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RESUMO
COSTA, Patricia Miranddriterpenos, saponinas e flavonoides de. arianeae
(Chrysobalanaceae) &schweilera longipes (Lecythidaceae) Seropédica: UFRRJ, 2003.
142p. (Dissertacdo, Doutorado em Quimica, Fitoqeajni

O fracionamento dos extratos das folhas e madeika @ianeaeatravés de processo de
particdo com solventes e técnicas cromatograficaduziu ao isolamento dos acidos
3B,6B, 19 -triidroxiursan-12-eno-28-06ico 33603,24, 1% -tetraidroxiursan-12-eno-28-0ico,
3B-hidroxiolean-12-eno-28-06ico, da 3,5,7-triildroxkMetoxi, 6-sulfonato, flavona, d433
O-B-D-galactopiranosil-(6p-hidroxi-benzoila)-ursan-12-eno-28-0ico, da 1-mglitose, e
da mistura de flavondides. As estruturas das satisiforam deduzidas atraves da analise
dos espectros de IV, RMN de e**C, incluindo experimentos 2D e espectro de massas
das substéncias naturais e dos derivados. Espeideiro registro destes constituintes no
géneroLicania. A flavona e saponina estdo sendo descritos pieteejpa vez na literatura.

As folhas e as cascas da espécingipesforam submetidas a extracdo com solventes
organicos e os extratos foram fracionados atraggmdicao e técnicas cromatogréficas.
As fracdes reunidas foram submetidas a técnicasatograficas e cristalizacdo. Esses
processamentos conduziram ao isolamento dos atige3,3a,1% -tetraidroxiursan-12-
eno-28-0ico, da saponin@-&®-3-D-glicopiranosil-sitosterol e dos triterpenos fridel e
3B,24-diidroxifridelano. As estruturas das substém@imam deduzidas através das técnicas
citadas acima. Este é o primeiro registro destarsap no géner&schweileraO
triterpeno B,24-diidroxifridelano foi descrito pela primeirazvea literatura (COSTA,

P.M. & Carvalho, M. G.Annais da Academia Brasileira de Ciéngias03).

Palavra chave: saponina, flavonoide, triterpeno
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ABSTRACT

COSTA, Patricia Mirandd:riterpenes, saponin e flavonoid of the.. arianeae
(Chrysobalanaceae) &schweilera longipes (Lecythidaceae) Seropédica: UFRRJ, 2003.
142p. (Dissertation, Doctor in Chemistry, Phytoclstry).

Solvent partition and chromatographic fractionatddmetanolic extract from the leaves
and wood ol.. arianeaelead to the isolation of triterpenes, one carlaiir saponin and
flavonoid. 3,6B3,19% -trihnydroxiursa-12-en- 28-oic acidBH3,24-trihydroxiursa-12-en-
28-oic acid, 3,5,7-trihydroxi-4’-metoxi,6-flavones(lfonate), -hydroxiolean-12-en-28-
oico acid, B-O-B3-D-galactopiranosyl-(6’-1 para hydroxi benzoil)-a+$2-en-28-oic acid,
1-metyl glycopiranosyl and mixture of two flavodsi The 3,5,7-trihydroxi-4’-metoxi,6-
flavone-(sulfonate) and330-3-D-galactopiranosyl-(6’-1 para hydroxi benzoil)-a$2-en-
28-oic acid are being descricted for the first timéhe literature. The IRH NMR, *°C
NMR and MS spectra analysis was used for structigtdrmination.

The leaves and the bark fromBflongipesvere extracted by organic solvent. The
obteined extract by partition and cromatographyeweactioned. This treactmnent lead to
the isolation and the identification of five pentelic triterpene and one saponin. The
structures were propused by R, and**C NMR spectral data of the original compound
and their derivarted contributed for identificati¢itom the methanolic extracto of the were
isolated &,23,30,19% -tetrahydroxiursa-12-en- 28-oic acid, and the sap83-O-3-D-
glycopiranosyl-sitosterol. From the methanolic agtrof the leaves were isolated fridelinol
and the B,24-dihydroxifridelane a new triterpene. From ¢pectral data of derivatives
was confirmed the propose structure to new triteeg€OSTA, P. M., 2003).

Key words: saponin. Flavonoid, triterpene
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1. INTRODUCAO

Pouco se conhece sobre a quimica do gélneemia e da familia Chrysobalanaceae, pois
esta é quase completamente inexplorada. Em 19f@imeira investigacdo fitoquimica
relacionava-se a pesquisa de flavondides aglicomess Rosaceae (incluindo
Chrysobalanaceae) onde revelou a presenca de tmacem Chrysobalanus icacce
Licania rigida O Unico estudo quimiossistematico de flavonoidds familia
Chrysobalanaceae foi realizado por Corandin (CORMND, 1985) referente a 31
espécies do géneRarinari. Os poucos estudos quimicos de Chrysobalanacesteanaon
uma predominancia de flavondides glicosilados de&eatina, quercetina e campferol.

Esta investigacdo quimiossistematica do gémaonari evidenciou que as taxas
Neotropical da América e Asiatico deste género,complexo de espécies estreitamente
relacionadas, sdo quimicamente muito similareseesitrdesprovidas de miricetina. As
espécies africanas se dividlem em dois grupos basead presenca e auséncia de
miricetina glicosilada. Ja que a miricetina € cdesada um carater flavonoico primitivo,
sugere-se que as especies africanas produzindocs@s$téncia representam um nucleo
primitivo a partir do qual um grupo ndo miricetitesia sido envolvido dando origem, por
subsequente expansdo a leste e oeste, a duas fitdgeograficas desprovidas de
miricetina: Asia e regio Neotropical da Américag@nheroLicania é predominantemente
neotropical, deste modo a auséncia de miricetina espécies delLicania pittieri
(MENDEZ, J, 1995) poderia estar de acordo com a®legdes quimico/fitogeogr ficos da
taxa desta familia sugerem que a taxa neotropémal padréo flavondico ausente de
miricetina glicosilada. Esta hipétese esta de acoain a proposta corrente para a evolucéo
geogréfica da familia Chrysobalanaceae.

Entretanto a ocorréncia de miricetina glicosiladaL. carii (MENDEZ, J, 1996) e
L. pyrifolia (BILIA, A.R., 1996; BILIA, A .R., 1996; MENDEZ)., 1996) sugere que as
correlacbes quimioco/fitogeograficas entre e derdm g~enero desta familia séo
provavelmente mais complexas do aquelas obserpada&3orandin.

O resultado das investigacdes emcarii (MENDEZ, J, 1996) concordam com a
forte relacdo entre a familia Chrysobalanaceae sadtae. Deste modo, a presenca de
flavonoides e triterpendides nas espécles carii poderiam justificar uma prévia
classificacdo que inclue a familia Chrysobalanaceaéamilia Rosaceae, e a inutilidade
por um ponto de vista quimico da separacao.

A guimica do géner&schweilerae da familia Lecythidaceae é pouco conhecida, ja
gue também é quase completamente inexplorada.

Alguns constituintes com atividade farmacolégiem tsido isolados de espécies
desta familia. Os trabalhos relacionados com adestuimico de espécies desta familia
conduziram a identificacdo de constituintes composeas e triterpenos pentaciclicos
(CARVALHO, M. G., 1998).

Considerada como a “familia da castanha do Brasilecythidaceae possui pelo
menos 287 espécies tipicamente tropicais com ceea¥s retringidas as regides
neotropicais. Como exemplo podemos citar o géaustavia que possui cerca de 40
espécies, entre as quésstavia longifolia

Gustavia longifoliaé a Unica espécie do género com estudo quimicstrnadp na
literatura, onde foram isolados esterdides, trdegs pentaciclicos e acidos graxos (EL
SEEDI, H. R., 1999).



Os extratos do caule e cascasGleaugustapossuem atividade antiinflamatoria
(ROCHA, A F. I, 1986). Entretanto, a principal@&ade atribuida pelos indios da Guiana
francesa é no tratamento da Leishmaniose (GRENANM,987).

Os unicos trabalhos sobre o estudo quimico erexwdrna literatura referentes ao
géneroEschweilera(CARVALHO, M. G., 1995; CARVALHO, M. G., 1998; CAO3, P.
M., 2003) reportam o isolamento de triterpenos gudolicos, esteroides, flavonoides e
saponinas.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas Botéanicas e Estudo Quimico decania arianeae
2.1.1.Caracteristicas Botanicas da Familia Chrysolenaceae

A familia Chrysobalanaceae é pantropical, sobretardericana e considerada por
muitos autores como subfamilRosaceaeSao arvores e arbustos com folhas simples,
inteiras, alternas, estipuladas, peninérveas. R&wodp cupuliforme, constituindo um
hipancio. Célice gamossépalo, com cinco laciniosrol@d com cinco pétalas livres,
imbricadas, inseridas nos bordos do hipancio. Acelrconstituido de numerosos estames,
todos férteis ou alguns reduzidos a estaminodiegritiidos ao redor do bordo do
hipancio ou dispostos apenas de um lado; filetédsrfnes, livres ou concrescidos em
feixes, anteras rimosas, geralmente globosas. @u&erido no fundo do receptaculo ou
na parede do hipancio. Constituido de trés carpd®sim a bilocular, com dois 6évulos
basais; estilete lateral ou basal com estigmabado ou truncado. Drupa monospérmica;
semente sem endosperma, com embrido carnoso, ¢iddaoes plano-convexos.

2.1.2. Caracteristicas da espécle arianeae

O génerd.icania @ comum nos paises sul americanos, como VenezBzkasil. No
Brasil as espécies deste género sdo encontradesesda atlantica de regides dos estados
de Pernambuco, Espirito Santo, Rio de Janeiro e@dviiBerais, onde suas madeiras sdo
usadas na construcao civil em obras externas, estacas, postes, dormentes e em obras
hidraulicas. Um representante muito comum destergéé o “oitizeiro” L. Tomentosga
arvore fornecedora de 6tima sombra, sendo porags@ferida para plantios em pracas e
jardins.

A espéciel. arianeae é conhecida popularmente como “quebra machado”. O
espécime usado neste estudo foi coletado na EsteaBarinha Seca (km 2.26), localizada
na Reserva Florestal da Companhia vale do Rio P©déR.D.), uma das remanescentes
da Mata Atlantica do pais no Municipio de LinharEspirito Santo. Uma excicata®(n
2892) encontra-se depositada no Herbario da RBRABRJ. A coleta e identificacdo
foram feitas pela professora Dra Ariane Luna Peixi@-UFRRJ.

O extrato hexanico e uma parte do extrato metamdtias folhas dd.icania
arianeae j4 foram estudadas anteriormente por L. F. dee®fvonde foram isolados
triterpenos penteciclicos, saponinas e cromohalsgla 1, pag § (Fig 1, pag 9



Figura l1a:Foto das folhasdeicania arianeae



Figura 1b:Foto do caule e fruto da espétieania arianeae



2.1.3. Estudo Quimico de.icania arianeae (Chrysobalanaceae)

A familia Chrysobalanaceae é constituida de 1&m&ncontendo 420 espécies.
Tendo como centro de dispersdo a Amazonia, onderemsocerca de 120 espécies
(BARROSO et al 1991).

Espécies da familia Chrysobalanaceae séo largameatias na medicina popular
tradicional na Africa e América do Sul. Este famtsido uma das razdes para a realizacéo
de estudo quimico de espécies desta familia (MEN&E&L 1997).

A literatura relata varias atividades biolégicamoespécies desta familia, como por
exemplo:

O extrato metandlico das raizes secas Riminari cerataefolium Prance
(Chrysobalanaceae) é usado na inibicdo de ovomosigino um medidor de atividade
antiacaricida e o extrato aquoso quente desta ganpéanta € utilizado no folclore africano
como anti-convulsionante numa mistura complexa &sorospirmum febrifugur$pach
(Hypericaceae) eHeteromorpha trifoliatal. (Apiaceae) como descrevem Worthley e
Schott (969. Eles relatam que o extrato EtOH 95% @eupeia paraensiBenth
(Chrysobalanaceae). Este ultimo apresenta atividatieimoral contra Leuk-P388. Foram
isolados triterpenos, esteroides e flavondidesx@a® aquoso quente dghrysobalanus
icao L. (Chrysobalanaceae) é usado no Brasil no trateonde diabetes com atividade
antihiperglicémica. O extrato das raized dmnia michauxiiPrance (BADISA et aR000
apresenta atividade citotoxica contra cultura dela® HepG2 e antitumoral in vivo contra
o Carcinoma de Célon do tipo Caco-2.

Espécies desta familia séo ricas em flavondideterpenos pentaciclicos e
saponinas. Os triterpenos, tem sido conhecidosppssuirem atividade antinflamatoria,
antitlcera e antitumoral e por isso tem sido cisadom frequiéncia na literatura . Como
exemplo as plantas contendo &cido ursélico e aoidandlico que tem sido usados no
tratamento de doencas inflamatérias (RINGBOM et 298).

Os trabalhos sobre o estudo quimico encontraddgenatura referente ao género
Licania reportam o isolamento de triterpenos das sérieanor lupano e oleanano,
esterodides, glicoesterdides, flavonoides e flavdesglicosilados.

A tabela 1 relaciona as espécies estudadas daogEimania e as respectivas
substancias isoladaBigura 2, pag 9.



TABELA 1 : Constituintes quimicos isolados de espécies dergéicania

Espécies Constituintes Ref
(Parte da planta)
L. carii Acido ursolico (1), acido 2-hidroxiursolico @),acido MENDEZ et al
(Folhas) oleandlico 8), acido betulinico4), sitosterol-3- OB-D - 1997
glicopiranosilg), 3-O-galactopiranosil-miricetin®), 3-O-
glicopiranosil-miricetina?), 3-O-(2"-xilosil)-
rhamnpiranosil miricetinag)), 3-O-rutinopiranosil-
miricetina @), 3’-metil-3-O-rutinopiranosil-miricetinal(),
3’-O-glicopiranosil-quercetinal@), 3-O-(2"-xilosil)-
rhamnopiranosil-quercetind?), 3-O-rutinopiranosil-
guercetinal3), 3-O-galactopiranosil-quercetind4)
L. pittieri Acido oleanolico 8), acido ursélico), (+)- trans catequinaMENDEZ et al
(Folhas) (15), (-)-cis epicatequindlg), isoquercetinal(?), 1995
guercetina18), hiperina 19), quercitrina 20), 3-O-
aranopiranosil quercetin21)
L. pyrifolia Acido 2a-hidroxi-33-O (3',4 -diidroxibenzoil)-lup-12-en-| BILIA et al
(Folhas) 28-6ico @2), acido 21,27-diidroxi-3-0-(3',4'- 1996
diidrroxibenzoil) lup-12-en-28-6ic®@), campferol 24), 3-| MENDEZ et al
O-rhamnoprinasil -campfero2§), 3-O-arabinopiranosil- 1996
campferol £6), 3-O-(2"-xilosil)-rhamnopiranosil-campferpl BILIA et al
(27), hipolaetina 28), 8-hidroxi-narigenina9), 8-hidroxi- 1996
eriodictiol 30), quercetinal8), 3-O-(2"-xilosil)-
rhamnopiranosil-quercetind?), 3-O-rhamnopiranosil-
guercetina3l), 3-O-arabinopiranosil-quercetin21lj,
miricetina B2), 3-0O-(2"-xilosil)-rhamnopiranosil-miricetina
(8), 3-O-rhamnopiranosil-miricetin&8), acido 1t-
hidroxibetulinico 84), acido @-hidroxibetulinico 85)
L. densiflora 3',4’-dimetil 3-O-glicopiranosil miricetina3€), 8-hidroxi- | BRACA et al
(Folhas) 4’-metil-narigenina 87), 3-O- (2”-O-a-L rhamnopiranosil)- 1999
rhamnopiranosil-miricetina3@) BRACA et al
2001
L. heteromorpha | 7-metil éter 3,4’-di-O- rhamnopiranosil-miriceti i2c) BRACA, A,
(Folhas) 3,4’-di-O-rhamnopiranosil-miricetinaQ), 4-metil éter 3- 1999
O-galactopiranosil-miricetinad()

L. licaniaeflora | Acido olandlico ), acido maslinico (2), acido 3-O- BRACA, A,
(Folhas) arabinopiranosil-oleandlicd®), acido betulinicaf), acido 2002
arjunetinod4), tormentato de glicopiranosild%), acido

pomolico @6), acido 2-hidroxi-oleandlico 47)
L. intrapetiolaris |Intrapetacina A48), intrapetacina B49), cucurbitacina OBERLIES,
(Folhas) B(50) N. H, 2001




L. arianeae
(Folhas)

Acido 3a-hidroxi-ursa-12-en-28-6icdb(), acido ,24-
diidroxi-olean-12-en-28-0icd@), acido ,24-diidroxi-
ursa-12-en-28-0icdb), acido #,19,24-triidroxi-ursa-12-
en-28-6ico $4), acido B-hidroxi-olean-12-en-28-06ickp),
acido B-hidroxi-ursa-12-en-28-0icdp), acido(P-O-B-D-
glicopiranosil-24-hidroxi-ursa-12-en-28-06ico7),

acido(P-0O-B-D-glicopiranosil-19,24-diidroxi-ursa-12-ent

28-06ico 68), 5,7-diidroxi-2-dotricontanil-cromon&§),
5,7-diidroxi-2-untricontanil-cromon&(), 5,7-diidroxi-2-
tricontanil-cromona@l), 5,7-diidroxi-2-noneicosanil-
cromona 62), 5,7-diidroxi-6-cloro-2-dotricontanil-cromon
(63), 5,7-diidroxi-6-cloro-2-untricontanil-cromon&4),
5,7-diidroxi-6-cloro-2-tricontanil-cromon#®¥), 5,7-

diidroxi-6-cloro-2-noneicostanil-cromon@eq),

CANDIDO, L.
F. O de, 2000
CARVALHO,
M. G. de 2003

a




1:R=R'=H, R"=Me
2:R=0OH, R'=H, R=Me

3:R=H,R'=Me, R"=H

HO

GlicO
OH
OH
OH
:H’ R'= @)
@]
OH
orf”
Me
=H,R= O o) OH
O OH
Me OH Me OH
OH OH
O O
O O

OH © —oH
OH OH
9: R=Me,R'= O 10: R=H,R'= O
HO HO
O @)

Figura 2: Estruturas das substancias isoladas do gémeania (Tabela 1)
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2.2- Caracteristicas Botéanicas e Estudo Quimico deschweilera
2.2.1- Caracteristicas Botanicas da Familia Lecyttlaceae ( JOLY, 1998)

Compreende esta familia 24 géneros restritosgiGa®tropicais de todo o mundo e
sdo especialmente abundantes nas matas tropicaisAuh&ricas. Sao todas plantas
arbéreas, com folhas inteiras, de disposicdo atecom estipulas rudimentares. Flores
isoladas ou inflorescéncias paniculadas, em géchtas, hermafroditas, diclamideas de
simetria radial ou zigomorfas. Receptaculo desefwol Calice com 4 a 6 sépalas e corola
em geral com 4 a 8 pétalas. Androceu formado porenosos estames livres ou soldados
na base em um andréforo. Ovario infero, com 2 arpetos e outros tantos loculos, com
muitos ovulos. Fruto seco, em geral pixidio comesges aladas ou ndo e neste caso, nao
se abrindoBertholletig).

Exemplos frequentes no Brasilouratari, 0 conhecido jequitibd das nossas matas;
Lecythis a interessante sapucaia com seus enormes pixgbaholletig a castanha-do-
para. Ao génerdiolopyxidiumpertence a jarana da Amazbnia e também desteorégia
conhecida a castanha-de-macaco do gé@enaroupila bem como a castanha chamada
cheru, do génerallantoma Espécies do génefschweilerafornecem madeira conhecida
como matamata.

2.2.2- Caracteristicas da especke. longipes

O géneroEschiweileraé comum nos paises sul americanos, como Veneeruela
Brasil. Espécies do géneEschiweileraocorrem frequentemente no norte e nordeste do
Brasil e sdo usadas na industria madeireira, erasplam cercas e como combustivel
doméstico.

Um espécime da espédischiweilera longipesisado neste estudo foi identificado
pelo botanico Benedito Vitor Rabelo. O espécimec@détado no Estado do Amapa. Uma
excicata (A 00358) se encontra depositada no Herbario amapagmsviuseu Angelo
Moreira da Costa Lima-IEPA. Macapa, Amapa4, Brasil.

O extrato hexanico das folhas d&schiweilera longipes j& foram estudadas
anteriormente onde foram isolados triterpenos pélieos, esteroides e saponinas
(CARVALHOet al 1998)(Tabela 2, pag 17) ( Fig 4, Pa4g 18)
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Figura 3:Foto da madeira déschweilera longipes

2.2.3-Estudo Quimico deéeschiweilera longipes (Lecythidaceae)

A familia Lecythidaceae é constituida de 25 génhemm cerca de 400 espécies
arbéreas que estao distribuidas em regides pacaisgJOLY, 1998).

Algumas espécies desta familia coRetersianthus macrocarpyASSIOT et al
1992),Barringtonia acutangulgPAL et al 1991)Gustavia august§SOUZA et al 2001),
E. rabeliana (CARVALHO et al 1995) tem sido estudada quimicateenAlguns
constituintes como triterpenos pentaciclicos géde sonhecidos por apresentarem
atividades antiinflamatoria, antitlcera e antituahoAs saponinas isolads de espécies desta
familia sdo conhecidas por possuirem atividadedeofdgicas, tais como antialergénica,
antibacterial, antifingica, antiinflamatéria, amtitoral e antihepatotdxica. Estas
informacdes tem contribuido para o desenvolvimed® estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos desta familia. Os trabalhos relamios com o estudo quimico de espécies
desta familia conduziram a identificacdo de tri@gs pentaciclicos, saponinas, acido
elagico e alcalbides do tipo indolo [2,1-b] quin&zicos.

Espécies do génetbschiweileraocorrem freqiientemente no norte e nordeste do
Brasil e sdo usadas na industria madeireira, erasplem cercas e como combustivel
doméstico. Trabalhos registrados na literaturaesolestudo quimico deste género revelam
o0 isolamento de triterpenos pentaciclicos das sasftalhas d&. rabeliana(CARVALHO
et al 1995) €. longipes(CARVALHO et al 1998 e COSTA et al 2003J.abela 2, pag
17) (Fig 4, Pag 18
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TABELA 2 : Constituintes quimicos isolados de espécies derg&schiweilera

Espécies Constituintes quimicos Ref
(parte da planta)
E. rabeliana | Fridelina 67), 3-epi-fridelinol £8), B-amirina 69) CARVALHO
Folhas et al 1995
E. longipes Fridelina 67), fridelinol (68), cinamato dex-amirina) CARVALHO
Folfas e Casca |(70), cinamato de3-amirina 1), a-amirenona 72), | et al 1998
COSTA et a

B-aminerona 13), 3-oxo-ursa-12(13)eno74), oxo-
olean-12(13)-eno 76), sitosterol 76), estigmasterd
(77), a-tocoferol {8), tocotrienol 79), 3-a-hidroxi-
lupeol 80), 3--u-hidroxi-taraxasterolgl)

003

17




R3

69:R=0OH, R1=R»=R3=H
70:R1=0H, R=0-cinamoil , R2=R3=H
71:R,=0-cinamoil, R=OH, R ,=R3=H
72: R=0OH, R;=R»=H, R3=CH3;

73: R=OH, R,=CH3,R;=R3=H
74:R=R =0, R,=CHg3, R3=H
75:R:R1:O,R2:H, R3:CH3

76: 22,23-diidro o
HO 77:

78

HO™
HO'

Figura 4: Estruturas das substancias isoladas do gé&saioveilera
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2.3.Propostas Biossintéticas dos Constituintes Isaolos das
Plantas

A determinagdo estrutural das substancias isoldépaendem das consideracdes
biossintéticas das classes dos constituintes matta muitos casos seria dificil chegar na
estrutura dos constituintes isolados apenas camnases de dados fisicos e quimicos. As
informacdes biossintéticas permitem prever paddiesubstituicdo mais freqiente que
aliados aos métodos fisicos de analise organiegache as estruturas dos constituintes.

2.3.1.Biossintese de Triterpendides

Os compostos derivados de isoprenodides, incluemersos produtos naturais de
diferentes esqueletos carbbnicos . Estes esquedéimsderivados da condensacédo do
dimetilalil pirofosfato (DMAPP) com o isoprenil piosfato (IPP). A formacdo do IPP
passa pelo acido (3R) mevalbnico cuja formacaoleaveacédo de condensacao e redugéo
(Esquemas 1 e 2, pag, 20 e 21).

Em plantas superiores o oxido esqualeno € o ietdidrio biossintético comum de
esterdides e triterpenos (ABE, |, 1993). Uma vailed de triterpenos tetraciclicos e
pentaciclicos sao considerados produtos da ciélzalp oxiesqualeno. Estes terpendides
sao convertidos a uma variedade de esteroidespgitdides e alcaldides esteroidais. Estes
compostos sdo considerados como “metabdlitos esgkqdor terem entre outras funcdes
biolégicas, a acdo como denfesores quimicos cpatdgenos e herbivoros.

A ciclizacdo do esqualeno a triterpenos pentatislprovavelmente se processa via
uma conformacao pré-cadeira do oxiesqual@sgquema 1, pag, 20)Em principio, o
hidrogénio-iniciador da ciclizagdo produz o catiem C-20 tetraciclico damarenil e
subsequente rearranjo formando o cétion pentagiol&anil via intermediarios catidnicos
bacharenil e lupenil. Finalmente, uma série de odashnetos 1,2 de hidreto com
eliminagéao do hidrogénio H-12 forma a estruturautkano ou oleanano com uma ligacao
duplaA (ABE, I, 1993)(Esquema 3, pag, 22)
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Esquema 1:Formacéo do isopentenil pirofosfato a partir daieGoA.
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Esquema 2:Biossintese de triterpenos a partir do isopenparafosfato
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Esquema 3:Formacéo de triterpenos das séries oleanano eoursan

cation oleanil
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2.3.2.Biossintese de Flavonoides

Estes compostos possuem uma estrutura basica c@m@nCs. sdo substancias
derivadas do acido cindmico mais 3 unidades deawmcefao conhecidos nas formas
naturais ou de seus glicosideos.

S&o compostos naturais formados por um nuclecop@ano ou cromano ligado a
um anel aromatico formando o nudcleo fundamental ftlo®noides que as vezes séo
citados como “fenil-benzopirano”. Na maioria dasie@ades de flavonoides, a biossintese
posiciona ho minimo 2 grupos hidroxilicos ligados sarbonos C-5, C-7 e dependendo do
grupo cinamoil original, pode ter oxigenacdes en84'6’ ou 3', 4', 5.

Além das oxigenacdes mais frequentes nas posiCeese C-7 Anel A por
hidroxilas fendlicas estes podem estar livres,ifef@das ou pode estar envolvida em
ligacdo glicosidicas. A frequéncia de variacoesodgenacdo em posicdes especiais
provenientes dos percursores justifica a propostacdo enzimatica oxidativa. No caso da
oxigenacdo do anel B dos flavondides, a enzimaH=e#{amato oxigénio oxidoredutase)
atua incluindo grupo OH em diferentes posicdes thvohodide proveniente do
hidroxicinamoil-CoA mais simples (PAL, B. C., 1991)

Estas consideracdes acima estdo de acordo coro ddanel B apresentar-se substituido
na posicao C-4' em 80% dos casos, podendo ser C-&,0u menos freqientemente em
C-3’, C-4 e C-5'. Sendo frequente também o grupBH As posi¢cdes C-2' e C-6’
raramente apresentam-se substituieiasujema 4, pag 2%
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ESQUEMA 4: Proposta biossintética para flavonoides
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3. OBJETIVOS

a) Isolar e identificar os principais metabdlitepeciais da madeira e das folhas de
Licania arianeae

b) Isolar e identificar os principais metabdlitepeciais da madeira e das folhas de
Eschweilera longipes

c) Testar as atividades bioldgicas das principalstancias isoladas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Equipamentos e Reagentes de uso geral

Os pontos de fusdo foram determinados em placa@weceanento MEL-TEMP 11,
Laboratory Devices USA, utilizando capilar, semregé@o dos valores. Os espectros na
regido do infravermelho foram obtidos em espectéof@tro Perkin-elmer 1600/1605 FT-
IR em KBr e/ ou filmes de NaCl. Os espectros des®eincia Magnética NucledH e *c
(incluindo experimentos em 2D) foram registradosespectrometros Bruker Ac-200 (200
MHz) e JEOL JNM-GX-400(400 MHz). Como padréao interifoi usado o tetrametilsilano.

Os espectros de massas foram obtidos por impaatetiens (70 eV) em aparelho
Varian VG Autospec Autospectrometer (UNICAMP).
As cromatografias em coluna foram realizadas teomimo suporte sephagdex LH-20
(Sigma, USA) e silica gel (200-400 e 70-230 mestted). Foram usadas placas de silica
gel 60 PEssMerck e Vetec para cromatografia em camada finaHjG&Ccomo reveladores
foram utilizados, além de deteccéo por irradiagfmvioletaa (254 e 366 nm), reagentes
de Liebermann-Burchard; solucdes de AIETOH (1%), sulfato cérico (1%)43O.
(10%). Alguns solventes comerciais foram destilaatdes de serem utilizados.

4.2. Derivatizagdes de uso comum
A preparacgéo de Derivados das substancias isottedasspécies estudadas facilitou
a analise dos dados espectrais devido ao aumestdudalidade em cloroféormio.

4.2.1. Metilagdo com Diazometano

A solucdo de diazometano foi preparada de acordo @dVOGEL, pag. 433, e
adicionada gotas em excesso nas substancias dissolgm MeOH. O solvente foi
evaporado fornecendo os derivados metilados.

Substancia (mg) Quantidade (mg) Produto(mg)

1 30 1a(25)

4.2.2. Acetilagdo com Anidrido Acético e Piridina

As substancias foram dissolvidas com anidrido eaétipiridina (1:1) e deixaram-
se a mistura em repouso por 48 horas e entéo lacadaagua destilada gelada e extraidas
com cloroférmio e seco com sulfato de sodio anidpds evaporacdo do solvente em
evaporador rotivo sob vacuo obtiveram-se os deovadetilados.

Substancia Quantidade (mgQ) Produto(mg)
1 30 1b (20)
11 50 11 (48)




4.3. Isolamento e Purificacdo dos Constituintes Qumiicos deLicania arianeae

4.3.1-.Material Vegetal

O material em estudo pertence a um espécimé.ictnia (Chrysobalanaceae)
coletado pela botanica Ariane Luna Peixoto (Demddtanica, IB-UFRRJ). O espécime
foi coletado na Estrada da Farinha seca (km 2I26glizada na Reserva florestal da
Companhia Vale do rio Doce (C.V.R.D.), Municipio Hdmhares, Espirito Santo. Uma
excicata (A 2892) se encontra depositada no Herbario da RBBARRJ. E conhecida
popularmente como “quebra machado” e classificadmaocLicania arianeaee foi
identificadaa por Ghrilleant. Prance, N. Y. BotahiGarden.

4.3.2. Elaboracao dos Extratos

A madeira seca e moida (1000g) foi submetida eag&d com diclorometano e
metanol através de maceracdo. Os residuos dososxteaam obtidos pela destilacdo do
solvente em evaporador rotativo, obtendo-se 85¢8gndterial do extrato diclorometano
LAMD (Licania Arianeae Madeira, Diclorometano) e 372,89 de material odrago
metanolico LAMM (icania Arianeag Madeira, Metanol).BEsquema 5, pag 30

As folhas secas e moidas (2893,3g) foram subnseidaxtragdo com hexano e
metanol através de maceracdo. Os residuos dosoextoaam obtidos pela destilacdo dos
solventes em evaporador rotativo, obtendo-se 4f¢0gaterial do extrato hexanico LAFH
(Licania Arianeae, Folhas, Hexano) e 240,489 deenadtdo extrato metanolico LAFM
(Licania Arianeae, Madeira, MetanolEgquema 6, pag 311

4.3.3. Extrato metandlico da madeira(LAMM)

O extrato metandlico (LAMM) foi obtido pela extéag com metanol através de
maceracdo e o residuo apds concentracdo em evapamdtivo forneceu 342,9g de
extrato. O residuo do extrato foi submetido a pgsaeale particio com sistema de solventes
cloroférmio/metanol:agua 80:20 e acetato de etdsééimol:agua 80:20E6quema 6, pag
31)

A fracdo cloroférmica (LAMMC, 52,8g) obtida da pfefio do extrato metandlico
foi fracionada através de cromtografia em colunaitiea gel, usando como fase movel
inicial diclorometano seguido da mistura com acetdé etila e metanol em ordem
crescente de polaridade até metanol (100%). Foldidas 73 fracdes de 250ml cada uma
e concentradas em evaporador rotativo. Estas fa¢deam analisadas através de
cromatografia em camada delgada de silica gelda&s em grupos. O grupo de fracbes
60-73 foi submetida a cristalizacdo em metanoldoemdo a substanclgPF 263, 30mg
(Esquema 7, pag 32)Anélise dos espectros de IV e RMN e*C dessa fracdo permitiu
identificar um triterpeno. Apds reacéo de metilagdm diazometano obteve-se o derivado
metiladola(PF 232, 15mg) (Esquema 7, pag 32).

A fracdo acetato de etila (LAMMA, 83,9g) obtida® @xtrato metandlico foi
fracionada através de cromtografia em coluna @mgiel, usando como fase movel inicial
diclorometano seguido da mistura com acetato de etmetanol em ordem crescente de
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polaridade até metanol (100%). Foram obtidas 8@0&s de 250ml cada uma e
concentradas em evaporador rotativo. Estas fradoesm analisadas através de
cromatografia em camada delgada de silica gelda&s em grupos. O grupo de fracbes
16-24 foi submetido a cromatografia em coluna sodsg#io usando como fase mével
cloroférmio e metanol, aumentando a polaridadenagééanol puro. Foram coletadas 25
fracbes que foram analisadas através de cromaanaif camada delgada de silica gel e
reunidas em grupos. Os espectros de IV e RMIN *°C revelou que esta substancia era
idéntica a substancia isolada da fracdo cloroférmica. Apos reacdo deilacéb com
anidrido acético e piridina obteve-se o derivadetildo1b(PF 222, 30mg) (Esquema 7,
pag 32)

O grupo de fragbes 23-48 foi submetido a umaa@iio em sephadex usando
metanol como eluente, coletando-se 10 fracoes dd ¢@da uma. Os espectros de 1V,
RMN*H e3C da fracdo 8-10 revelou a presenca de uma subs@imematica2(PF298,
20mg) (Esquema 7, pag 32)

A fracdo metandlica (LAMMM, 131,99) obtida da peéib do extrato metanolico
foi fracionada através de cromatografia em columaitica gel, usando como fase movel
inicial acetato de etila e metanol em ordem crdascde polaridade. Foram obtidas 132
fracbes de 250ml cada uma e concentradas em edapoxdativo. Estas fracBes foram
analisadas através de cromatografia em camadaddedigasilica gel e reunidas em grupos.
O grupo de fracdes 16-25 foi submetido a cromaf@gem coluna rapida usando como
fase movel cloroférmio e metanol com aumentandolariplade até metanol puro. Foram
coletadas 22 fragdes de 50ml cada uma que forahsaos através de cromatografia em
camada delgada de silica gel e reunidas em gr@sosspectros de IV e RMM e '*C da
fracdo 16-19 revelou que esta substancia era a@ématisubstancia isolada da fragédo
cloroférmica e da fracdo acetato de etila. Os ¢spede IV, RMNH e **C da fragéo 20-
22 revelou a presenca do triterp&{BF 289, 30mg) (Esquema 7, pag 32)

O grupo de fragbes 32-43 foi submetida a filtragéo sephadex usando metanol
como eluente. Foram coletadas 20 frac6es de 10mal waa que foram analisadas através
de cromatografia em camada delgada de silicageirédas em grupos. Os espectros de IV
e RMN'H e'3C da fracdo 14-20 revelou a presenca de uma sels&nomatica idéntica a
2(PF 298, 20mg)isolada da fracao acetato de etila.

A fracdo 51-80 foi submetida a uma extracdo cortana’hexano:éter etilico e a
agua mée foi concentrada e filtrada em sephadendbise 10 fracbes de 10ml cada uma.
Os espectros de IV e RMM e ' C da fracdo 3-4 revelou a presencapd@-glicose
(Esquema 7, pag 32).

4.3.4. Extrato metandlico das folhas(LAMF)

O extrato metandlico (LAFM) foi obtido conformeksquema 5foi submetido a
particdo com sistema de solventes cloroformio/nwdtagua 80:20 e acetato de
etila/metanol:agua 80:2(E¢quema 6, pag 3]}

A fragéo cloroférmica (LAFMC, 51,8g) obtida do etb metandlico foi submetida
a processo de extracdo com metanol/hexano:éteoetA fracdo LAFMC-hex/éter foi
fracionada através de cromtografia em coluna @mgiel, usando como fase movel inicial
diclorometano seguido de mistura com acetato de e@tmetanol em ordem crescente de
polaridade até metanol (100%). Foram obtidas 480&s de 250ml cada uma e
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concentradas em evaporador rotativo. Estas fradoesm analisadas através de
cromatografia em camada delgada de silica gelda&s em grupos. O grupo de fracbes
19-22 foi submetida a cristalizacdo em metanol doemdo a substanci&PF 288C,
50mg) (Esquema 8 pag 33 ) A anélise dos espectros de IV e RMM e ** C dessa
substancia permitiu identifica-lo como um triterperAp0s reacdo de acetilacdo com
anidrido acético e piridina de uma porcado destgafva(30mg) obteve-se o derivado
acetiladoda (25mg) (Esquema 8, pag 33)

A fracdo acetato de etila (LAFMA, 54,99) obtidia extrato metandlico foi
fracionada através de cromtografia em coluna @=&siel, usando como fase movel inicial
diclorometano seguido da mistura com acetato d etmetanol em ordem crescente de
polaridade até metanol (100%). Foram obtidas 7@0&s de 250ml cada uma e
concentradas em evaporador rotativo. Estas fragoesm analisadas através de
cromatografia em camada delgada de silica gel e
reunidas em grupos. O grupo de fragdes 8-21 fomstida a filtracdo com sephadex
usando como fase mével metanol. Foram coletadé®@&es que foram analisadas através
de cromatografia em camada delgada de silica gelmidas em grupos. A analise dos
espectros de IV e RMN\H e *C da fracdo 5 revelou que esta substancia comdspa
uma mistura de flavondidése 6 (10mg, 278C) (Esquema 9, pag 34)

O grupo de fragBes 5-7 foi submetido a uma filtoagén sephadex usando metanol como
eluente, coletando-se 13 fracbes de 10ml cada Aramaalise dos espectros de IV, RV

e 3C da fracdo 9-11 permitiu identificar a presencaioi@ saponind(PF 288C 20mg)
(Esquema 9, pag 34)Apos reacdo de metilagdo com diazometano forneceearivado
metilado7a(20mg) (Esquema 9, pag 34) A fracdo metandlica (LAFMM, 18,9g) obtida
da particdo do extrato metandlico foi fracionada\eits de cromtografia em coluna de
silica gel, usando diclorometano como fase movelaihseguido de mistura acetato de etila
e metanol em ordem crescente de polaridade atéoh¢1®0%). Foram obtidas 32 fracbes
de 250ml cada uma e concentradas em evaporadtiveotastas fragdes foram analisadas
através de cromatografia em camada delgada da géle reunidas em grupos. O grupo de
fracdes 20-24 foi submetida a cristalizacdo em noétacetona. A analise dos espectros de
IV e RMN!'H e '3 C desta fracdo permitiu identificar a presenca miecarboidratc8(PF
277C, 40mg)(Esquema 8, pag 33)
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ESQUEMA 5: Elaboracgéo dos extratos diclorometano e metandhomadeira de

L. arianeae

Madeira seca e moida (1000,09)

Maceracao

Extrato metandlico 342,69

Particdo com solventes

Fr CHCI - Fr AcOEt Fr MeOH
l l v
1 le?2 1,2, 3
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ESQUEMA 6: Elaboragéo do extrato metandlico das folhak.dgianeae

Folhas secas e moidas(2893,39)

Maceracao

Extrato metandlico 110,89

Particdo com solventes

Fr CHCI - Fr AcOEt FrMeOH
4 5,6 7

31



ESQUEMA 7: Fracionamento das fracfes cloroférmica, acetattitiee

metandlica do extrato metandlico da madeirh.dgianeae

Fr. CHCI

C.C.silica gel

Fr. 7¢-73

Cristalizacao

v

1(30mg, PF 263C)

CHzN2

la (15mg), Pf 232C

C.C.silica ae
Fr. AcOEt
Fr 1¢-24 Fr 2=-48
C.C.silica gel flash Sephadex
v

1(40mg, PF 263C) 2(20mg, PF 2980)

AcOq:piridina
CH>N>»

1b (30mg), PF 22€C) 2a( 20mg, PF 28%C)

Fr MeOH
C.C.silica ae
Fr 16-25 Fr 32-43
Sephadex
. Pptado/MeOH
C.C.silica 2( 50mg, PF 298C)
gel flash

1( 50mg, PF 263C)

v

3( 30mg, PF 28¢C)
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ESQUEMA 8: Fracionamento das fracdes cloroférmica e metamdlicextrato

metandlico das folhas de arianeae

Fr CHCI 3

‘ MeOH/Hex:éter

LAFMC/hex:éte

C.C.silica gel

Fr 1¢-22

Pptado/MeOH

4(50mg, 298C)

ACOZ;

CHN, piridina

4a (25ma 4b (20mg)

Fr MeOH

C.C.silica gel

Fr 20-24

cristalizacéo

7(30mg, PF 283C)

AcOy:

piridina

7a (15mg, PF 253C)
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ESQUEMA 9: Fracionamento da fragdo acetato de etila do extnatandlico das

folhas dd.. arianeae

Fr. AcOEt

C.C.silica gel

Fr &7
Fr €12

sephadex
sephade

v

6 PF 288C 20mg
5 (20mg, PF 29Z)
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4.4. Isolamento e Purificagdo dos Constituintes Quiicos deEschwellera longipes

4.4.1. Material Vegetal

O material em estudo (pertence a um espécime ddidabecythidaceae) foi
coletado e identificado pelo botanico Benedito ¥Rabelo. O espécime foi coletado no
Estado do Amapa. Uma excicatd Q9358) se encontra depositada no Herbario amapaens
do Museu Angelo Moreira da Costa Lima-IEPA. Maca@apa, Brasil.

4.4.2-Elaboracao dos Extratos

As cascas secas e moidas (1200g) foram submetidadracdo com hexano e
metanol através de maceragdo. Os residuos dososxtogam obtidos pela destilacdo do
solvente em evaporador rotativo, obtendo-se 8,8gxttato hexanico (ELCH, Eschiweilera
Longipes, Casca, Hexano (estudado anteriorment&RY@ALHO, M. G., 1998) e 102,49
do extrato metandlico (ELCMEschiweilera LongipesCasca, Metanol).Esquema 10,
pag 37

As folhas secas e moidas (700g) foram submetigasracdo com diclorometano e
metanol através de maceracdo. Os residuos dosoextoaam obtidos pela destilacdo dos
solventes em evaporador rotativo, obtendo-se 2@i@gxtrato diclorometano (ELFD,
Eschiwilera Longipes, Folhas, Diclorometano) e &84&,do extrato metandlico (ELFM,
Eschiweilera Longiped-olha, Metanol).Esquema 11, pag 38

4.4.3. Fracionamento do extrato metandlico da ¢g&€2M)

O residuo do extrato foi submetido a processoatiieico com sistema de solventes
diclorometano/metanol:agua 80:20 e acetato de/reglanol:dgua 80:20Eéquema 10,
pag 37)

A fracdo diclorometano (ELCMD, 32,8g) obtida dotrato metandlico foi
fracionada através de cromtografia em coluna @mgiel, usando como fase movel inicial
diclorometano, acetato de etila e metanol em orci@scente de polaridade. Foram obtidas
83 fragcbes de 250ml cada uma e concentradas eroradayp rotativo. Estas fragbes foram
analisadas através de cromatografia em camadaddedigasilica gel e reunidas em grupos.
O grupo de fracbes 9-17 foi submetido a cromat@ram coluna de silica gel usando
acetato de etila e mistura com metanol até metama e obteve-se a substan8igPF
283, 30mg (Esquemal0, pag 37.)A andlise dos espectros de IV e RMN e**C dessa
substancia permitiu identifica-lo como de um tpemo. O grupo de fragbes 72-80 foi
submetido a cristalizagdo em metanol fornecendoulzsténcia9 (PF 293, 30mg
(Esquema 10, pag 37.)A andlise dos espectros de IV e RMN e *C dessa substancia
permitiu identifica-la como uma saponina.

A fracdo acetato de etila (ELCMA, 83,9 g) obtida eéxtrato metandlico foi
fracionada através de cromtografia em coluna deasijel, usando diclorometano como
fase movel inicial seguido de mistura com acetatetda e metanol em ordem crescente de
polaridade até metanol (100%). Foram obtidas 8@d&s de 250 ml cada uma e
concentradas em evaporador rotativo. Estas fradoesm analisadas através de
cromatografia em camada delgada de silica gelda&s em grupos. O grupo de fracbes
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16-24 foi submetido a cromatografia em coluna @Apidando cloroférmio como fase
movel inicial e mistura com metanol aumentandolarftade até metanol puro.

4.4.4. Extrato diclorometanico das folhas(ELFD)

O extrato obtido com diclorometano (ELFD) foi sultiche a processo de
fracionamento cromatografico em coluna de silick ggando como fase mével inicial
diclorometano seguido de mistura com acetato d etmetanol em ordem crescente de
polaridade até metanol (100¥gsquema 11, pag 38)oram obtidas 99 fracdes de 250 ml
cada uma e concentradas em evaporador rotativas Eatdes foram analisadas atraves de
cromatografia em camada delgada de silica gelreda&siem grupos. O grupo de fraces 8-
11 foi submetido a cristalizacdo em metanol forndoea substancit0 (PF 279C, 20mg
(Esquema 11 , pag 38.)A andlise dos espectros de IV e RNMN e '*C dessa substancia
perrmitiu identificar a presenca do triterpelib(PF 279C, 20mg.

O grupo de fracbes 23-48 foi submetido a cristaipaem metanol fornecendo a
substancid1 (PF 320C, 70mg (Esquema 11, pag 38)
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ESQUEMA 10: Elaboracéo e fracionamento do extrato metandliacasca de

E. longipes

Cascas secas e moidas(1200 g)
Maceracao

Extrato metanolico 102,4 g

Particdo com solventes

Fr CHCl, Fr AcOEt
C.C.silica C.C.silica gel
gel
Fr 16-24
c _ C.C.silica
Fr. ¢-17 Fr 72-80 gel flash
C.C.silica Cristalizacéo
gel flash Fri12-17
8, 30mg, PF283C 9, 20mg, PF 298C
CHxN> AcO; :
piridina
v
8a, 15mg, PF 255 . .
9a, 15mg, PF 288C Mistura de triterpenos (PF 273,
30mg)
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ESQUEMA 11: Elaboracéo e fracionamento do extrato diclorometattas folhas

deE. longipes
Folhas secas e moidas (700 g)
Maceragao
Extrato diclorometano Extrato metandlico
21,09 1458 g
C.C.silica gel
Fr 8-11 Fr 23-48
e Pptado/MeOH
Cristalizagcéo
v
10 (PF 279C, 20mg 11 (PF 320C, 70mg
Ac,O:piridina

1la (PF 263, 50mgQ)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ldentificacdo Estrutural dos Constituintes Istados de L.
arianeae

OR1  1:R=R;=H

COOH

CH30

RO bst 7

6: R=1'-B-D-galactopiranosil-6"-
para-hidroxi-benzoil

39
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1: R=H, R4=H
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Triterpenos com grupo hidroxila no carbono C-3 osigiof3 sdo mais comuns do
gue os com o grupo hidroxila na posigiioUma forma de identificar a estereoquimica
relativa deste carbono € avaliar as feicdes dasssitos hidrogénios H-3 dos epimeros que
esta relacionada com os valores das constanteogimento. Quando a hidroxila esta na
posicdof o sinal do hidrogénio carbindlico é mais largol)miy 4 maiores (Jo Ld] €
guando a hidroxila esta na posigi@ sinal do hidrogénio carbindlico tem feicdo de um
singleto [s(l), 4 1 pequeno Gl L]

Outra diferenca a ser observada é o deslocameimuog do carbono C-3. quando
a hidroxila est4 na posicao axwlo C-3 absorve em campo mais abe {5t 2) do que
guando esté na posi¢cfdequatorial) @c 78 2).

Os espectros de RMN déC de1 utilizando a técnica DEPT Kig 7, pag43 e
espectro totalmente desacopladeig( 7, pag 49 permitiram reconhecer 0s sinais
correspondentes a carbonos primarios (g)Cs¢cundarios (8 Ghle terciarios (7 CH).

A presenca do grupo carboxilico do acido e da &igatupla trissubstituida etre a
formacédo dos derivados metiladdd, Fig 12,pag 49)e acetilado (Lb, Fig 14, pag 50)
foram confirmados pelos espectros de 1V de cadaatky. (Tabela 3 e 4 pag 41, Figl2 e
14, pdg 49 e 50

O espetro de RMN d# a 200MHz fabela 5 Fig 7, pag 42 de1 mostrou sinal do
hidrogénio geminal ao grupo hidroxila & 3,27 ppm como um multipleto. Sugerindo
gue o hidrogénio H-3 esta na posicdo axial, coregginente o grupo hidroxila esta na
posicdo equatoriaBj. O espectro de RMN d#i exibiu também um singleto centrado em
Oy 2,40 ppm caracteristico do hidrogénio H-18 deadiah, 28-06ico.

Os deslocamentos quimicos de C-82 128,4 ppm) e C-13 & 138,4 ppm) estdo
de acordo com a dupla em 12(13). O grupo metilg CHexerce efeity de protecéo sobre
0 C-13 caracterizando a série ursa-12-eno. A pgeselo grupo hidroxila em C-19 é
confirmado pelos sinaid: 72,6ppm (C-19) &cy 53,9 ppm (C-18). A presenca do grupo
hidroxila em C-6 é confirmado pelos sinais ém 67,6 ppm caracteristico de um CH
carbindlico (C-6) &cn 56,1 ppm (C-5). O sinal edt 183,78 ppm esta compativel com a
carbonila de &acido e os valores dos carbonos \zirdo C-28 estdo de acordo com a
localizacdo da carbonila nesta posicdo. Os expatose2D {H x *H COSY, *H x *3C-
COSY "Jen, n=1,2,3)Fig 8, pag 46, Fig ®Fig 10, pag 47 e 4Bcontribuiram para obter a
multiplicidade dos carbonos e fazer as atribuigiesd: e dcy. (Tabela 6, pag 43 Estes
dados foram comparados com os deslocamentos qeirdeEaarbono-13 de modelo da
literaturd (Tabela 6, pag 43 A presenca no espectro de massas do pico dmdtecular
M™ 488 (5%) além dos fragmentos m/z 442 (100%), #B%4), 264(5%), 246 (20%), 206
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(50%), 146 (100%)HEsquema 12, pag 52, Fig 10, pag ¥permitiu confirmar a proposta
do acido B,603,1% triidroxi-ursa-12-en-28-0ico parh Esta substancia esta registrada na
literatura e foi isolada déncaria tomentos@Wwilld) (MAHATO, S. B., 1994)

As reacdes feitas para obter derivados do composgrviram para confirmar a
estrutura proposta. A reacdo de metilagcdo com diatano forneceu o éster metilita e
obteve-se os deslocamentos quimicos de hidrogé&sie dierivado metiladba apresentou
o sinal de CHlligado ao oxigénio do grupo éster ép¥ 3,62 ppm (singleto) Hig 13, pag
50) (Tabela 5, pag 42. A reacédo de acetilacdo com anidrido acéticimidipa forneceu o
produto acetiladdb que por anélise do espectros de RiN\revelou a presenca de sinais
de acetoxilasdy 2,04 ppm, além da mudanca dos deslocamentos dosgénios em
comparacdo com a substancia origiag (15, pag 5). (Tabela 5, pag 42 A analise do
espectro de RMN?C revelou a presenca dos sinais dos grupos acetdddl 21,9, 22,7 e
171,6. Fig 15, pag 51 (Tabela 6, pag 43

TABELA 3 :Dados de 1V da substanda

v (em™) Atribuicbes del
3571 e 3420 Estiramento OH
2929 e 2869 Estiramento CH {sp

1690 Estiramento C=0
1460 Estiramento C=C

TABELA 4 : Dados de IV do derivado metilada e do derivado acetiladdo

v (cm™) Atribuicoes dela v (cm™) Atribuicdes delb
3451 Estiramento OH 3539 Estiramento OH
2935 Estiramento CH (3p 2932 Estiramento CH (3p

1695 e 1643 Estiramento C=0 1719 Estiramento C=0
1513 Deformacéo CH 1458 Deformagéo CH
C=C C=C

TABELA 5: Dados de RMNH de1(200 MHz, Acetona-) e dos derivadosa
(200 MHz, Acetona-¢) e 1b(200 MHz, CDC})

& MULt. J(Hz) 1 &y MULt. J(Hz) la | & MULL J(Hz) 1b
528(d, 3,2Hz) | H-12| 5,40(d, 3,2Hz) H-12  536(d}&p H-12
3,11(d, 3,7Hz) | H-3 3,74(d, 3,7Hz) H-3 3,58(d, 3,yJHz  H-3
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4,52(s) H-6 4,56(s) H-6 4,52(m) H-6
1,08(s) H-23 1,08(s) H-23 1,08(s) H-23
0,94(s) H-24 0,94(s) H-24 0,94(s) H-24
0,91(s) H-25 0,91(s) H-25 0,91(s) H-25
1,04(s) H-26 1,04(s) H-26 1,04(s) H-26
1,31(s) H-27 1,31(s) H-27 1,31(s) H-27
1,20(s) H-29 1,20(s) H-29 1,20(s) H-29
1,27(s) H-30 1,27(s) H-30 1,27(s) H-30

3,61(s) OCH | 2,65(s) e 2,73(s) CHsC=0

TABELA 6 : Dados de RMN d&H e *C (200 e 50,3 MHz, Acetona)ddel e

RMN*C do derivado acetiladih(200 MHz, CDC})
em comparagdo com modelo da literatura (MAHATCB .$1994).
C | &1 | &y, YmHx®c-cosy | *Jew | &1b | &Lt |
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(1)

1 37,9 1,53(s) 37,9 41,7
2 28,1 2,0(s) 28,8 274
3 78,4 3,11(d; 3,7 Hz) 81,4 78,8
4 39,2 39,1 39,7
5 56,1 0,76 56,2 56,4
6 67,6 4,52(s) 69,1 67,8
7 41,0 1,679d; 5,7 Hz) 41,6 41,3
8 39,8 39,6 40,5
9 47,9 1,55 48,3 48,3
10 36,7 36,9 37,1
11 23,7 1,98 24,3 24,1
12 1284 5,29(d; 3,2Hz) 130,0 128,4
13 138,4 137,6 139,3
14 41,0 41,2 42,6
15 26,4 28,0 29,3
16 25,8 26,0 26,5
17 477 1,71 48,0 48,5
18 53,9 2,5495) 53,4 54,7
19 72,6 73,7 72,8
20 42,0 1,51 42,3 42,4
21 27,7 26,5 27,0
22 40,9 40,8 38,5
23 17,1 1,08 18,9 17,1
24 27,6 0,94 28,0 28,1
25 16,0 0,91 17,4 16,8
26 17,6 1,04 18,4 18,8
27 24,1 1,31 24,3 24,7
28 179,1 1844 180,7
29 26,7 1,20 26,5 272
30 16,8 1,27 16,7 16,6
CHsC=0 21,9 e 22,7
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Figura 7: Espectro de RMN®C DEPT (50,3MHz, Acetonagiida substancia
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Figura 8: Espectro de RMNH x 'H-COSY (Acetona-g- da substancia
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File:AGO0900 Ident:141 Acq: 9-AUG-2000 15:45:52 +19:11 Cal:AGO0900
AutoSpec EI+ Magnet BpI:494717 TIC:4000576 Flags:HALL
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Figura 11: Espectro de IV da substandia
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Figura 12: Espectro RMN'H (200MHz, CDC} )da substanciaa
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Esquema 12:Interpretacdo do espectro de massas as subsiancia

HCOOH

COOH

HO

OH HO/\<
OH .
miz 488(5%) S _| +
=
0,
oy Mz 368(3%)
OH
OH
L O 3
— COOH
COOH
X
HO
HO OH HOJ:(V'
on lu

HCOOH

2 COOH

HO miz 442(2%)

OH

H m/z 313(2%)



Continuagéo do esquema 12

COOH

HO

m/z 488

OH
R.D.A

COOH

m/z 84(100%) m/z 224 m/z 264
H,O
&;EOOH
i f
HC=C._ ~ _‘
T/ OH

m/z 66(96%)
OH

m/z 206(5%)

Seas

m/z 146(7%)
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5.1.2. Determinagéo estrutural da substancia 2

A presenca do grupo carbonila, fenol do anel armm& a ligacdo C-O séo
confirmados pelo espectro de IVabela 8, Fig 17, pag 56 e 37
O espetro de RMN d# a 200MHz Fig 18, pag 58 de 2 mostrou sinais de hidrogénios
arométicos endy 6,62 ppm(s, 1H), 6,98 ppm(s, 1H), 8,2 ppm(d; 7,924) e 7,20 ppm(d;
7,9Hz, 2H), sinais de hidrogénios em ponte conrlorala 4 11,7 ppm &y 12,9 ppm) e
um sinal emdy 3,85 correspondente ao grupo metoxila. Os sinai2Hl constituem um
sistema AA'BB’ de um anel para substituido e coaflggy contendo um grupo metoxila.
Isto permitiu propor dois anéis aromaticos de unna. O espectro de RMN € (BBD
e DEPT)Fig 19, pag 59 e Fig 20, pag HOexibiu sinais de carbonos quaternarios
aromaticos oxigenados e quatro sinais de CH seoddrdensos para 2CH (128,2 e 114,7)
e dois com intensidade para 1CH (103,4 e 94,1psBsilores estdo compativeis com a
estrutura de um flavondide contendo quatro sulistits. A auséncia do deslocamento
guimico do carbono C-&¢£ 98,8 ppm) de um flavonoide com CH nesta posigabcado
pela rota biossintéticcEéquema 4, pag 2pconduziu a proposta do flavonoide 5,6,7-4’-
substituido. B¢y 103 edy 6,61 sdo compativeis a posicao 3 livre.
O tratamento desta substancia com,&Hn&o formou o éter metilico esperado e isto
sugeriu que os grupos fendlicos ndo estdo livresalor dedcy 114, 7 dcy 3, 5') €
compativel com OCkem 4'. Estas observacdes permitiram sugerir gagpaz de fazer
ponte com o H-O fendlico em 5 e 7 restando a posichvre. O que esta correto com o
Och 94,1 de deslocamento quimico de C-8 de flavondidédiidroxi no anel A. A alta
polaridade desta substancia (solivel apenas em DM$@nsultando a freqiéncia na
literatura de grupos sulfatos (OgQ ligados no anel A de flavonoides foi proposto
inicialmente a 6-sulfato-5,7-didroxi-4’-metoxi-flama ou 5,6,7-triidroxiflavona. A
auséncia déc em 131,1-131,3 do C-6 oxigenado deixou duvidaangsiposta. A presenca
do dc 114,0 (C quaternério) e o valor do ion moleculé4(35%) e o m/z 363 (100%)
presentes no espectro MS/MS (3,3 ev) conduziunaredicdo das propostas acima e sugeriu
um grupo SGEH ligado no C-6. Os picos em m/z 267 e 268 sdo ativgis com a perda
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deste grupo (80 uEsquema 13, pag 62que inclusive justifica as propriedades citadas
acima. Od¢ 114,0 ppm esta compativel com o deslocamento qaide C-6 substituido
por este grupo. Esta afirmacéo pode ser confirmmadado a regra empirica de célculo de
deslocamento quimico de carbonos do anel aromstibstituido = 128,5A% (Tabela 7,
pag 59

Tabela 7 Valores do calculo de deslocamento quimico dearars do anel

aromatico
X C-1 C-2 C-3 C-4
OH +26,6 -12.7 +1,6 -7,3
X SONH, +15,3 -2.9 +0,4 +3,3
1 OAr +29,0 9,4 +1,6 -5,3
2 Ar-C=0 +9,9 +1,5 -0,2 =3,8
3 Oc.c: 128,5+ 15,3 +2x (-12,7)-5,3-0,2
4 6@.02143,8-3,09:112,9
HO O Ar
o |
HO—II
O OH O

O valor 112,9 é préximo do observado no espectraidl **C (BBD, Fig 19, pag 58 de

2. Esta observacgao justifica a proposta da 5,7akieB-sulfonil-4’-metoxi-flavona par2
sendo uma substancia nova na literatura. A tabelafira os deslocamentos quimicos dos
carbonos e hidrogénios de 2 e o esquema 11 maseatauturas dos ions fragmentarios
desta substancia.

Considerando a possibilidade do aparecimento do pi&/2 devido a [M+2H]" no
sistema de ionozacao elétrons poderia se atripizaom/z 283 para este ion fragmentario.
Isto seria compativel com uma biflavona (duas utedaligadas C-6 C-6) com 'M566.
esta possibilidade foi descartada pela presencaidos em m/z 263(20%) e 248(100%) e
0 ndo aparecimento do pico 566rig(21, pag 60. Outro argumento para descartamos esta
proposta € o dado do carbono quaternario C-6 qise @3 ppm e o observado € 114 ppm,
compativel para o grupo sulfonato proposto.

A comparacéo dos dados de RNMAE de2 com modelos da literatura (ACHENBACH, H.,
1988 e BRACA, A, 1999)serviu para confirmar a pistpcestrutural deste flavonoide
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TABELA 8: Dados de IV da substan@a

V< s (emi?) Atribuicbes de2
3437 Estiramento OH
2926 Estiramento CH (CH
1632 Estiramento C=0,

1584, 1514, 158 Estiramento C=C
1378 Deformacdo CH de GH
1315, 1115, 1032 Estiramento S-O

TABELA 9 : Dados de RMNH e *C (200MHz, 50,3 MHz; DMSO+ldas
substancidse 2aem comparacdo com modelos da literatura

2 2 Mod 1| Mod 2
C & O [Men, *HXEC-COSY] dc dc
2 160,3 156,6 | 163,7
3 103,4 6,61(s) 132,0] 102,4
4 182,1 178,0 | 182,1
5 162,4 152,3 | 152,8
6 114,0 131,1 | 131,3
7 163,3 157,0 | 157,1
8 94,1 6,67(s) 93,6/ 94,2
9 156,9 151,3 | 152,4
10 | 103,4 104,5| 104,5
1" [122,6 121,1
2 |128,2 8,14(d; 7,9Hz) 128,4
3 [114,7 7,21(d; 7,9 Hz) 115,7
4 1160,8 161,0
5 |114,7 7,21(d; 7,9 Hz) 115,7
6 |128,2 8,14(d; 7,9Hz) 128,4

OCH; | 55,6 2,94(s)




3437.9,2926.1,2853.8,1632.8,1584.0,1514.4,1458.9,1372.6=
1315.4,1254.0,1170.1,1115.0,1032.4,817.2,830.6,697.1=
589.5,517.2,430.7,416.6= _
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Figura 16: Espectro no IV da substéncia 2
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Figura 20: Espectro 2D *Hx'*C-COSYda substancia 2
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Esquema 13 Interpretacdo do espectro de massas da subsfancia

miz 283 (24%)

. (2"
. so, HO O o| 0

m/z 348(100%) OH O

miz 268(40%)
CO

SN

g
HSO3

OH

m/z 320 (10%)
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5.1.3. Determinacéo estrutural da substancia 3

A presenca do grupo carboxilico e alcool sdo irtiegpelo espectro de IM&bela
10, Fig 64, pay

Os espectros de RMM (Fig 23, pag 66)e °C apresentaram sinais na regido de
carbonos de grupos metilicos, de carbonos carbosdk de dupla ligacdo. A contagem do
ndmero de Ckl CH,, CH e C com base na interpretacéo dos espectri@ditie’*C(BBD e
DEPT) (ig 24, pag 68, Fig 24a-24d, Pag 69-70, Fig 25, pdg 25a-25c, pag 72 - 78e
a feicdo dos sinais no espectro de REHNpermitiu propor a estrutura de um triterpeno
pentaciclico. Os sinais dg em 180,0(C9), 73,1, 67,4(CH), 123,9(=CH), 144,0(=C), 66,8
e 46,3(CH) permitiram sugerir OH em GBH e um grupo carbonila na estrutura do
triterpeno. O espetro de RMN dd a 200MHz Fig 23, pag 66, 23a-23b, pag 67 , Tabela
11, pag 64 de 3 mostrou quatro sinais de hidrogénio carbin6lic®034,36 e 4,39 que
acopla com o hidrogénio do sinal em 4,07. os si##&9 e 4,07 sao representantes de 2H
geminados e os demais séo de hidrogénios que atapla os hidrogénios metilénicos de
carbono spnéo oxigenados. O sinal em 3,10 pode ser atribaddd-3 axial do triterpeno
(Fig 26, pag 73, Fig 26a, pag 74, Fig 27, pag 74gRi7a, pag 7h Os sinais de NOH-g
29, pag 7%entre os H-24 e H-3 confirma a vizinhancga enttesegrupos.

Os deslocamentos quimicos de C-&2 123,9 ppm) e C-13 & 144,0 ppm) estdo
de acordo com a dupla em 12(13) caracteristicasqoeteto do oleanano.

A comparacdo dos deslocamentos quimicos de carb®rde3 com modelo da
literatura (MAHATO, S. B., 1994)T@abela 11, pag 6% permitiu confirmar a localizacéo
dos grupos . A presenca no espectro de massasaldgion molecular M488 (2%) além
dos fragmentos m/z 407 (40%), 287 (30%), 248(10@%3, (90%), 189 (20%)EsSquema
14, pag 77, Fig 29,p4g j6permitiu confirmar a proposta do acidf,q3,23- triidroxi-
olean-12-en-28-0ico pafa
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TABELA 10: Dados de IV a substan®a

v (cm™) AtribuigBes de3

3614e 3457 Estiramento OH
2944 Estiramento CH (C-3p
1700 Estiramento C=0
1462 Estiramento C=C
1384 Deformacédo CH de GH
1267 Deformacgédo C-O

TABELA 11: Dados de RMNH (400 MHz; piridina-d )e **C (200MHz piridina-¢ )da
substanci® em compara¢do com modelo da literatura (MAHATCB.$1994)

3 3 3 3 Lit
C o HMBC HMQC NOESY 5

1 | 425 1,91(m) 41,1
2 | 281 2,12(m) 28,3
3 | 731 3,30(dd, J=4,3 e 10,2Hz) H-23 733
4 | 438 44,0
5 | 49,1 1,72(m) H-6 49,3
6 | 674 4,36(s) H-5 67,5
7 | 423 1,81(m) H-25 41,1
8 | 390 39,2
9 | 485 1,92(m) 48,7
10 | 3638 36,9
11 | 235 2,15(m) 237
12 | 1239 5,50(s) 1229
13 | 1440 1442
14 | 41,9 42,7
15 | 27,7 1,93(m) 28,3
16 | 237 1,80(m) 23,9
17 | 46,5 1,26(m) 46,6
18 | 42,0 2,30(dd, J= 4,4 e 9,9Hz) H-12e H-30 420
19 | 46,3 1,79 46,4
20 | 30,8 30,9
21 | 34,0 1,14(m) 34,2
22 | 33,0 1,76(m) 33,2
23 | 66,8 4,07 e 4,39 (d, J=10,2Hz) H-3 67,1
24 | 145 1,67 14,7
25 | 17,3 1,63 17,4
26 | 18,4 1,58 18,6
27 | 26,1 1,24 26,2
28 | 180,0 180,2
29 | 236 0,96 23,7
30 | 330 0,91 33,2
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ESQUEMA 14: Interpretacao do espectro de massas da subs8&ncia
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Continuacao do esquema 14
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5.1.4. Determinagéo estrutural da substancia 4

A presenca do grupo carboxilico do acido e da #igagupla trissubstituida séo
confirmados pelo espectro de IVabela 12, Fig 30, pag 79, §1

Os espectros de RMN d&C (Fig 31, pag 81 e 32, pag, Bae 4 utilizando a
técnica DEPT e espectro totalmente desacopleido3@, pag 82, 33, pag, §dpermitiram
reconhecer os sinais correspondentes a carbomoarws (6 CH), secundarios (10 GH
e terciarios (6 CH) e propor a estrutura de urarppgno pentaciclico.

Os deslocamentos quimicos de C-82 122,9 ppm) e C-13 §c 138,6 ppm) estdo
de acordo com a dupla em 12(13) caracteristicosqaeteto do ursano. Os sinais &m
180,0 (CQH) 77,4 (CHO) e os sinais em 55,7, 52,4 e 47,8 xDexténpativeis com o
triterpeno da série ursano contendo a carbonil@-28. A comparacdo dos deslocamentos
guimicos de carbono 13 decom modelo da literatura (MAHSATO, S. B., 199Fakela
13, pag 80 permitiu confirmar a proposta do acid@-Bidroxi-ursa-12-en-28-0ico para
ja registrado na literatura isolado das folhasalespécie (CANDIDO, L. F. O., 2000).

TABELA 12: Dados de IV da substanela

v (em™) Atribuicbes det
3424 Estiramento OH
2927 Estiramento CH (3p
1693 Estiramento C=0
1425 Deformacdo C=C de CH-GH
1270 Estiramento C-O
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TABELA 13: Dados de RMNC (200 MHz; piridina-g) da substancia em
comparagdo com modelo da liteed CANDIDO, L. F. O., 2000)

4 Lit
C Oc o
1 42,5 38,9
2 28,1 27,3
3 77,3 78,3
4 43,8 38,8
5 55,7 55,4
6 18,4 18,4
7 33,0
8 39,0 39,9
9 47,9 47,5
10 36,8 37,1
11 23,5 23,7
12 125,0 125,4
13 144,0 138,3
14 41,9 42,0
15 27,7 28,8
16 23,7 24,3
17 47,2 48,1
18 52,4 52,8
19 38,6 39,2
20 38,6 38,3
21 30,8 30,9
22 33,0 36,7
23 25,3
24 14,5 15,6
25 17,3 15,8
26 16,9
27 26,1 27,5
28 180,0 177,8
29 23,6 23,6
30 21,2
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5.1.5. Identificacdo da mistura de flavonoides 5

A presenca da ligacdo dupla do anel aromaticonfiroado pelo espectro de IV
(Tabela 14, Fig 34, pag 84 e 86

O espectro de RMNH (Fig 35, pag 87 apresentou quatro sinais duplos em 8,0
(2H), 7,5 (2H) que sédo dubletos para a substéhacampativeis com uma flavona. Os
outros sinais endy 7,1 (d, 2H) e 6,41 (d, 2H) sdo compativeis consinais do sistema
AA'BB’ da flavanona. Os sinais em 6,1 (s) e 5,4 (omtifica a proposta da misturta de
flnanonol e flavona contendo os carbonos 6 e 8 garpo substituinte ndo identificado.
Estes dados entretanto permitiu sugerir a presee¢avondide com o anel A oxigenado
como a hipoloetina ja isolado décania. Estudos adicionais devem ser feito com esta
fracdo para concluséo da estrutura.

O espectro de RMN d¥C (Fig 36, pag 88, Tabela 15, pag B&presentou sinais
em dc 127,9 ppm e 114,3 e 113,7 ppm caracteristico desisteama AA'BB’ além dos
sinais de duas metoxilas ebg 54,9 e 55,3. O valor encontrado para o C-3%r89,1
sugere uma oxidacao neste carbono e o valad:de6,3 para C-3. A proposta de uma
mistura de um flavanonol e uma flavona com subst#s nos carbonos C-6 e C-8 ndo
pode ser definido porque os dados ndo foram sofesepara se determinar quais sdo 0s
substituintes.

TABELA 14: Dados de IV da mistura de substan&a® 5b

v (cm™) Atribuicdes deba e 5t
3743 e 3439 Estiramento OH
1631, 1585, 1514, 1458 Estiramento C=C
1372 Deformacéo CH
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Tabela 15 Dados de RMNH (200 MHz em DMSO) €°C (50,3 MHz em DMSO)
da mistura de flavonoides compasaztbm modelos da literatura

(VELANDIA, J. R., 2002).

H)

5a Mod 1 5b Mod 2 ha 5b

C oc oc oc Oc Oy On

2 89,2 85,0 161,7 162,0 5,5(d)

3 76,8 74,0 104,8 103,4 5,.3(d) 6,1(s

4 195 194,2 180,0 182,9

5 160,0 156,2 160,0 158,0

6

7

8

9

10 104,0 100,0 104,0 103,0

1 130,9 130,0 122,6 122,0
2,6 127,9 128,7 127,9 128,0 7,1(d,2H) 8,0(d,2
3,5 113,7 113,4 113,6 114,4 6,97(d,2H),5(d,2H)

4 159,0 158,0 159,6 160,0
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5.1.6. Determinacéo estrutural da substancia 6

OOH

OH

HO OH

Os espectros de RMN d& de6 utilizando a técnica DEPTRig40, pag 94, 40a,
pag 95) e espectro totalmente desacoplaB@ (39, pag 93 permitiram reconhecer os
sinais correspondentes a carbonos primarios (3j,GEcundarios (10 Ghle terciarios (12
CH).

A presenca do grupo carboxilico do acido, do grojvoxila e da ligacdo dupla
trissubstituida da substancia natural sdo confiomgetlo espectro de IMébela 16, pag
90, Fig 37, pag 92

O espetro de RMN d&H a 200MHz Fig 38, pag 92 de 6 mostrou sinal do
hidrogénio carbinélico endy 3,78 ppm como um multipleto. Sugerindo que o hyéroo
H-3 esta na posicao axial, conseqglentemente o dnapoxila estd na posicao equatorial
(B). O espectro de RMN d#l exibiu também sinais de hidrogénios carbinélieose 3,00
ppm e 4,60 ppm e o sinal em 4,94 ppm que podetskbuido a uma unidade de agucar.
Além desses sinais o espectro de RMN 'Heexibiu sinais §; 6,53, 6,74 e 7,15)
caracteristico de um sistema aromatico par sufiitit os sinais estdo atribuidos no
espectro Fig 39. O espectro de RMIE (BBD e DEPT) Fig 39,Pag 93, Fig 40, pag 94 )
foram mais informativos. A baixa solubilidade eragenca de ¥ na amostra analisada
diminuiu a resolucdo do RMM.

A andlise dos espectro de RMRC (Fig 39, pag 93 e DEPT Fig 40, pag 94)
revelaram os deslocamentos quimicos dos (34 226,6 ppm) e C-13&: 139,8 ppm) que
estdo de acordo com a dupla em 12(13). O grupdamigfado no C-19exerce efeitode
protecdo sobre o C-13 caracterizando a série @sad. O sinal endc 183,78 ppm e 0s
valores dos dos deslocamentos quimicos dos carhoriobos ao C-28 estdo de acordo
com a localizacdo da carbonila nesta posicdo. Aada de aclUcar galactose foi proposta
com base na comparacdo dos deslocamentos quingcoariobbnosd: 106,6, 72,1, 74,9,
71,8, 78,0, 65,4) com padrbes da literatura (CANDJD. F. O, 2000, VELANDIA, J. R.,
2002 e BREITMAYER, 1989). O valor do deslocamentdngco do CH em 65,4 ppm
permite sugerir a presenca de um substituinte mestigdo caso contrario o Glderiadc
61,8. Isto justifica localizar o grupo aromaticgado no C-6 por meio de ligacédo éster
(Tabela 17, pag 9) Os sinais adicionais de deslocamento quimicoatleonos na regiao
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de aromético 130,0(x2), 115,9(x2) de CH e 156,0,28e carbonos quaternarios aliado ao
valor dedCO, em 174,2 perrmite propor a presenca do p-hidrozit ligado certamente
no C-6’ da unidade de acucar. O sinal em 91,2 dee@dmpativel com o deslocamento
guimico do CH-3 da saponina triterpénica naturah am carboidrato nesta posicédo. A
presenca dos sinais adicionais em 90,4 (CH), &%8)( 174,2(CQ )e 139,8 ( C) permitiu
sugerir mistura de duas saponinas que, certanfermeem diferentes unidades de acucar.
O espectro de massas deve confirmar a estrutupagieo

Estes dados em comparacdo dos deslocamentos gslid@acarbono 13 d&com
modelo da literaturaT@bela 17, pag 91 permitiu sugerir a presenca do acido $O-
galactopiranosil-6’-(p-hidroxibenzoil)-ursa-12-e8-8ico na amostra analisada.

TABELA 16: Dados de IV da substanda

v (em™) AtribuicBes deb
3416 Estiramento OH
2929 Estiramento CH (3p
1639 Estiramento C=0

1517, 1452 Estiramento C=C

1230, 1170 Estiramento C-O
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TABELA 17 : Dados de RMRFC de6(200 MHz, MeOd-gem comparagao com
modelo da literatura (CANDIDQ,F. O, 2000, VELANDIA, J. R.,
2002 e BREITMAIER, 1987). .

C Oc6 | O Ref C dc 6 (galactose) Oc Ref
1 38,3 38,8 1 106,6 106,5
2 26,9 27,3 2’ 72,1 71,9
3 90,4 78,8 3 74,9 75,2
4 46,0 38,8 4 71,8 71,9
5 56,9 55,5 5 78,0 77,5
6 19,3 18,4 6’ 65,4 62,5
7 31,9 33,0 dc 6 (p-hidroxibenzoil) Oc Ref
8 40,7 39,6 1" 131,2 139,8
9 45,9 47,5 26" 130,0 129,2
10 37,9 37,0 4’ 156,8 152,3
11 25,1 23,3 3",5” 115,8 1154
12 126,5 125,5 7" 174,1 167,7
13 139,8 138,0
14 43,2 42,.0
15 29,2 28,2
16 25,1 24,3
17 46,0 48,1
18 54,4 52,8
19 40,5 39,1
20 40,1 38,8
21 31,9 30,7
22 34,4 36,7
23 28,4 28,2
24 16,2 15,5
25 17,1 15,7
26 18,0 16,9
27 24,5 23,6
28 183,9 177,7
29 18,1 16,9
30 21,7 21,2

OCH;s

MeC=0
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5.1.7. Determinacgéo estrutural da substancia 7

OH

MeQO OH
HO OH

A presenca dos grupos hidroxilas foram confirmgael® espectro de IVTabela
18 pég 96 , Fig 41, pag 97

O espetro de RMN d&H a 200MHz FEig 42, pag 97de 7 mostrou sinais de
hidrogénios carbindlicos entre 3,75 ppm e 4,60 prugerindo tratar-se de um carboidrato.
Além desses sinais 0 espectro de RMN'dexibiu sinal &, 4,70) caracteristico de um
hidrogénio anomeéricoTabela 19, pag 9%
Os espectros de RMN d&C de7 utilizando a técnica DEPTHig 44, pag 98) e espectro
totalmente desacopladbi 43, pag 98 permitiram reconhecer os sinais correspondentes a
carbonos primarios (1 G} secundarios (1 CH e terciarios (5 CH). O deslocamento
quimico de C-1&: 105,1 ppm) presente no espectro de RMDI (PND e DEPT) esta de
acordo com um carbono anomérico C-1. Os demaissnac 62,4, 71,2, 74,7, 77,5, 77,6
CH séo compativeis com os valoresBdB glicose. O sinal do grupo metoxila &% 57,2
sugeriu a glicose metilada mo C-1. estes dados emparacdo com dados dos
deslocamentos quimicos de carbono 13 registradtitersturd permitiu identificar a fi-
D-metil-glicose pard .(Tabela 19, pag 9%

TABELA 18:Dados no IV da substancra

v (em™?) AtribuicBes de7
3416 Estiramento OH
2929 Estiramento CH (3p
1696 Estiramento C=0

TABELA 19: Dados de RMIC de7(200 MHz, DMSO-@) em comparagdo com
modelo da literatura (BREITMER, 1987).

C o7 Oc Ref
1 105,1 103,4
2 73,6 73,4
3 74,7 75,2
4 71,2 70,0
5 77,6 75,2
6 62,8 61,4
OCH; 57,2 57,5
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5.2. Identificacdo Estrutural dos Constituintes Istados deE. longipes

9; R=glicose

8a: R=Me

OR

11: R=H
1la: R=Ac
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5.2.1. Determinacéo estrutural da substancia 8

A presenca do grupo carboxilico do &acido, alcoaladeia carbdnica podem ser
sugeridos pelo espectro de [Vapela 21, Fig 45, pag 102 e 103

O espetro de RMN dé#4 a 100MHz Fig 46, pag 103, Fig 46a-46¢c, pag 104-105
de 8 mostrou sinais de hidrogénio e 3,39 (d, 8,4Hz, H-1), 3,63 (dd, J=8,4 e 3,2Hz, H-
2) e 3,45 (d, J=3,2Hz, H-1), além de um singletgdaem &y 5,20 atribuido ao H-12.
(Tabela 21, Fig 46-46c, pag 103-1D50 espectro 20Hx'H-COSY mostra sinais de
acoplamento entre o dd (3,62) e dois sinais dubl&®3 e 3,45). Isto mostra que estes
hidrogénios estéo ligados a carbonos vizinlkig 47, pag 10%.

Os espectros de RMN d&C de8 utilizando a técnica DEPTHig 49, pag 111) e
espectro totalmente desacopladiig(48, pag 108, 48a-48b, pag 109, dlpermitiram
reconhecer o0s sinais correspondentes a carbomoarws (7 CH), secundarios (7 Ghle
terciarios (7CH). Os deslocamentos quimicos de @3229,3 ppm) e C-13 ¢ 137,3
ppm) estdo de acordo com a dupla em 12(13) caistacterdo esqueleto do ursano.). A
presenca dos grupos hidroxilas em C-1, C-2 e Qéhfaconfirmados pelos sinais &
79,9 (C-1), 70,4 (C-2) e 79,3 (C-3) caracteristidesCH carbindlicos. Os sinais edg
180,0 e 71,2 ppm estao coerentes com a localizég@arbonila no C-28 e uma hidroxila
no C-19. Os experimentos 2fH[x 'H COSY ig 47, pag 105 HMBC (Fig 50, pag 112)

e NOESY (Fig 51-51a, pag 113yontribuiram para confirmar a estrutura da sulotam
fazer as atribuicdes dos deslocamentos quimicosab®nos e hidrogénioslTdbela 21,
pag 10). Estes dados foram comparados com os deslocasnganimicos de hidrogénio
com modelo da literatu@COSTA, P.M., 2003)Tabela 21, pag 10 O M™ no espectro
de massash04 (10%) além dos picos em m/z 264 (45%), 2626)35246(15%), 201
(45%), 173 (20%) e 146 (100%)Egquema 15, pag 114, Fig 52, pag Dlpermitiu
confirmar a proposta do acidg,2a,3a,193- tetrahidroxi-ursa-12-en-28-6ico pada Os
valores das constantes de acoplamento e dos deslots quimicos de carbono-13 e o0s
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sinais de interacdes espacidis ‘H detectados no experimento 2D permitiram propor a
esterioquimica relativ@b para8.

28
co
% H 2
— 18 17
5 4 f
H  OH i HO
24 27
HO
H—"4 8b
OH

Este triterpeno esta registrado na literatura ssédado deRosa steriligMAHATO
S. B., 1994). A ocorréncia desta substancia Eentongipesfoi divulgada na literatura
(COSTA, P. M., 2003)

TABELA 20:Dados de 1V da substan@a

v (em™) AtribuicBes de8
3416 Estiramento OH
2929 Estiramento CH (3p
1696 Estiramento C=0
1173 Deformacéo C-O
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TABELA 21: Dados de RMN d&H e*°C (400 e 100 MHz, Metanolsfide8 e
em comparagao com modelo da literatura (MAHATCB $.
1994 e COSTA, P. M., 2003).

C 58 HMBC (8) |NOESY "Hx'H-cOSY |Lit
(MeOD-a;) Piridina-d ¢
1 79,9 3,39(d, J=8,4Hz H-5, H-9 H-2 4,11(d, J=%pH
2 70,4 3,63(dd, J=8,4 ¢ H-24, H-25 H-1e H-3 4,15(dd, J=9,5 e
3,2 Hz) 2,8Hz)
3 79,3 3,45(d, J=3,2Hz) H-24, H-23 H-2 3,869d, 8&2)
4 41,8
5 48,9 1,3(m)
6 19,7
7 34,1
8 42,4
9 49,1 2,1(m) 2,38(dd, J=11,0 e
6,6Hz)
10 42,0
11 27,0 H-25
12 129,3 5,20(sl) H-18 5,70(t, J=3,4Hp)
13 137,3
14 443
15 28,2
16 26,5
17 48,2
18 54,5 2,47(s) H-29 3,05 (s)
19 72,2
20 42,9
21 29,6
22 38,9
23 29,0 0,96(s) H-3 1,279s)
24 22,3 0,87(s) H-2 0,94(s)
25 12,9 1,00(s) H-2 1,25(s)
26 17,7 0,78(s) 1,22(s)
27 24,9 1,34(s) 1,68(s)
28 180,0
29 27,0 1,18 1,42(s)
30 16,5 0,92(d, J=6,6Hz 1,11(s)
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Figura 48a: Ampliacdo do espectro de RMRC (200MHz,
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Figura 48b: Ampliacéo do espectro de RMRC (200MHz,
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Esquema 15 Fragmentos de massas da subst@cia

HCOOH

HO

HO m/z 440(80%)

m/z 504(10%) m/z 458(70%)

F}CHgOH
on| |F

HO

HO 426 (1%)

N HOC= COH

OH| —F

HO HOC=C

HO

m/z 407 (25%)

miz 370 (30%) miz 368 (70%) miz 389 (20%)

h)HOCE CH

R M
9

m/z 305 (5%) m/z 319 (5%)
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Continuacao do esquema 15

OH —li OH _‘i

OH —
COOH
HO COOH

|

HO
m/z 504 m/z 368

HO

HO
m/z 486 (100%)

f}HzO —\4 m/z 341 (10%) m/z 351 (15%)

OH

COOH
HO

miz 468 (40%)

115



Continuacao do esquema 15

OH _|:,

OH)

COOH

OH

COOH ~ 2 HO
HO

HO

m/z 504

R.D.A

OH
HO _F
—
HO COOH

miz 240 (%)

o
I
_‘
+e

miz 264 (%)

ﬁ‘:% H°
2

—

+

:é?(/ COOH

miz 201 (%) m/z 246 (%)

Fi§ }\) s

HO COCH

)\

miz 173 (%)

\Q e \Q<

7 133 (%)

A

miz 231 (%) =

Fe

oH b _

miz 174 (%)

e
OH |*

HO

HO

m/z 148 (%)

m/z 187 (%)

OH
miz 205 (%)

SR

on I

HO—~

m/z 146 (%)
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5.2.2. Determinacgédo Estrutural da substancia 9

OH

RO OH

A substanci® foi identificada através dos sinais presentesspearo de 1V Kig
53, pag 198, RMN *H (Fig 54, pag 12D e RMN*C DEPTFig 55, pag 12). O espectro
de IV apresentou bandas g (CH,, CHs;, CH) evc.o de alcool.

O espectro de RMNH apresentou sinais e 5,32 (s) correspondente ao
hidrogénio olefinico H-6; 3,59(m) correspondenteta8 além dos sinais referentes aos
hidrogénios carbindlicos da unidade de agucar.

Os espectros de RMN d#& de9 BBD e DEPT (Fig, 54 pag 120e Fig 55,
pag 121 permitiram reconhecer os sinais correspondentest@onos primarios (6 GH
secundarios (12 Ghle terciarios (12 CH).

Os deslocamentos quimicos de (3¢ 121,3 ppm) e C-5§c 140,4 ppm) estdo de
acordo com a dupla em 6(5) caracteristico do estjuelo sitosterol. A presenca dos
grupos hidroxilas em C-2', C-3' e C-4’, C-5 e C-@a unidade de acucar foram
confirmados pelos sinais dos deslocamentos quineicady 71,2, 74,7, 77,5, 77,6, 62,4 e 0
sinal do carbono anomeérico C-1’' & 100,8 permitiu propor a unidade de glicose ligada
no C-3. Tabela 22, pag 118 A comparacdo dos deslocamentos quimicos de mab®
de 9 com modelo da literatura (CARVALHO, M. G., 1998&rmitiu confirmar a proposta
do PB-O-LD- glicopiranosil sitosterol pard O isolamento desta saponina Emlongipes
foi divulgada na literatura (COSTA, P. M., 2003).
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TABELA 22: Dados de RMN d&C (50,3 MHz, DMSO-g) de9 em comparacao
com modelo da literatura (COSTA, P. M., 2003).

C oc9 Ref

1 38,2 37,25
2 31,1 31,64
3 76,7 71,81
4 40,3 42,24
5 140,4 140,73
6 121,2 121,72
7 31,4 31,84
8 31,4 31,04
9 49,6 50,12
10 38,0 36,40
11 20,6 21,08
12 39,9 39,78
13 41,9 42,24
14 56,2 56,75
15 23,9 24,30
16 29,2 28,24
17 55,4 56,75
18 11,8 11,87
19 19,1 19,38
20 35,5 36,16
21 19,7 19,03
22 33,3 33,94
23 36,2 34,12
24 45,8 45,83
25 27,8 26,03
26 18,6 18,76
27 18,9 19,81
28 22,6 23,06
29 11,81 11,99

Glicose Glicose

1 100,8 101,0
2' 73,4 73,2
3 76,7 75,9
4 70,1 69,8
5’ 76,9 77,4
6’ 61,1 60,7
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5.2.3. Determinagao estrutural da substancia 10

29 .30

Os espectros de IVF{g 56, pag 123 e RMN 'H (Fig 57, pag 123 de 10
permitiram reconhecer 0s sinais que estdo de aamnapo triterpeno da série fridelano.
Comparacdo do PF (278) e Rf em CCDA permitiu sugerir pak0 a estrutura do
fridelinol.

O espetro de RMN d&H a 200MHz Fig 57, pag 123 do fridelinol revelou a
presenca do sinal do hidrogénio geminal ao gruplookila emdy 3,27 ppm como um
multipleto. Sugerindo que o hidrogénio H-3 estipoaicdo axial, consequentemente o
grupo hidroxila esta na posicéao equatorfil (
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5.2.4. Determinacéo estrutural das substancias 11a

OR 11: R=H
1la: R=Ac

O espectro de IVHig 60, pag 129, Tabela 23, pag 1p6@e 11 motrou bandas de
absorcées correspondente ao grupo hidroxila emc3#500n, Ve.o 1100 e 1050 cihe
banda forte em 2950 e 2960 tmcy sugerindo um triterpeno com &lcool primario e
secundario. Devido a dificuldade de dissolucdo dn€ig levou ao preparo do derivado
acetiladol1a pelo tratamento com anidrido acético e piridiha) (Tabela 24 Fig 61,
pag 127 e 13p

O espectro de RMNH (Fig 62, pag 13) de 1larevelou sete sinais singletos de
metilas terciarias de um triterpeno pentaciclicmis sinais endy 1,96(s,3H) e 2,00 (s,3H)
do grupo acetoxila. Os sinais &m4,40 e 4,60(d, J=13Hz) sao tipicos de dois hidrimgé
metilénicos. O H-3 esta representado pelo sinabgaeece emdy 4,94 (dl, J=2,4Hz).

A andlise comparativa dos espectros de RWIIE HBBD e DEPT dd1aFig 63,
pag 139 e DEPT Fig 64,pag 133) foi usada para identificar os sinais correspanie
carbonos quaternarios, dois monoxigenad@si(74,5 edCH, 65,1) além dos sinais de sete
metilas, onze metilénicos, quatro metinicos e dnipos acetoxila®(170,1, 170,0, 21,2 e
21,1).

Estes dados levaram a proposta da formula moleGgphtscO, (O=C-CH), que
foi confirmada pelo espectro de massas de alta resotayd M" 528,41740 Da
[calculado para §Hs500,(0O,CCHg),).

Estes dados, aliados a andlise dos experimentof+2BH-COSY Fig 65, pag 134),
HxBC-COSY e, n=1,2,3(Fig 66, pag 136, 67, pag 138 comparacéo com dados da
literatura para o acetato de fridelinol (AHMAD, V., 1994 e COSTA, P. M., 2003)
mostrou a auséncia do sinal ém5,7 referente ao C-24. Esta observacgéo e a dif@réos
deslocamentos quimicos de C-5 e C-6 de 12 e datadd¢ fridelinol levou a localizac&o
do grupo acetoxila no C-24. Os picos presentespeatro de massas de alta resolugdo em
m/z 455(21,5%, M- CBDOCOCH;), 395(8,3%, M- CHOCOCH; + HOCOCH),
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344(33,9%), 274(17,3%), 255(15%) e 205(23,8%y (67, pag 137, Esquema 16, pag
138) sugeriu a presenca de dois grupos acetoxilas-8ne C-24. O NOE observado entre
H-24/H-25, H-24/H-23, H-24/H-1 no espectro de NOE®Yg 67, pag 13Y de 11a foi
usado para confirmar a estrutura do novo tritespdd como sendo o [B24-
dihidroxifridelano. Tabela 24, pag 12y A divulgacdo deste novo triterpeno esta
registrado na literatura (COSTA, P. M., 2003).
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73,1

11,3

30

29.,
‘,

28

Modelo 13, R=Ac

15,7

72,1

TABELA 23:Dados de |V da substanda

v (em™) AtribuicBes dell AtribuigBes dellz
3408 Estiramento OH

2939, 2864 Estiramento CH {p Estiramento CH (s
1732 Estiramento(C=0)
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TABELA 24 : Dados de RMNH e*3C de11 (400MHz e 100MHz, piridinag) e

<

11la (200MHz e 50,3 MHzCDG) comparados com dados da literatura
(AHAMAD, V. U., 1994 e COSTA, P. M., 2003)
C 3 11a 3y (LI cy) 11a “Jen 11a | &c11 3y 11
1 16,3 1,45 H-3 17,1
2 32,1 1,90, 1,55 40,3
3 74,2 4,94(d, J=2,4Hz) H-23 74,1 5,25(sl)
4 48,5 1,5(md) H-24, H-23 49,1
5 40,6 41,4
6 35,8 2,3(dl), 1,5 (m) H-24 36,0 2,3(d, J=14Hz
7 17,6 1,40 19,3
8 53,1 1,30(dl) H-27, H-6, H{7 53,8
9 36,9 36,8
10 61,1 1,1(m) H-25 61,6
11 35,7 1,2-1,5(m) H-25 36,5
12 30,6 31,4
13 38,3 37,6
14 39,5 H-26 39,9
15 32,0 32,5
16 35,9 1,4(m), 1,0(m) 35,6
17 29,9 30,7
18 42,7 1,6(DD) H-28 e H-27 43,4
19 35,2 1,3(m), 2,3(13Hz) 35,6 2,0(dd, J=14,14¢
Hz)
20 28,1 28,8
21 32,7 32,9
22 39,2 0,9(d), 1,4(m) H-28 39,(
23 13,7 0,92(d, J=7Hz) H-4 14,8 1,09(d, J=14H¢
24 65,1 4,40, 4,6 (d, J= 13Hz) 658 4,61, 4,904
Hz)
25 18,3 0,85(s) 18,4 0,88(s)
26 18,6 0,96(s) 18,9 1,04(s)
27 20,1 0,96(s) H-8 20,8 1,07(s)
28 32,0 1,13(s) 33,6 1,18(s)
29 35,0 0,91(s) 35,6 0,90(s)
30 31,7 0,96(s) 32,7 1,00(s)
Meco 21,2 1,96, 2,0
MeCO | 170,1e
170,0 MeCO
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6-CONCLUSAO

Este trabalho levou ao isolamento de trés substsimegistradas pela primeira vez
na literarura, além de substancias que néo tinldorisoladas nos géneros.
Sao poucos os estudos quimicos sObre os gébmasa e Eschweilera, por esta

razao o interesse em estudar outras espécies negé
Além disso a literatura revelou que alguns constés isolados das espécies
estudadas tanto do géndrirania como do génerdschweileraapresentaram atividade

farmacoldgica.
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