG-E.2.5 89,0 mg
66-83 SG-E.2.6 53,0 mg
84-94 SG-E.2.7 28,0 mg

*Massa recuperada: 89,2%.

3.2.3.2. Precipitacdo de saponinas do extrato etanolico SG-F

O extrato etandlico SG-F (26,91 g) foi solubilizado em 120 mL de metanol e
adicionado a um frasco contendo 1000 mL de acetona, gerando um precipitado de
cor branca (SG-Fp) de 4,31 g (16%). Este precipitado foi solubilizado em 20 mL de
agua e dialisado, gerando um precipitado (SG-FpA) de 0,21 g (ver Figura 11), um
sobrenadante (SG-FpB) de 0,25 g e a agua de didlise. O celofane utilizado como
membrana foi do tipo comercial, sem especificacdo do tamanho dos poros. Por
este motivo, foi realizado particdo em n-butanol com a agua de didlise para a
recuperacdo de saponinas que eventualmente tivessem passado para esta fase.

Ver procedimento Figura 11.
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(@) (b)

Figura 11: Fotos da didlise realizada com o precipitado do extrato etandlico das

sementes de Serjania glabrata Kunth. (a) logo ap6s o sistema ter sido montado;

(b) apos 24 h de didlise frente 4gua destilada.

O precipitado SG-FpA apresentou perfil cromatografico com poucas
manchas e boa massa, sendo selecionado para estudo. SG-FpA (1,0 g) foi
adsorvido em 2,0 g de silica gel 60 e submetido ao fracionamento em coluna
cromatografica (¢ = 2,5 cm; 30,0 g de silica gel 60). Foram utilizados os seguintes
eluentes: diclorometano como eluente de empacotamento, mistura de
diclorometano/ metanol; metanol/ 4&gua em ordem crescente de polaridade, e em
seguida a coluna foi lavada com &agua. Foram coletadas 87 fracbes de 20 mL

cada, como descrito na Tabela 11.
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Tabela 11: Dados da coluna cromatografica realizada com o precipitado SG-FpA.

Eluente utilizado Fracbes
Diclorometano 1-11
Diclorometano/ Metanol 5% 12-27
Diclorometano/ Metanol 10% 28-38
Diclorometano/ Metanol 20% 39-44
Diclorometano/ Metanol 30% 45-70
Diclorometano/ Metanol 50% 71-81
Metanol 82-86
Metanol/ Agua 1:1 92-86

Agua 87

Todas as fragcOes obtidas foram analisadas em CCD e reunidas conforme
semelhanca. Os codigos e massas obtidas estdo descritos na Tabela 12.

As fracdes SG-FpA.3 (7,8 mg) e SG-FpA.6 (9,3 mg), eluidas com
diclorometano/ metanol 5% e 30% respectivamente, apresentavam-se em forma
de cristais brancos. Em analise em CCD apresentavam apenas uma mancha

guando revelada com H,SO,/ MeOH. Foram codificadas como SG-6 e SG-7.
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Tabela 12: Massas e codigos das fragfes reunidas da CC de SG-FpA.

Fracdes reunidas

Cddigos das fracbes

Massa das fracOes

1-5 SG-FpA.l 14,0 mg
6-14 SG-FpA.2 27,3 mg
15-20 SG-FpA.3 7,8 mg
21-26 SG-FpA.4 6,8 mg
27-42 SG-FpA.5 35,2 mg
43-48 SG-FpA.6 9,3 mg
49-52 SG-FpA.7 6,2 mg
53-60 SG-FpA.8 5,1 mg
60-76 SG-FpA.9 3,2 mg
77-82 SG-FpA.10 5,8 mg
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao da toxicidade com Artemia salina

O teste de toxicidade com Artemia salina foi realizado conforme descrito na
literatura. Através das porcentagens de mortalidade foi calculado o valor de LCs
para cada extrato testado.

O teste de toxicidade foi realizado para os extratos das folhas SG-A e SG-
B, dos galhos SG-C e SG-D, e das sementes SG-E, SG-F e SG-G, e para as
fracbes da precipitacdo e didlise de saponinas SG-Fs, SG-FpA, SG-FpB e SG-
FpD. Os extratos que apresentaram LCso, maior que 1000 ppm foram considerados

inativos, sendo que os valores obtidos de LCs estéo dispostos na Tabela 13.

41



Tabela 13: Dados de letalidade de Artemia salina para os extratos e fracdes

obtidos da espécie vegetal Serjania glabrata kunth (Sapindaceae) (LCsp em ug.mL”

Y
Extrato testado LCso
SG-A >1000
SG-B 677,28
SG-C >1000
SG-D 630,96
SG-E >1000
SG-F 47,53
SG-G 107,34
SG-Fs 238,19
SG-FpA 642,23
SG-FpB 173,16
SG-FpD 321,88

Dentre os onze extratos testados o extrato etandlico SG-F e aquoso SG-G

das sementes apresentaram o0s melhores valores de toxicidade com Artemia

salina. os valores estimados de LCsy foram menores, mostrando serem mais

ativos. O extrato etandlico das sementes como mais ativo, com valor estimado de

LCso em 47,53 pg.mL™.
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4.1. Caracterizacéo de SG-1

O composto SG-1 foi isolado da fragdo SG-Al.1.1 na forma de um poé
branco.

No espectro de RMN de 'H (Anexo 1) para SG-1 observa-se um singleto
largo em oy 0,88, integracdo para 3 hidrogénios; um singleto largo em oy 1,25,
integracdo para 2 hidrogénios; um multipleto em oy 5,98, integracdo para 1
hidrogénio, duplo dubleto em &4 4,94, integracdo para 2 hidrogénios e um singleto
largo em &4 1,25 com integragao para 40 hidrogénios.

O espectro de RMN de *3C (Anexo 2) confirma sinais em 139,5 ppm
referente a CH de dupla ligagdo; em 114,3 ppm referente a CH, de dupla terminal;
32,2 e 30,0 ppm referentes & CH, alifatico, 14,4 ppm referente a metila.

O espectro de DEPT (Anexo 3) confirma a presenca da metila, assim como
de CH; e do CH vinilico.

No cromatograma de CG-EM (Figura 12) existem sete picos majoritarios,
onde o0 espectro de massas apresenta fragmentacdo de cadeia carbdnica longa,
variando de 12 a 18 atomos de carbono.

Na Tabela 14 estdo descritos o tempo de retencdo, os valores do pico

molecular m/z e a provavel estrutura.
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Figura 12: Cromatograma de CG-EM de SG-1.

Tabela 14: Tempo de retencdo das substancias presentes em SG-1 para CG-EM.

Substancia Tempo (min) m/z Estrutura provavel
1 8,71 168 Ci2H24
2 10,90 182 Ci3H2e
3 13,13 196 Ci4H2s
4 15,28 210 CisH3zo
5 17,51 224 Ci6H32
6 20,11 238 Ci7H3a
7 26,01 252 CigH3e

O composto

SG-1 foi caracterizado como sendo uma mistura de

hidrocarbonetos insaturados de cadeia carbbnica variando de 12 a 18 atomos de

carbono.
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4.2. Caracterizacéo de SG-2

Da fragdao SG-Al.1.3 foi isolado uma substéncia, codificada de SG-2
apresentando-se como um o6leo de cor amarela. Foram obtidos os espectros de
RMN de 'H, ¥C e DEPT. Também foi realizado experimento de cromatografia
gasosa acoplado a espectrometro de massas de baixa resolugéao (CG-MS).

O espectro de RMN de 'H (Anexo 4) e de *C (Anexo 5) de SG-2 foi
comparado ao de SG-1 onde se notou a presenca dos mesmos sinais. No
cromatograma de CG-EM (Figura 13) existem seis picos majoritarios, onde o
espectro de massas apresenta fragmentacao de cadeia carbonica longa, variando
de 10 a 20 a&tomos de carbono.

Na Tabela 15 est~ao descritos o tempo de retencdo, os valores do pico

molecular m/z e a provavel estrutura.
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Figura 13: Cromatograma de CG-EM de SG-2.

Tabela 15: Tempo de retencdo das substancias presentes em SG-2 para CG-EM.

Substancia Tempo (min) m/z Estrutura provavel
1 10,85 140 C1oH20
2 11,43 168 Ci2H24
3 11,91 196 C1aHa2g
4 13,06 224 CieHz2
5 15,23 252 C1sHze
6 17,45 280 Ca0Hao

A andlise destes espectros possibilitou a caracterizacdo deste composto
como sendo mistura de hidrocarbonetos insaturados de cadeia carbdnica variando

de 10 a 20 atomos de carbono.
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3.3. Caracterizacao de SG-3

SG-3 (B-amirina)

Através do espectro de RMN de *H (Anexo 6) pode-se observar um dubleto,
com integragcdo para um hidrogénio em &4 5,63 (J = 5,7 Hz) ligado ao carbono
metinico em &c 112,3 (C-12) (Anexo 7). Esse deslocamento de hidrogénio e
carbono sédo caracteristicos do triterpeno -amirina.

O deslocamento de carbono em 6¢c 141,8 pode ser atribuido ao C-13 e o
deslocamento de carbono em &¢ 122,3 ao carbono C-12 da B-amirina.

O deslocamento de RMN *C/DEPT (Anexo 8) para o C-3 em 8¢ 76,6 (CH)
encontrado esta em concordancia com o valor encontrado na literatura ©® (Tabela
16). Através do espectro de HMQC (Anexo 9) atribui-se ao hidrogénio H-3 o sinal

em dy 3,46 (1).
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caracteristicos de triterpenos.

Os demais sinais de hidrogénio na

regido de 0,7-2,3 ppm séao

Tabela 16: Dados de deslocamento de carbono para SG-3 em CDCl; e

comparacao com dados da literatura para B-amirina.

C B-amirina SG-3 C B-amirina SG-3
1 38,7 (CHy) 36,2 16 27,0 (CHy) 30,5
2 27,3 (CH,) 32,2 17 32,5 (Co) 33,0
3 79,0 (CH) 76,5 18 47,4 (CH) 43,2
4 38,8 (Co) 39,5 19 46,9 (CHy) 39,1
5 55,3 (CH) 49,9 20 31,1 (Cop) 30,3
6 18,5 (CHy) 18,4 21 34,8 (CHy) 34,8
7 32,8 (CHy) 33,3 22 37,2 (CHy) 35,2
8 38,8 (Cop) 38,0 23 28,2 (CHj3) 32,2
9 47,7 (CH) 47,6 24 15,5 (CHs) 16,4
10 37,6 (Co) 36,9 25 15,6 (CHj3) 18,6
11 23,6 (CHy) 23,8 26 16,9 (CHj3) 19,8
12 | 121,8 (CH) 122,3 27 26,0 (CHs) 29,1
13 145,1 (Co) 141,8 28 28,4 (CHs) 32,6
14 41,8 (Co) 41,0 29 33,3 (CHs) 34,7
15 26,2 (CHy) 28,0 30 23,7 (CHs) 25,6
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3.4. Caracterizacdo de SG-4

H Ha Hp
3
HO 4 COOH
2
bH N 5 ~H
aH 1
CH
6 3

SG-4 (n-metil-trans-4-hidroxil-L-prolina)

A substancia SG-4 foi isolada da fracdo SG-D.8 da coluna do extrato
etanolico dos galhos, na forma de cristais brancos.

Através dos dados obtidos nos espectros de RMN 'H, *C e demais
técnicas 2D, chegou-se a uma estrutura pentaciclica, com o nitrogénio como
heteroatomo e um grupo carboxilico ligado a um dos carbonos da cadeia. Modelos
para esta estrutura foram procurados na literatura e chegou-se ao composto n-
metil-trans-4-hidroxil-L-prolina " ® @Y ym amino &cido.

No espectro de RMN de *H (Anexo 10) pode-se verificar um sinal em &y 4,03
(J=10,6 e 7,5, dd), integracdo para 1 hidrogénio, atribuido ao H-2. Sinais em &y
2,15 (J= 13,8, 10,8 e 4,8, ddd) e em oy 2,43 (J= 13,8, 7,5 e 2,1, ddt), integracao
total para 2 hidrogénios, atribuidos ao H-3b e H-3a, respectivamente. O sinal em
oy 4,48 (J= 2,1, m) foi atribuido ao H-4 pela sua caracteristica de CH-OH. Os

sinais em &y 3,05 (J= 125 e 2,1, dt) e em oy 3,78 (J= 12,6 e 4,8, dd), com

49



integracdo total para 2 hidrogénios, foram atribuidos ao H-5a e H-5b,
respectivamente.

No espectro de RMN **C (Anexo 11) e DEPT (Anexo 12) verificam-se 0s
sinais em o¢c 172,0 para Co; em o¢c 72,0 e 71,1 para 2 CH; em &¢ 64,3 para CHy;
uma metila em ¢ 44,1 e um sinal em 6¢ 40,4 para um CHa.

No espectro HMQC (Anexo 13) verifica-se as ligacdes dos hidrogénios com
os carbonos de SG-4. Estes dados estéo descritos na Tabela 17.

No espectro de COSY (Anexo 14) confirmam-se as correlacdes para o
sistema do tipo ABMX, onde H-32, H-3b (parte AB), H-2 (M) e H-4 (X), onde o
multipleto X faz parte do sistema A’'M’X que envolve H-4, H-52 e H-5b.

Para o sistema ABMX 0y.3a 2,43, 0n-3pb 2,15, On-2 4,03 € 0p.4 4,48 (J3a30

13,8 Hz, J342 = 7,5 Hz, J3p » = 10,8 Hz, J34 4 = 4,8 HZz) e para o sistema A’'M’X 0454
3,05, 8H-5b 3,78 (J5a, 5b = 12,6 Hz, J5a, 4= 2,1 Hz e J5b, 4= 4,8 HZ).
Na Tabela 17 estdo descritos os valores de deslocamento de *C e !H,

assim como suas correlagoes 2D DEPT, COSY e HMQC para a substancia SG-4.
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Tabela 17: Valores de deslocamento de **C e 'H assim como correlacdes 2D

DEPT, HMQC e COSY da substancia SG-4.

13C (ppm) | DEPT 8y (mult., J m Hz) COSY
2 71,8 CH 4,03 (1H, dd, J= 10,6 e 7,5) 2,43 e 4,48
2,15 (1H, ddd, J= 13,8, 10,8 243 e 4.48
e 4,8)
3 40,3 CH;
2,43 (1H, ddt, J= 13,8, 75 e 215 e 403
2,1)
4 70,9 CH 4,48 (1H, m, J=2,1) 4,03;3,78 e 2,15
3,05 (1H, dt, J= 12,6 e 2,1) 3,78
5 64,1 CH,
3,78 (1H, dd, J=12,6 e 4,8) | 3,05;2,99 e 4,48
172.,8 Co - -
44,0 CHs 2,99 (3H, s) 3,78

A comparacdo dos dados espectrais de RMN de 'H e **C para SG-4 e n-

metil-trans-4-hidroxil-L-prolina estdo descritos na Tabela 18.
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Tabela 18: Valores de deslocamento de *C e 'H para a substancia n-metil-trans-

4-hidroxil-L-prolina (M4HP)* e SG-4.

13¢ (ppm) 8y (mult., J m Hz)
M4HP SG-4 M4HP? SG-4°
2 CH- _ 4,03 (1H, dd, J= 10,6 e
CooH 70,9 71,8 | 4,05(dd, J=11e 7,5) 7.5)
2,16 (ddd, J=14; 11 e | 2,15 (1H, ddd, J= 13,8,
4,5) 10,8 e 4,8)
3 CH, 40,3 40,3
2,44 (dddd, J= 14; 7,5; | 2,43 (1H, ddt, J= 13,8,
1,8; 1,6) 75€2,1)
4%*' 72.0 70,9 4,55 (m) 4.48 (1H, m)
3,07 (ddd, J=12,6; 1,8 | 3,05 (1H, dt, J=12,6 e
e 1,4) 2,1)
5CH-N | 64,2 64,1
3,78 (dd, J=12,6 e | 3,78 (1H,dd, J=12,6 e
4,5) 4,8)
"COOH | 1726 | 172,8 - -
‘N-CH3 | 441 44,0 2,95 (s) 2,99 (3H, s)

4 D,0, 500 MHz

b CDCls, 300 MHz

Através dos dados acima e comparagdo da substancia SG-4 com dados da

literatura, podemos identificar a esta substancia como sendo n-metil-trans-4-

hidroxil-L-prolina.
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4.5. Caracterizacao de SG-5

O
/\/\/\
WN/\[CHz]lo = CHs
O

SG-5 (C18:1)

O composto SG-5 foi isolado de uma coluna cromatografica do extrato
hexanico das sementes de Serjania glabrata na forma de um 6éleo incolor pouco
viscoso, e foi identificado como uma mistura de dois cianolopidios do tipo | e
triacilglicerois.

Os cianolipidios ocorrem juntamente com triacilgliceréis em o6leos de
sementes e sao classificados em 4 tipos. Os tipos | e Il sdo diésteres e os tipos lll
e IV sdo monoésteres. O grupo nitirla é esterificado com longas cadeias de acidos
graxos.

O cromatograma de CG-EM de SG-5 (Figura 14) evidencia a mistura de

dois cianolipidios majoritarios e de 5 triacilglicerdis.
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Figura 14: Cromatograma de CG-EM de SG-5.

O cianolipidio tipo | SG-5 foi evidenciado através dos sinais no espectro de
RMN de *H (Anexo 15). O singleto em 84 5,97, integracdo para um hidrogénio, foi
atribuido ao H-1. O duplo dubleto em &4 4,67 (J= 14,3 e 13,2 Hz), integracédo para
2 hidrogénios, atribuido ao H-3. Os singletos em &y 5,71 e 8y 5,56, integracao total
para 2 hidrogénios) atribuidos aos hidrogénios H-4a e H-4b, respectivamente.

Através do espectro de RMN de *C (Anexo 16) e DEPT (Anexo 17)
confirma-se a presenca da nitrila em &¢ 115,0; da dupla terminal em &¢ 121,0 (C-
4); do CH (C1) ligado a nitrila em 8¢ 61,0. Os demais sinais em &8¢ 135,5 e 62, 8
foram atribuidos ao C-2 e C-3, respectivamente.

Os acidos graxos esterificados a cadeia principal foram identificados como

sendo o acido octadecendico, 18:1 n-9, e o acido eicosendico, 20:1 n-11.
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Estudos realizados com sementes de Serjania relatam a presenca do acido
graxo eicosendico (20:1) em grande quantidade, este podendo ser tratado como
marcador?.

As cadeias de acido graxo foram evidenciadas através dos sinais no
espectro de RMN *H, *3C e DEPT. O tripleto em &y 0,88 (J = 7,2 Hz), integracao
para 6 hidrogénios, foi atribuido as metilas terminais em 6¢c 14,2 (C-20’), singleto
em 1,26, integracdo total para 4 hidrogénios, aos CH, ligados as metilas, em &¢
22,8 (C-19°); o multipleto em 54 2,01, com integracao total para 8 hidrogénios, foi
atribuido ao CH, dos carbonos C-18 e C-15. O multipleto em 5,34, com
integracdo para 4 hidrogénios, foi atribuido aos CH em &¢ 130,0 e em 6¢ 129,9, C-
17’ e C-16". O sinal em &y 2,3, integracao para 4 hidrogénios, atribuido ao CH, em
dc 34,1 (C-2') ligado a carbonila. Demais sinais na regido 6y 1,4 a 1,2, com
integracdo 64 hidrogénios, sinal este caracteristico de uma sequéncia de
hidrogénios metilénicos. O sinal em &¢ 173,1 caracteristico de carbonila.

O espectro HMQC (Anexo 18) e COSY (Anexo 19) pode-se confirmar as

ligacbes C-H e as correlacdes H-H. Estes dados estdo descritos na Tabela 19.
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Tabela 19: Valores de deslocamento de **C e 'H assim como correlagcdes 2D

DEPT, HMQC e COSY da substancia SG-5.

13¢C (ppm) DEPT 8y (mult., J m Hz) COSY
1 61,0 CH 5,97 (1H, s) 5,71
2 1355 Co -
3 62,8 cH, | 4% (2H,1(113(,:12,)J= 143e | 5566571
5,71 (1H, sl) 4,67
4 121,0 CH,
5,56 (LH, sI) 4,67
-CN 115,0 Co i i
e1” | 1731e171,6 | Co i i
2 e 2" 34,2 €337 CH, 2,36 (4 H, m) 1,64
3e3” 24,9 € 24,7 CH, 1,64 (4 H, m) 2,36
ﬁ’?alfﬁ 295 CH, 1,26 (48H, s) 0,88 € 2,01
15'e 15" 27,3 CH, 2,01 (8 H, m) 5,34 € 1,26
16'e 16" 130,0 CH 434 (2 H, sl) 2,01
17" e 17" 129,9 CH 434 (2 H, sl) 2,01
18 ¢ 18" 27,3 CH, 2,01 (8 H, m) 534 e 1,26
19'e 19" 22,8 CH, 1,26 (4 H, s) 0,88 € 2,01
20" e 20" 14,2 CHs | 088(6H,t J=72) 1,26

Os dados da Tabela 19 foram cruzados com dados encontrados em

literatura para cianolipidios *” do tipo I. Na Tabela 20 estdo descritos os valores

de deslocamento de *H e *C para as substancias SG-5 e um cianolipidio.
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Tabela 20: Valores de deslocamento de **C, 'H da substancia SG-5 e cianolipidio.

13¢ (ppm) 8y (mult., J m Hz)
DEPT
Cianolipidio SG-5 Cianolipidio® SG-5°
1 CH-CN 60,8 61,0 5,94 (s) 5,97 (1H, s)
2 Co 135,2 135,5 - -
4,67 (2H, dd, J=
3 CH,0CO 62,7 62,8 4,64 (M) 1436 13.9)
5,68 () 5,71 (1H, sl)
4 CH,p= 120,9 121,0
5,54 (sl) 5,56 (1H, sl)
-CN 114,8 115,0 - -
1'e1”Co | 173,0e171,4 | 173,1e171,6 - -
oo o 2,32 (t, J=7,5)
OO 34,0 e 33,7 342e33,7 | e2,38(dt,J= | 2,36 (4 H, m)
=2 (2,2, 7,7)
3e3"CH, | 249e247 24,9 e 24,7 1,62 (m) 1,64 (4 H, m)
4alded”a

T4 nCH, 29,5 29,5 1,24 (m) 1,26 (48H, sl)

15’ e 15”

—CH.CHy 27,3 27,3 1,99 (m) 2,01 (8 H, m)
16’ e 16” CH 130,0 130,0 5,32 () 4,34 (2 H, sl)
17’ e 17” CH 129,9 129,9 5,32 () 4,34 (2 H, sl)

18’ e 18” 27,3 27,3 1,99 (m) 2,01 (8 H, m)
19’ e 19” CH, 22,8 22,8 1,26 (s) 1,26 (4 H, s)
20’ € 20" CH, 14,2 14,2 0,86 (1, J=6,6) | 088 (fg’ tJ=

2 CDCls, 500 MHz: ® CDCls, 300 MHz.
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4.6. Caracterizacao de SG-6

OH
Ho, A% OH
2
HO" 4 ™ OMe
OH

SG-6 (Quebrachitol)

O composto SG-6 foi isolado da fracdo SG-F (43-48) resultante de uma
coluna cromatografica realizada com o precipitado do extrato etandlico das
sementes.

A substancia SG-6 foi evidenciada como quebrachitol pela presenca de seis
sinais de hidrogénios oximetinicos (espectro de RMN *H (Anexo 20)) em &y 4,27
(J= 3,6 Hz, t) (H-1); sinal em &4 3,40 (J= 9,6 e 3,3 Hz, dd) (H-2); sinal em 64 3,60
(m) (H-3); sinal em &y 3,62 (J=9,9 e 9,6 Hz, dd) (H-4); sinal em &4 3,74 (J=9,9 e
3,6 Hz, dd) (H-5) e sinal em &4 4,05 (J= 3,6 Hz, t) (H-6), todos com integracao para
um hidrogénio. O sinal em 6y 3,45 (s), integracdo para 3 hidrogénios, foi atribuido
a presenca de uma metoxila.

Através das constantes de acoplamento dos sinais em 6y 4,27 (J= 3,6 Hz, t)

e 4,05 (J= 3,6 Hz, t) evidenciam acoplamento para a posi¢cao equatorial, os demais
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sinais evidenciam acoplamento para a posicdo em axial, como mostra a figura

abaixo.

Figura 15: Conformacao da substancia SG-6, quebrachitol.

Através dos espectros de RMN de *3C (Anexo 21) e DEPT (Anexo 22)
pode-se verificar seis sinais na regido de 6c 70-80 ppm, caracteristicos de C
ligados a hidroxila, referentes a uma cadeia carbdnica ciclica, possuindo uma
metoxila ligada a sua estrutura.

Através do espectro de HMQC (Anexo 23) e COSY (Anexo 24) temos 0 as

ligacOes e correlacdes dos sinais de H e C. Estes dados estao descritos na Tabela

21.

59



Tabela 21: Valores de deslocamento de **C e 'H assim como correlacdes 2D

DEPT, HMQC e COSY da substancia SG-6.

13¢ (ppm) DEPT 'H (mult, J em Hz) COSY

1 70.0 CH 4.27 (1H, t, J= 3.6) 4.05 e 3,40

2 83.0 CH 340 (1H,dd, J=96, | 54540427
3.3)

3 74.7 CH 3,60 (1H, m) 3.62 e 3,40

4 75.6 CH 3,62 (1H,dd, J=9.9, | 3,360
9.6)

5 731 CH 3,74 (1H,dd, J= 9.9, |, 156362
3.6)

6 74.2 CH 4,05 (1H, t, J= 3.6) 427 3,74

_OMe 597 CHs 3,45 (3H, s) i

Os dados da Tabela 21 foram comparados com os dados encontrados na

literatura para quebrachitol ®? (Tabela 22) e estes apresentam concordancia entre

Si.
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Tabela 22: Dados espectrais de 'H, **C para as substancias Quebrachitol e SG-6.

DEPT 13¢ (ppm) 8y (mult., J m Hz)
Quebrachitol | SG-6 Quebrachitol? SG-6°

1CH 69,2 70,0 | 4,12 (1H,t, J=3,5) 4,27 (1H, 1, J= 3,6)
3,33 (1H,dd, J=9,5, | 3,40 (1H, dd, J= 9,6,

2 CH 82,4 83,0 3,5) 3.3)

3 CH 73,7 74,7 | 3,60 (1H, t, = 9,5) 3,60 (1H, m)

4 CH 74.6 756 | 356 (1H,1,J=95) | >62 (1H9’ %‘;’ J=9.9,
3,68 (1H, dd, J=9,5, | 3,74 (1H, dd, J= 9.9,

5CH 72,3 73,1 3,6) 3,6)

6 CH 73,2 74,2 3,94 (t, J=3,6) 4,05 (1H, t, J= 3,6)

-OMe 57,8 59,7 3,45 (3H, s) 3,45 (3H, s)

3 CDCls, 600 MHz: ° D,O, 300 MHz.
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3.14. Caracterizacéo de SG-7

SG-7 (3-B-O-p-D-glucopiranosilsitosterol)

SG-7 foi isolado da fracdo SG-F(15-30) da coluna cromatografica do
precipitado do extrato etandlico das sementes.

No espectro de RMN de 'H (Anexo 25) a presenca do H-3 (multipleto) na
regido de 3,64 -3,54 ppm e do hidrogénio olefinico H-6 em &4 5,37 ppm (J=5,1 Hz,
d) e o acumulo de sinais na regido de 0,60 — 2,40 ppm atribuidos a presenca de
varios hidrogénios metilicos, metinicos e metilénicos, séo sinais caracteristicos do
esteroide B-sitosterol.

A presenca da unidade glicosidica foi evidenciada através da presenca do
carbono anomérico em 8¢ 101,03 e pelo acumulo de sinais na regido de 6y 3,47 —

3,21 ppm. Baseados nos dados encontrados na literatura ®® (Tabela 23) a
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substancia

glucopiranosilsitosterol.

SG-7

identificada

como

0]

esteroide

3-B-O-p-D-

Tabela 23: Valores de deslocamento de 'H e '*C das substancias p-sitosterol

glicosilado e SG-7.

C (ppm) C (ppm)

DEPT DEPT

Sitosterol® SG-7° Sitosterol SG-7
1 CH; 37,2 36,6 19 CH3 19,3 19,2
2 CH; 29,4 29,6 20 CH 36,1 36,1
3 CH 80,0 79,1 21 CHs3 19,0 18,8
4 CH 38,9 42,3 22 CH» 33,9 33,8
5CO0 140,3 140,2 23 CH» 26,0 25,9
6 CH 122,1 122,1 24 CH 45,8 45,7
7 CH, 31,9 31,8 25 CH 29,1 29,0
8 Co 31,8 31,8 26 CHs3 18,7 18,6
9CH 50,1 50,1 27 CHs3 19,8 19,6
10 Cy 36,7 36,1 28 CH» 23,0 22,9
11 CH; 21,0 21,0 29 CH3 11,9 11,7
12 CH; 39,7 39,7 1'CH 99,6 101,0
13 Co 42,3 42,2 2" CH 71,4 73,4
14 CH 56,7 56,7 3’ CH 71,6 75,7
15 CH; 24,2 24,2 4’ CH 68,5 69,9
16 CH; 28,2 28,1 5 CH 62,1 76,3
17 CH 56,0 55,9 6’ CH» 62,1 61,5
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18 CH3 11,8

11,8

2 CsDsN, 75,5 MHz; ® CDCls, 75,5 MHz

3.15. Estudo da avaliacédo da atividade moluscicida

O teste para atividade moluscicida in vivo foi realizado em carater preliminar

a concentragcdo de 400 ppm, sendo esta concentracdo reduzida a fim de se

encontrar o LCsp para os extratos que apresentarem atividade.

Os resultados estao apresentados na Tabela 24.

Tabela 24: Valores de LCsp e LCqy para 0s extratos de Serjania glabrata testados

frente ao caramujo de B. glabrata.

Extrato testado LCso (ug.mL™) LCoo (ng.mL™)
SG-A > 400 > 400
SG-B > 400 > 400
SG-C 137,6 184,3
SG-D > 400 > 400
SG-E 28,3 56,1
SG-F > 400 > 400
SG-G > 400 > 400

Sao0 considerados ativos apenas extratos

totais de plantas com

concentragédo abaixo de 100 ppm. Neste caso, podemos citar o extrato hexanico

dos galhos (SG-C) como sendo ativo (137,6 ug.mL™) e o extrato hexanico das
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sementes

(SG-E)

como

sendo

muito

ativo

(28,3

ng.mL™).
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4. CONCLUSOES

Através do estudo quimico realizado foram isolados e caracterizados sete
compostos: SG-1, SG-2, SG-3, SG-4, SG-5, SG-6 e SG-7.

Os compostos SG-1, SG-2 e SG-3 foram isolados do extrato hexanico das
folhas apos fracionamento em coluna cromatografica em diferentes combinacgdes
de solventes. SG-1 e SG-2 foram caracterizados e identificados como sendo
misturas hidrocarbonetos insaturados, com cadeia carbonica variando de 10 a 20
atomos. SG-3 foi caracterizado como sendo um o triterpeno, sugestdo de B-
amirina. Para a elucidacdo completa de SG-3, novos ensaios serao realizados.

Do extrato etandlico dos galhos foi isolado SG-4, como precipitado em
forma de cristais brancos, apods fracionamento em coluna cromatografica. Foi
caracterizado como n-metil-trans-4-hidroxil-L-prolina, um aminoacido incomum.

O cianolipidio, do tipo |, 1-ciano-2-hidroximetilpropil-2-en-1-ol-diéster, foi
isolado do extrato hexanico das sementes. Esta classe de compostos de lipidios é
incomum, porém € encontrada nas plantas das familias Sapindaceae,
Boraginaceae e Hippocastaneceae.

Do extrato etandlico das sementes, apo0s aplicacdo da metodologia de
precipitacdo de saponinas e coluna cromatorgéafica do precipitado, foram isolados

e caracterizados dois compostos, sitosterol glicosilado e quebrachitol.
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Quebrachitol e a classe de cianolipidios sdo reportados como compostos
armazenados em plantas da familia Sapindaceae. Estes podem ser utilizados
como marcadores quimiotaxonémicos da familia em estudo.

O teste de mortalidade de A. salina é utilizado como método rapido e
simples para monitoramento de toxicidade de extratos e compostos bioativos.
Para este estudo, os extratos etandlicos apresentaram ser mais ativos, sendo o
extrato etandlico das sementes com o menor valor estimado de LCs (47,53 ppm).

A avaliacdo do potencial moluscicida dos extratos de Serjania glabrata
apresentou os extratos hexanicos dos galhos e das sementes com melhores
resultados. O extrato hexanico dos galhos mostrou valor de LCsy de 137, 6 ppm e

0 extrato das sementes de 28, 3 ppm. Sao considerados extratos ativos apenas

concentragdes menores de 100 ppm.
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ANEXOS
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Anexo 1: Espectro de RMN *H (8, CDCls, 300 MHz) de SG-1.
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Anexo 4: Espectro de RMN *H (8, CDCls, 300 MHz) de SG-2.
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Anexo 5: Espectro de RMN **C-45 (5, CDCls, 75.5 MHz) de SG-2.
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Anexo 6: Espectro de RMN *H (8, CDCls, 300 MHz) de SG-3.
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Anexo 7: Espectro de RMN **C (8, CDCls, 75,5 MHz) de SG-3.
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Anexo 8: Espectro de RMN *C-DEPT 90 e 135 (8, CDCls, 75,5 MHz) de SG-3
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Anexo 9: Espectro de RMN2D HMQC (*H-*3C, §, CDCls, 75,5 MHz) de SG-3.
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Anexo 10: Espectro de RMN *H (5, CDCls, 300 MHz) de SG-4.
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Anexo 13: Espectro de RMN2D HMQC (*H-'3C, 8, CDCls, 75,5 MHz) de SG-4.
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Anexo 14: Espectro de RMN2D COSY (*H-'H, 8, CDCls, 75,5 MHz) de SG-4.
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Anexo 15: Espectro de RMN *H (5, CDCls, 300 MHZ) de SG-5.
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Anexo 16: Espectro de RMN **C-45 (8, CDCls, 75.5MHz) de SG-5.
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Anexo 17: Espectro de RMN “*C-DEPT 90 e 135 (5, CDCls, 75,5 MHz) de SG-5.
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Anexo 18: Espectro de RMN2D HMQC (*H-*3C, §, CDCls, 75,5 MHz) de SG-5.
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Anexo 19: Espectro de RMN2D COSY (*H-'H, 8, CDCls, 75,5 MHz) de SG-5.
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Anexo 20: Espectro de RMN *H (8, DO, 300 MHz) de SG-6.
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Anexo 21: Espectro de RMN **C-45 (8, D,0, 75,5 MHz) de SG-6.
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Anexo 22: Espectro de RMN *C-DEPT 90 e 135 (8, DO, 75,5 MHz) de SG-6.
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Anexo 23: Espectro de RMN2D HMQC (*H-'3C, §, D,0, 75,5 MHz) de SG-6.
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Anexo 24: Espectro de RMN2D COSY-45 (*H-'H, §, D20, 300 MHz) de SG-6.
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Anexo 25: Espectro de RMN *H (8, CDCls, 300 MHz) de SG-7.
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Anexo 26: Espectro de RMN *3C-45 (8, CDCls, 75,5 MHz) de SG-7.
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Anexo 27: Espectro de RMN **C-DEPT 90 e 135 (8, CDCls, 75,5 MHz) de SG-7.
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