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RESUMO

A quimica de produtos naturais apresenta uma grande importadncia em diversas
areas da medicina. Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado nos ultimos anos a
caracterizagdo de substancias com potencial farmacolégico, em especial contra
células cancerosas humanas, parasitas neotropicais, fungos e bactérias. Com
destaque nas orquideas nativas do estado do Parana, este projeto teve como
objetivo realizar o estudo da fracao hexanica do extrato bruto da espécie Bifrenaria
harrisoniae, identificando as classes quimicas recorrentes. Foram utilizadas técnicas
classicas de cromatografia em coluna e camada delgada e recristalizacbes, e as
substancias encontradas tiveram suas estruturas quimicas determinadas a partir de
analises espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear. Dessa maneira, o
projeto possui uma importante colaboracdo no conhecimento da descricdo quimica
da espécie Bifrenaria harrisoniae (Orchidaceae).

INTRODUGCAO

O emprego de produtos naturais para uso medicinal e curativo foi amplamente
utiizado ao longo da histéria, havendo inUmeros exemplos praticos no
desenvolvimento da medicina de diversas sociedades. A familia Orchidaceae
corresponde ao grupo mais numeroso entre as angiospermas e também, é a maior e
mais evoluida entre as plantas com flores, possuindo entre 750 a 800 géneros
distintos, e sendo composta por 25.000 a 35.000 espécies que podem ser
encontradas em quase todas as regides do globo (Hossain, 2011). O género
Bifrenaria é um género sul-americano de Orchidaceae que compreende cerca de
mais de 30 espécies distribuidas desde o Panama até a América do Sul (Silva; Silva,
2010). sendo a maioria dessas espécies encontradas na regidao sudeste do Brasil,
como epifitas na Mata Atlantica e rupicolas na vegetacdo dos campos rupestres
(Amaral; Koehler, 2004). Sado muito cultivadas para o uso ornamental, devido as
suam deslumbrantes flores. Ainda existe uma grande escassez nas pesquisas
fotoquimicas voltadas para este género e para as espécies de orquides nativas do
Brasil de modo geral. Dessa forma, o presente trabalho procura ampliar os
conhecimentos dos constituintes quimicos da espécie Bifrenaria harrisoniae com a
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finalidade de de encontrar moléculas com potencias anticarcinogénico e diversificar
0 conhecimento sobre o carater quimico e biolégico de orquideas nativas do Brasil.

MATERIAIS E METODOS
Coleta, obtencéo e fracionamento do extrato bruto

O material vegetal da orquidea Bifrenaria harrisoniae (1,818 kg) foi coletado no
municipio de Apiai, S&o Paulo, Vale do Ribeira. A espécie foi adquirida de um coletor
da Serra do Cadeado (municipio de Ortigueira, Parana). A espécie foi identificada
pela profa. Maria A. Milaneze-Gutierre, UEM. Os materiais vegetais da planta foram
lavados com agua corrente sob pressdao e secos com pano. Posteriormente, o
material verde da planta foi picado, levado para secar e em seguida tritura em um
liquidificador, obtendo- se para a matéria seca e triturada uma massa de 0,245 kg. O
meterial entdo foi imerso em em 2 L de mistura metanol e cloroférmio (20%) PA
Synth. Apés a saturacao do solvente a temperatura ambiente, o material foi filtrado e
concentrado por meio de rotaevaporador sob pressao reduzida. Esse procedimeto
foi realizado quinze vezes, e ao final da extracao foi obtido o extrato bruto com
massa de 32,0 g. Uma massa de 500 mg foi reservado para para a realizagdo de
ensaios biolégicos.

Estudos da fragao hexano

O extrato bruto (31,5 g) foi fracionado com solventes orgénicos de diferentes
polaridades, sendo aplicado a metodologia do contato direto do solvente com o
extrato, utilizando haxano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e agua, partindo o
processo pelo solvente mais apolar. A fragcdo hexano foi fracionada com silica em gel
60 e solventes de diferentes polaridades. Foram obtiditas dez sub-fracdes, fracoes
FHx1 até FHx10. A fracdo FHx4 foi submetida a uma nova purifiagdo por coluna
cromatografica, e apos a avaliacao do perfil cromatografico em CCD das amostras
de FHx4, fez- se a juncao de amostras semelhantes. A juncao 17-18 foi submetida a
uma cromatografia de camada delgada preparativa. A juncado 19-23 (FHx4-17-18) foi
submetida a uma CCD. Foi realizada a juncédo das amostras FHx4-17-18, e a juncao
14-16 foi purificado e analisado por RMN, sendo caracterizado a substancia BH1. A
juncdo 77-95 (FHx4-77-95) foi submetida a uma purificacdo por coluna
cromatografica. A juncao 50-60 (FHx4-50-60), também foi submetida a uma CCD. A
fracao FHx2 também foi submetida a uma nova purificacdo por coluna
cromatografica, e fez- se a juncao de amostras semelhantes. A jungédo 18-28 (FHx2-
18-28) apresentou resultados interessantes, assim ela foi purificada através de uma
lavagem com hexano e cloroférmio, e posteriormente foi levada para uma analise
por RMN, sendo possivel a caracterizagdo da substancia BH2.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A substancia BH1 foi identificada com cicloart-23Z-eno-3beta,25-diol (Figura 1) com

base em comparacdes de dados espectroscopicos de ressondncia magnética
nuclear (RMN) com dados da literatura (Della et al., 1994).
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Figura 1 — cicloart-23Z-eno-3beta,25-diol.

O espectro de "*C-RMN (Figura 2) permitiu identificar o grupo 2-hidroxi-isopropil
através do sinal em &¢ 70,8 (C25) correspondendo a um carbono quaternario ligado
a um oxigénio. Os sinais em &¢ 139,3 e &¢ 125,6 sdo decorrentes da dupla ligacao e
sao correspondentes aos carbonos C23 e C24 respectivamente. A molécula também
apresentou 6 sinais entre &¢ 18,0 a 29,9 referentes aos CHjs , 8 sinais relacionados a
grupos CH» (8¢ 21,1 a 35,6), 5 sinas de carbonos tipo CH (5¢ 36,4 a 78,8) e 5 sinais
do tipo carbonos quaternarios.
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Flgura 2. Espectro de RMN ™°C da substancia BH1 (CDCI3 500 MHz)

O espectro de RMN da substancia BH2, amostra FHx2-18 a 28, é um espectro tipico
_de um acido graxo de cadeia longa (Figura 3). Em &¢ 0,92 foi possivel identificar que
em sua estrutura ha um tripleto de CHs; de final de cadeia. A molécula também
apresentou multiplas ligacées CH, de cadeia longa em &¢ 1,2.

Figura 3 — Estrutura molecular de um acido graxo de cadeia longa identificada através do espectro de
RMN.

Até o momento, o estudo quimico das fragdes FHx1, FHx5, FHx6, FHx7, FHx8 e
FHX9 nao levou ao isolamento e identificacdo de substancias puras que possam
estar presentes na fragdo hexanica de B. harrisoniae.
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CONCLUSOES

O presente trabalho levou ao isolamento de duas moléculas, sendo elas a cicloart-
23Z-eno-3beta,25-diol e uma molécula de acido graxo de cadeia longa, a partir da
fracdo hexanica do extrato bruto da orquidea Bifrenaria harrisoniae. Este estudo
contribui para o desenvolvimento do conhecimento fitoquimico da Bifrenaria
harrisoniae, que ainda possui poucas referéncias, em razao de se tratar de um dos
primeiros estudos sobre esta orquidea.
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