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RESUMO

DANIEL, Juliana Feij6 de Souza. Metabdlitos especiais isolados de Ouratea
hexasperma (Ochnaceae), Dipladenia martiana (Apocynaceae) e de Caesalpinia
peltophoroides (L eguminosae). Seropédica: UFRRJ, 2004. 291p. (Tese, Doutorado em
Quimica Orgéanica).

O fracionamento cromatogréafico dos extratos das folhas de Ouratea hexasperma
(Ochnaceae), dos galhos de Dipladenia martiana (Apocynaceae), das flores de
Caesalpinia peltophoroides (Leguminosae) e anadlise das fracOes através de técnicas
cromatograficas e espectroscopicas conduziu ao isolamento e a identificacdo de
congdtituintes de diferentes classes de metabdlitos especiais. Das folhas de O.
hexasperma foram isolados uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos, o flavondide
epicatequina, um glicosiiflavondide, 2’-O-b-D-glicopiranosil-8-C-b-D-glicopiranosil
luteoling, e trés biflavondides, 5-hidroxi-7-metoxiflavona-(4 -O-8)-5 ,4 -diidroxi-7 -
metoxiflavona, a 4 ,5,7-triidroxiflavona-(6® 8)-4 5 -diidroxi-7 -metoxiflavona e a
4 5,7-triidroxiflavona-(6® 8')-4 5 -7 -triidroxiflavona. Dos galhos de D. martiana
foram isolados quatro triterpendides lupeol, os acidos pomalico, ursolico e oleandlico,
dois carboidratos sorbitol e quebracitol, uma saponina esteroidal, 3-O-b-D-b-
glicopiranosilsitosterol e os flavondides epicatequina, quercetina, canferol, 3 O-b-D-
glicopiranosilcanferol, 7-O-b-D-glicopiranosilquercetina e a 7-O-b-D-
galactopiranosilquercetina. Das flores de C. peltophoroides foram isolados uma mistura
de glicerideos, o esgualeno, uma mistura de ésteres graxos, sitosterol, 3-O-b-D-b-
glicopiranosilsitosterol, 5-hidroximetilfurfural, o flavonbide luteolina, &cido gdlico,
galato de etilae o brevifolato de etila.

Os extratos das folhas de Ouratea semisserrata foram analisados por CLAE
usando padrdes de biflavondides o que permitiu identificar biflavonéides ndo isolados
anteriormente.

A estruturas foram identificadas através da andlise de espectros |V, massas e
RMN 'H e C, incluindo técnicas especiais 1D e 2D das substancias naturais e
derivados.

Este estudo revelou a presenca de duas biflavonas naturais novas no género
Ouratea, a 7,7 -O-dimetillanaroflavona e a agatisflavona. A hiflavona 7,7 -O-
dimetillanaroflavona, seu derivado triacetil éster e o derivado 4',4"",7,7 -tetra-O-metil-
5,5"-diacetil-agatisflavona sdo novos na literatura. Fezse primeiro registro dos dados de
RMN 3C da pentametillanaroflavona.

Realizaram se 0s testes farmacol 6gicos: toxidade com Artemia salina, atividade
antibacteriana e antioxidante de Caesalpinia. Atividade citotéxica contra diferentes
linhagens de céulas tumorais foram realizados com os biflavonoides de Ouratea.

Palavr as chaves: Biflavondides, terpenoides, compostos fendlicos
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ABSTRACT

DANIEL, Juliana Feij6 de Souza. Special Metabolites isolated from Ouratea
hexasperma (Ochnaceae), Dipladenia martiana (Apocynaceae) and from
Caesalpinia peltophoroides (L eguminosae). Seropédica: UFRRJ, 2004. 291p. (Tese,
PhD in Organic Chemistry).

The chromatographic fractionation of the Ouratea hexasperma (Ochnaceae),
Dipladenia martiana (Apocynaceae) and from Caesalpinia peltophoroides Benth.
(Leguminosae) extracts led to the isolation of some chemical constituents belonging
different classes of special metabolites. From the leaves of Ouratea hexasperma were
identified flavone dimer 5-hydroxy-7-methoxyflavone-(4'-0O-8")-5",4"" -dihydroxy-7"-
methoxyflavone (7,7”-dimethyllanaraflavone), 4 ,5,7-trihydroxyflavone-(6® 8)-4 5 -
7 -trihydroxyflavone  (agathisflavone), 4 5,7-trihydroxyflavone-(6® 8)-4 5 -
dihydroxy-7 -methoxyflavone (7’-methylagathisflavone), epicatechin and 2’-O-b-D-
glucopyranosyl-8-C-b-D-glucopyranosy! luteolin. From the branches of Dipladenia
martiana were identified sorbitol, quebrachitol, 3b-O- b-D-glucopyranosylsitosterol,
pomolic acid, ursolic acid, oleanolic acid, epicatechin, kaempferol, quercetin, 3-O-b-D-
glucopyranosyl kaempferol, 7-O-b-D-glucopyranosyl quercetin and 7-O- b-D-
galactopyranosyl quercetin. The ethanolic extract of the flowers of Caesalpinia
peltophoroides afforded the ethyl brevifolin carboxylate, 5-hydroxymethylfurfural, the
flavonoid luteolin, gallic acid, ethyl gallate, sitosterol, 3b-O-b-D-glucopyranosyl-
sitosterol and esqualene. The structures were established by IR, MS and NMR spectral
data analysis, including 2D NMR experiments of the natural substances and the acetyl
and methyl derivatives Besides the identification of the new biflavonoid, 7,7’-O-
dimethy-lanaroflavone,  the  new  derivatives, 7,7 -O-dimethyl-55" 4" -
triacetyllanaroflavone and 4',4",7,7 -tetra-O- metil-5,5"-diacetil-agathisflavone were
also prepared. The analysis of biflavonoids by HPLC was carried out with of leaves
Ouratea semiserrata (Ochnaceae) extracts led to identification of the 7'-
methylagathisflavone in this specie for the first time. Biological tests were realized: the
general toxicity against Artemia salina, antibacterial, antioxidant from Caesalpinia,
cytotoxic and the antitumor activities from Ouratea biflavonoids.

Key words: Biflavonoids, terpenoids, phenolic compounds
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1. Introducéo Geral

O conhecimento dos congtituintes quimicos especiais das plantas gera informagdes que
ndo se limitam & descoberta de atividades farmacoldgicas e, desta forma, contribui para
estudos adicionais nas areas de quimica, ecologia quimica, botanica, farmacologia,
quimiotaxonomia, genética, bioquimica e etnofarmacologia e, portanto, para conhecermos
melhor nossa biodiversidade.

A variedade dos metabdlitos especiais das plantas tem sido o principal motivo para o
desenvolvimento da pesquisa na Quimica de Produtos Naturais (QPN) que gera informagdes
para o entendimento e utilizacdo nas diversas &reas de conhecimento.

O estudo das substancias macromoleculares, proteinas, acidos nucléicos, etc., é
desenvolvido pelos bioguimicos que ultimamente tem usado informacdes geradas dos estudos
desenvolvidos pelos Quimicos de Produtos Naturais. Apesar dos profissionais da area de QPN
darem maior atencdo ao estudo das substancias micromoleculares. alcaldides, flavondides,
terpendides, ligndides, etc., os pesquisadores envolvidos na &rea tém produzido trabalhos com
estruturas mais complexas ndo se limitando as substéncias elaboradas via processos
metabdlicos especiais. O avanco dos conhecimentos, criando ligagdes entre os trabalhos dos
Quimicos de Produtos Naturais, bioguimicos e farmacologistas tem sido motivado
principalmente pelo surgimento de equipamentos com recursos que facilitam os trabalhos de
deteccdo, isolamento e determinagdo estrutural de produtos naturais.

O que mais chama atencdo da midia em relacdo a quimica de plantas € a descoberta de
material que resolva de forma imediata os problemas relacionados a salide humana. Essa
relacdo tem sido tdo forte que quaisquer crendices populares servem de subsidio para
noticiarios e, inclusive, com citagbes em inglés, a ponto de convencer a populagdo de
propriedades curativas sem qualquer embasamento cientifico. Isto ndo significa que a procura
de constituintes bioativos ndo considere o uso em medicina popular, através de conhecimento
acumulado e especifico, de acordo com a Stuacdo socio-cultural de comunidades ou grupos
étnicos (MING, 1994), portanto, s6 pode ser considerado com embasamento cientifico. O
fundamental é que a populacdo segja orientada sobre o uso do materia natural, apds os
conhecimentos adquiridos pela farmacognosia, aliada aos estudos etnofarmacol égicos e,
assim, fazer uma melhor selecéo de plantas para, previamente, serem avaliadas clinicamente
(ELISABETSKY & WANNMACHER, 1993).

As induUstrias farmacéuticas aumentam cada vez mais seus investimentos em pesquisa de
fitoterapicos, onde inUmeros farmacos sdo obtidos de plantas e empregados em forma de
produtos naturais, derivados ou sintetizados. Como exemplo pode-se citar 0 caso de
Catharanthus roseus G. Don (Apocynaceage), originado de Madagascar. Essa espécie é fonte
de pelo menos 60 acadides, sendo a vincristina e vimblasting, efetivos no tratamento da
leucemia infantil. De Taxus brevifolia Nutt., € extraido o diterpendide taxol, que apresenta
atividade anti-cancerigena, sendo (til no tratamento de tumores de ovérios e seios (SIMOES,
2001). Outra classe de constituintes ativos € a dos dcal6ides, que podem ser usados como
anti-hipertensivos (Rauwolfia serpentina, reserpina), colinérgicos (Pilocarpus jaborandi,
pilocarping), antimalariais (alcaldides de Cinchona), anestésicos (Erythroxylum coca,
cocaind), relaxantes musculares (Chondrodendron tomentosum ou curare), aém dos
glicosideos cardiotdnicos, como a digitoxina que é encontrada em espécies de Digitalis
(BRUNETON, 1993).



Como pode-se verificar nos exemplos citados acima, a contribui¢do do estudo quimico
de espécies de diferentes familias de plantas brasileiras tem sua relevancia, ndo sb no sentido
de detectar os constituintes majoritarios na espécie estudada, como detectar as classes de
substancias que permitam considerar a espécie como de importancia farmacol6gica, além de
gerar informagdes a serem utilizadas nas diversas areas de conhecimento.

2. Objetivos

d Isolar e identificar os principais metabolitos especiais das folhas de Ouratea
hexasperma, das partes aéreas de Dipladenia martiana e das flores de Caesalpinia
peltophoroides.

b) Avaiar algumas atividades bioldgicas de extratos e/ou das substancias isoladas das
diferentes partes das plantas estudadas ou de seus derivados.

C) Preparar derivados dos constituintes isolados e fazer a completa atribuicdo de dados
espectrométricos das substancias naturais isoladas e derivados.



3. Parte Experimental Geral
3.1. Equipamentos ereagentes

Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aguecimento MEL-TEMP I,
Laboratory Devices USA, utilizando capilar, sem correcdo dos valores obtidos. Os espectros
de infravermelho foram obtidos em espectrofotébmetro Perkin- EImer 1600/1605 FT-IR em
KBr elou filmes de NaCl. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear, *H e *C
(incluindo experimentos em 2D) foram registrados em espectrdmetros Bruker AC-200 (H:
200 e 3C: 50 MHz) e JEOL JNM-GX-400 (*H: 400 e *C: 100 MHZ). Como padr&o interno
foi usado tetrametilsilano ou residuo do solvente CHCI; (dy 7.24) e o pico central do tripleto
em dc 77.00 do CDChk. O espectro de massas de ata resolucdo foi obtido por ionizagéo
elétron spray (HRESIMS) em um espectrometro VG 7070EHF (UNICAMP). Os espectros
de massas de baixa resolucdo foram registrados em cromatografo com fase gasosa HP-5880A
acoplado a espectrébmetro de massas computadorizado HP-5897A de andisador de ions
quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons, 70 eV; CG/EM Varian Saturn 2000; CG/EM
HP-5989A, CLAE Shimadzu LC 6AD e LC 10AD com detector de fotoiodo (PDA), com
coluna Betasil C18 (250mm x 4,6 mm x 5nm).

As cromatografias em coluna foram realizadas tendo como suporte gel de silica (230-
400 e 70-230 mesh, Vetec), Sephadex LH-20 (Sigma, USA) e amberlite XAD-4 (20-50 mesh,
Fluka). A cromatografia em camada preparativa (CCP) foi feita em placas de gel de silica 60
PFxs4, Merck e Vetec, sobre suporte de vidro e espessura de Imm. As substancias foram
detectadas por irradiacéo na regido do ultravioleta (254 e 366 nm). Foram usadas placas em
folha de aluminio de gel de silica 60 PF2s4 Merck para cromatografia em camada fina (CCF) e
como reveladores foram utilizados, além da deteccdo por irradiagdo ultravioleta (254 e 366
nm), reagente de Mayer e Liebermann-Burchard; lodo; solugbes de AICkL-EtOH (1%) e
sulfato cérico (1%)-H,S0, (10%) (DOMINGUEZ, 1973 e MATOS, 1988). Alguns solventes
comerciais foram destilados antes de serem utilizados.

3.2. Derivagoes

A preparacdo de derivados das substancias isoladas das espécies Ouratea hexasperma,
Dipladenia martiana e Caesalpinia peltophoroides serviu para realizacdo de testes biol égicos
dos mesmos e em aguns casos facilitou a andlise dos dados espectrométricos, devido ao
aumento da solubilidade em cloroférmio e, fazer andlises com algumas técnicas especiais de
RMN.

3.2.1. Metilacéo

a) Diazometano
A solucéo de diazometano foi preparada de acordo com a metodologia experimental
descrita na literatura (VOGEL, 1989). Adicionouse a solucdo etérea do diazometano em
excesso as substéncias dissolvidas em CHCl; ou MeOH. O solvente foi evaporado,
fornecendo as substancias metiladas.



b) Sulfato de dimetila

Para a permetilacéo de flavondides com sulfato de dimetila, dissolve-se a substancia
em acetona e adiciona-se 1 eq. de K,COs e 1 eg. de sulfato de dimetila para cada hidroxila
livre. A mistura resultante foi agitada durante 2h a temperatura ambiente com monitoramento
usando placa cromatogréfica em camada fina. ApOs a reagdo, 0 solvente foi removido em
rotavapor sob pressdo reduzida e o residuo obtido foi suspenso em agua (cerca de 50 mL),
adicionado 5 mL de solugdo de hidréxido de ambnio concentrado e extraido com 3 vezes 15
mL de CH,Ch. As fracbes organicas reunidas foram secas com sulfato de sodio anidro e o
solvente removido em rotavapor (BEKKER et al., 1999).

Substancias metiladas  1- Derivados obtidos Espectrosda
Sulfato de  metila, 2- Peso substancia
Diazometano, Peso.
1- 7,7 -O-dimetillanaroflavona 2 pentametillanaroflavona 3 1.4.32-1.4.39
20,0 mg 12,0 mg
2- 7"-O-metilagatisflavona 5 7,744 -0O- 1.4.46-1.4.47
400 mg tetrametil agatisflavona 6
25,0 mg
2-Acido pomdlico 11 pomolato de metilal12 11.4.4-11.4.5;
(15,0 mg -mistura 11, 13 e 15) 42 mg 11.4.12-11.4.18
2-Acido ursdlico13 ursolato de metila 14 -
(15,0 mg -mistura 11, 13 e 15) 8,1 mg
2-Acido ursdlico 13 e ursolato demetilal4 e 11.4.6-11.4.11;
acido oleandlico 15 acido oleandlico 15a 11.4.3;11.4.18
(15,0 mg -mistura 11, 13 e 15) 2,7mg
2- Acido gélico 33 Metil (tri-O- metil) galato 34 111.4.36;111.4.37
20,0 mg 21,0 mg
2- Luteolina31 7,3, 4 trimetil luteolina 32 111.4.47-111.4.49
25 mg 3,0mg

3.2.2. Acetilacdo com anidrido acético e piridina

A reacdo de acetilacdo das substéncias foi feita adicionando-se piridina/anidrido
acético (1:1, viv) nas amostras. Apds repouso de 48 horas a temperatura ambiente foi
adicionada égua gelada formando um precipitado. O precipitado foi extraido com cloroférmio
(3x) e a solucéo cloroférmica lavada com HCl (10%) para eliminar a piridina, e em seguida,
lavou-se vérias vezes com agua destilada. A fase organicafoi seca com sulfato de sodio anidro
e evaporada em rotavapor, obtendo-se as substancias acetiladas.
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5. Substancias isoladas:

5.1. Ouratea hexasperma




5.2. Dipladenia martiana

29
JE
21




5.3. Caesalpinia peltophoroides

26

28=6, 8,14

HO_ 22 COOCHCH3
1
7
HO 5 (g
OH
35




5.4. Derivados obtidos através deste trabalho:

6 R:CH3’ Ry=H
7 R=CHs R:=Ac



CAPITULO |
ESTUDO QUIMICO DE Ouratea hexasperma
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[.1. Introducéo

A familia Ochnaceae compreende cerca de 28 géneros e 400 espécies de ampla
distribuicdo nas regiGes tropicais e subtropicais de todo o mundo. No Brasil ocorrem
aproximadamente 9 géneros com 105 espécies (BARROSO, 1986). Sdo plantas
essencialmente arbdreas ou arbustivas, folhas em geral inteiras, de distribuicdo alterna, com
estipulas, raramente herbaceas (Sauvagesia). As espécies sdo caracterizadas pelas flores
geramente vistosas, freqlentemente de coloracdo amarela. No Nordeste as espécies de
Ouratea sd0 conhecidas como batiputa. Além de Ouratea e Luxemburgia (Tabela 1, pag. 19)
foram encontrados flavondides em outros géneros dessa familia. O género Ochna consiste em
mais de 85 espécies distribuidas por toda Africa (PEGNYEMB et al., 2003), principal mente
na regido de Camardes. O estudo das espécies forneceu triflavondides. caloflavanas A e B
(MESSANGA et al., 2002), biflavon6ides (KAMIL et al., 1987): calodeninas A e B e
lophironas K e C (MESSANGA et al., 1994; PEGNYEMB et al., 2001). Biflavondides,
isoflavona e flavona C-glicosilada foram isolados de O. squarrosa. Esta espécie é utilizada no
tratamento de indigestdo, complicagbes menstruais e contra asma (RAO & GUNASEKAR,
1989). O extrato etandlico e os biflavondides isolados do caule de O. macrocalyx mostraram
atividades citotdxicas e antibacterianas (TANG et al., 2003). Outro género muito destacado é
o Lophira, comumente encontrado na regido tropical da Africa, onde é conhecido pelos seus
usos medicinais (GHOGOMU et al., 1987). As espéecies mais estudadas séo L. alata e L.
lanceolata. Foram isolados flavondides, biflavondides, dimeros de chalconas (lophironas F, G
e H) (TIH GHOGOMU et al., 1989a; TIH GHOGOMU et al., 1989b; TIH GHOGOMU et al.,
1990; TIH et al., 1992a; TIH et al., 1992b; TIH et al., 2003).

Os biflavonodides sdo geralmente encontrados em grande quantidade em diferentes
plantas e muitos tecidos vegetais. Apresentam vérias propriedades, como protecdo contra raios
ultravioleta nas folhas, antifingico e aimento para insetos (SIMOES et al., 2001). As
atividades farmacol 6gicas conhecidas s&o, estimulantes cardiacos, antivirais, antimicrobianas,
antiinflamatérias e anti- hepatotoxicas (SIMOES et al., 2001, LIN et al., 1999). Além de
atividades citadas, podemos destacar as propriedades detectadas com espécies do género
Ouratea e Luxemburgia. O extrato aquoso de Ouratea sp., contendo pro-antocianiding,
mostrou atividade antitumoral contra o Carcinossarcoma de Walker 256 e Sarcoma 180 em
ratos (SAMPAIO & OLIVEIRA, 1975; OLIVEIRA et al., 1972). O 6leo do extrato hexanico
dos frutos de O. parviflora apresentou atividade antibacteriana e antifungica(MARCAL et al.,
1986). Biflavondides isolados de espécies Ouratea e Luxemburgia mostraram atividade
antitumoral contra células do carcinoma Ehrlich (CARVALHO et al., 2002), inibicdo das
DNA topoisomerases (GRYNBERG et al., 2002), efeitos antiproliferativos e ativagcdo da
apoptose em células de tumor Ehrlich (GRYNBERG et al., 1998). O extrato hidroetandlico e a
fracéo acetato de etila de O. semisserrata apresentaram efeito vasodilatador dependente do
endotélio (CORTES et al., 2002) e aividade anti-hipertensiva, inibindo a conversdo da
enzima angiotensina | (ACE) (CASTRO et al., 2000). Os biflavondides isolados de O.
spectabilis, O. multiflora e O. parviflora mostraram inibicdo da producdo de aflatoxina por
Aspergillus flavus (GONCALEZ et al., 2001) e os isolados de O. spectabilis inibiram a
enzima adose redutase (FELICIO et al., 1995). Essas informacles, principamente as
atividades antitumorais detectadas para os biflavondides isolados de Ouratea (CARVALHO
et al., 2002), tem motivado 0 GQPN-UFRRJ a continuar estudando espécies dessa familia e,
nesse contexto, resolveuse repetir o estudo de O. hexasperma coletada na mata Atlantica.
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Caracteristicas do género Ouratea:

Distribuicdo geografica: Ocorréncia em todo territorio Nacional, destacando-se Rio de
Janeiro, Nordeste e Minas Gerais. Algumas espécies do género Ouratea incluindo a O.
grandifolia ocorrem na Restinga da Marambaia, Corcovado e Campo Grande (Limeiréo)/RJ.
(BARROSO, 1986).

Importéncia econdmica: No Nordeste do pais, as espécies de Ouratea sdo conhecidas como
batiputd. As sementes de batiputa fornecem a “Manteiga de batiputd’, 6leo adocicado e
aromético, utilizado em conservas e temperos, tornando-se rancoso com facilidade. Essas
espécies sdo utilizadas como antireumatico, dil na cura de paralisias, erisipela, feridas no
tero e Ulceras, distarbios géstricos e na cicatrizagdo de feridas (BARROSO, 1986).

Nomes locais: sdo conhecidas com diversos nomes populares. Angelim, Caju bravo, Coracéo
de bugre.

|.2. Flavondidesisolados de espécies deOuratea e Luxemburgia (Ochnaceae)
A) Literatura:

As espécies destes géneros sdo bioprodutoras de diversas classes de metabdlitos como
triterpenos, diterpenos, acidos graxos, triglicerideos, aém de flavondides e biflavondides.
Entre estas classes de substéncias os biflavondides recebem destague na literatura, devido a
fregiéncia, diversidade estrutural e diferentes formas de ligacBes entre seus mondmeros.
Sendo utilizados como prot6tipos para varios testes farmacol 6gicos.

A maioria dos biflavondides isolados de plantas apresenta ligacdo GC entre seus
mondmeros, e 0 and A esta freglientemente envolvido na ligacdo (CHARI et al., 1977). As
combinagdes entre os mondmeros ddo origem aos derivados da amentoflavona 37 e 37a (1-3-
11-8"), agatisflavona5 e 38 (I-6-11-8'), genkanina39 (I-6-11-6'), robustaflavona40 (I-3-11-6 ) e
cupressuflavona (I-8-11-8") (CHARI et al., 1977), Figura 1 As juncdes de isoflavonas
originaram derivados de hexaspermona 41, 41a e41b (1-2-11-2") (MOREIRA et al., 1994). Do
género Ouratea foram isolados os biflavondides5, 37-39, 41, 42, 44, 48-55. A ligacéo tipo C-
O-C ¢ caracteristica das ochnaflavonas 43 (1-3-O-11-47) (CHARI et al., 1977) e
lanaraflavonas 44, 44a e 44b (1-4-O-11-8") (DORA & EDWARDS et al., 1991, OLIVEIRA et
al., 2002), o grupo das ochnaflavonas tem sido mais frequentes em espécies de Luxemburgia.
| solaram-se desse género as conhecidas chal conas, que sdo representadas pelos mondmeros 45
e 46 (OLIVEIRA et al., 2002; CARVALHO et al., 2004) e a bichalcona 47 (1-3-O-11-4)
(CARVALHO et al., 2004), Figura 1. Outros biflavonoides identificados no género Ouratea
sd0 os derivados de lophironas 48 e 49 (GHOGOMU et al.,, 1987), calodeninas 51
(MESSANGA et al., 1994; MESSANGA et al., 2002) e flavumonas 50 e 51a (MBING et al.,
2003b) (Figura 1). Além dos biflavonoides ha ocorréncia de antocianidinas, como exemplo 0s
derivados da cianidina 52 e proantocianidina 54 (MONACHE et al., 1968a,b; GARTLAN et
al., 1980) (Figura 1).
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Figura 1. Estruturas dos flavondides, encontrados em espécies de Ouratea e Luxemburgia.

OR
37 R=R1=H 5 R1:CH3, RZZR:H
37a R=H, Rj=CHj 38 R=H, R=R,= CHj

41 R]_:H, R2=CH3
4la R1=CH3, Ry=H
41b Ry=Ry=H
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OH O

53a R=Cl
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OH

51 R=R;=H
51a R=H, R;=OH
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Uma caracteristica semelhante, entre os dimeros de flavonéides dos géneros Ouratea e
Luxemburgia, é a ligacdo entre seus mondmeros, sendo mais abundantes as ligacdes (I-3 -11-
8) e (I-6-11-8), diferindo somente no padrdo de metilacd. No caso dos derivados da
agatisflavona (I-6-11-8") sio majoritariamente metilados na posicdo 7. Com ligagdes G-O-C,
foram isolados os dimeros I-4 -O-11-8 el-3-0-1I-4 , incluindo aligagdo entre os mondmeros
das bichalconas, isolado de Luxemburgia octandra (CARVALHO, et al., 2004). A presenca
de luxenchacona (47) e diidroochnaflavona (43) em Luxemburgia permite propor uma
sequiéncia biossintética de formagdo do biflavondide diidroochnaflavona (43) a partir da
ciclizagéo da bichalcona (Esquema 1) considerando, inclusive, que em L. nobilis ndo foi
encontrada a bichalcona, entretanto, os respectivos monémeros estéo presentes. O estudo de
duas espécies de Ouratea conduziu ao isolamento de derivados de lanaroflavona (44) (-4 -O-
11-8") com diferentes padrdes de metilacdo. Esses exemplos mostram que os biflavonéides
apresentam precursores biogenéticos comuns e podem ser usados como marcadores
quimiotaxondmicos.

Deve-se levar em consideragdo 0s casos cujo estudo fitoquimico ndo conduziu a
identificacdo de flavondides. Esses casos sdo Ouratea floribunda (St. Hil) Eng. sendo isolados
triterpenos e depsideo (CARVALHO et al., 2000) e Ouratea reticulata (P. Beauv) Engl.
fornecendo dois 7,8-diidrobenzofuranonas (MANGA et al., 2001).

As flavonas e flavondis (3-oxiflavonas) glicosilados sdo descritos como bioprodutos de
espéecies desse género. Sdo geralmente derivados da luteolina (5,7,3 4’ tetraidroxiflavona) e
guercetina (3,5,7,3 ,4’ pentaidroxiflavona), podendo ser, inclusive, metilados. A rutina 56 (3-
O-rutinosideo-querceting) foi isolada de Luxemburgia nobilis (OLIVEIRA et al., 2002) e de
Ouratea semisserrata (VELANDIA et al., 2002). Das flores de Luxemburgia octandra foram
isolados dois flavonoides 8 C-glicosilados 57 e 58 (ALVES et al., 2003). A glicose aparece
como o Unico carboidrato encontrado até o momento, entre os flavondides C-glicosilados ja
isolados desses dois géneros.

O-OH

OH

OH

Figura 1.1: Estruturas dos flavonoides glicosilados, isolados de espécies de Ouratea e
Luxemburgia.
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Esquema 1: Proposta biossintéticada 2”, 3"-diidroochnaflavorg, via chal conas.
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Estudos anteriores de Ouratea hexasperma, coletada no cerrado da Amazonia,
conduziu ao isolamento de hidrocarbonetos, de biisoflavondides: hexaspermona A, B, C e da
biflavona 7 - metilagatisflavona (MOREIRA et al., 1994; MOREIRA, et al., 1999).

Neste trabalho € descrito o estudo fitoquimico desta espécie, coletada na mata atlantica
no nordeste do Brasil e, até 0 momento, isolarant se hidrocarbonetos, epicatequina (1) e, além
de confirmar a abundancia da 7 -metilagatisflavona (5) nas folhas desta espécie, isolaram-se
biflavondides que ndo foram isolados anteriormente desta espécie, sendo um deles novo na
literatura (DANIEL, et al., 2004).

A Tabela 1 descreve os flavondides detectados em Ouratea e Luxemburgia (primeira
coluna), com 0s nomes quimicos das substancias isoladas (coluna 2) mostrando as variagdes
dos esqueletos basicos citados (Figura 1) e as referéncias relacionadas com o estudo das
espécies destes géneros.
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Tabela 1. Ocorréncia de flavonoides em espécies do Ouratea e Luxemburgia, familia Ochnaceae.

Espécies Flavondide Referéncia

O. sp. proantocianidina 54 MONACHE et al., 1968z,
catequina MONACHE et al., 1968b

O. affinisEngl. cianidina52 GARTLAN et al., 1980

O. calantha Gilg. cianidina52 GARTLAN et al., 1980

O. multifora Pohl

amentoflavona (3 -C-8') 37 .
3hidroxi-4 ,5,7-trimetoxiflavona-(6® 8 )-
3 -hidroxi -3~ 4 5,7 -tetrametoxiflavonas5

FELICIOetal ., 2001

O. hexasperma (St. Hill) Bail

5-hidroxi-4 ,7-dimetoxi-2,3-trans-isoflavanona-(2® 2 )
5’ -hidroxi -4~ ,7"-di metoxi -2",3"-transisoflavanona 41
5hidroxi-4 ,7-dimetoxi-2,3-trans-isoflavanona-(2® 2"}
4 -hidroxi -5 ,7" -dimetoxi-2 , 3 transisoflavanona 4la
5hidroxi-4 ,7-dimetoxi-2,3-trans-isoflavanona-(2® 2"}
4" 5 -diidroxi-7 -metoxi -2 ,3 -transisoflavanona 41b
5,7,4 -trimetoxiisoflavona 42

4 5,7-triidroxiflavona-(6® 8")-4"",5"-diidroxi-7" -
metoxiflavona 5

MOREIRA et al., 1994

MOREIRA et al., 1999;
DANIE et al., 2004

O. semisserata (Mart.) Engl.

3,6,8tricloro-4 ,5-diidroxi - 7-metoxiisoflavona 53
3,5 ,6,8-tetracloro-4 ,5-diidroxi- 7-metoxiisoflavona 53a
5,7-diidroxiflavona(4d ® O® 8 )-4'5 7 -
triidroxiflavona 44
5-hidroxi-7-metoxiflavona-(4'® O® 8”)- 4" ,5",7” -
triidroxiflavona 44a

5-hidroxi- 7-metoxiflavona-(4'® O® 8 )-5,7 -
diidroxi -4 -metoxiflavona 44b

amentoflavona (3 -G-8) 37

podocarpusflavona (3 -C-8') 37a

rutina 56

VELANDIA et al., 1998

VELANDIA et al., 2002

O. parviflora Ball

7,7 -dimetilagastiflavona (6-C-8) 38
amentoflavona (3-G-8) 37

FELICIOet al., 2004

O. spectabilis (Mart.) Engl.

6,6 ,bigenkanina(6-C-6)39
7,7 -dimetilagastiflavona (6-C-8 ) 38

FELICIOet al., 1995

O. flava Schume Thon.

lophirona A 48

lophirona G 49

calodeninasB (51) e C

4 5-dimetoxi -6, 7-metilenodioxiisoflavona
flavumonas A (51a) e B 50

MBINGet al., 2003a

MBINGet al., 2003b

L. octandra St. Hill

isoliquiritigenina (chalcona) 45
3-hidroxiisoliquiritigenina (chalcona) 46

4 5,7-triidroxiflavona-(3® O®4 )5,7 -
diidroxiflavanona 43

luxenchalcona (3-O-4 ) 47

5,7,3 4 -tetraidroxi- 8-C-glicopiranosil-flavona 57

5,3’ 4’ triidroxi- 7-metoxi -8-C-glicopiranosil-flavona 58

CARVALHOEet al., 2004

ALVES, 2003

L. nobilis(Eichl)

isoliquiritigenina 45
3hidroxiisoliquiritigenina 46
epicatequina

amentoflavona (3-G-8) 37
robugtaflavona (3 -G-6 ) 40

4 5 7-triidroxiflavona-(3® O®4 )57 -
diidroxiflavanona 43

rutina 56

OLIVEIRA et al., 2002
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B) Substancias isoladas de O. hexasperma
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Derivados obtidos:

6 R=CH3' R2=H
7 R=CH3' R,=Ac
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CONSIDERACOES RELEVANTES DO ESTUDO DESSA ESPECIE

- O isolamento dos constituintes das plantas permitiu 0 uso de técnicas especiais de RMN e
massas dos mesmos e de alguns derivados;

- O estudo de plantas coletadas em diferentes locais (clima, solo etc.), assm como, diferentes
partes (folha, raiz, caule, semente) e periodos fornecem constituintes quimicos diferentes;

- O isolamento de maior quantidade de 7’-metilagatisflavona permitiu fazer novas avaliagtes
de atividade antitumoral e preparar novos derivados de agatisflavona.

|.3. Parte experi mental

[-3.1. Materia vegetal:

As folhas de Ouratea hexasperma St.-Hil (Ochnaceae) foram coletados em outubro de
2002, no Municipio de Jodo Pessoa e identificados pela Profa. Dra. Maria de Féima Agra.
Uma excicata desta espécie (N° 3497) esta depositada no herbério Prof. Lauro Pires Xavier
(JPB-21438), Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.

Figura|.3.1: Fotografia da espécie O. hexasperma, coletada em Jodo Pessoa, Paraiba.
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I-3.2. Isolamento e purificagdo dos constituintes das folhas de O. hexasper ma:

O materia seco e moido (585,0 g) foi extraido exaustivamente sucessivamente por
maceracdo, com diclorometano (8,0 L) e metanol (15,0 L), a temperatura ambiente. As
solugdes extrativas foram concentradas em rotavapor a 40-80 °C, sob pressdo reduzida, e
obtiveramse os extratos de diclorometano HFD, 14,5 g) e o extrato metandlico HFM,
133,0 g). O extrato HFD foi filtrado em coluna de gel de silica usando diclorometano (2,0 L),
acetato de etila (3,0 L) e metanol (3,0 L) conforme o Esquema 1.3.1. As fractes, eluidas em
CH.Cl,, foram denominadas HFDD (7,5 g), forneceram um precipitado branco, que foi
identificado como uma mistura de alcanos diféticos. A fracdo eluida com AcOEt (HFDA, 4,0
g) foi cristalizada em metarol, fornecendo cristais amarelos, soliveis em DMSO, Rf em
camada fina de silica 0,52 com o eluente (CHClL/CHsCOCHSs, 8:2). Este materia foi
identificado como sendo a substancia 2 (P.F.: 325-328°C; 98,2 mg). O extrato metandlico
(HFM , 100,0g) foi suspenso en metanol:adgua (8:2, 700 mL) e submetido a particdo com
hexano/éter 1:1 (3 L), AcOEt (6 L). Adicionouse acetona no residuo obtido com hexano\éter
(HFMH, 45 g) e a pate soluved foi filtrada em Sephadex LH-20 (Coluna A) com
MeOH/CHCL 1:1, fornecendo 5 fragdes. As fragdes A2 e A-3 forneceram um materid
amarelo que, apés analise dos dados espectrométricos, foram identificados os biflavonéides 8
(P.F.: > 350 °C; 13,3 mg), solivel em MeOH, e 5 (P.F.: 226-228 °C; 217,0 mg), solGvel em
acetona, Rf = 0,61 (CHCI3/CH3COCH3, 7,5:2,5). O biflavon6ide 5 foi metilado com
diazometano (40,0 mg) e posteriormente a purificagdo foi acetilado (25,0 mg) fornecendo a
substancia metilada 6 (P.F.: 170 °C; 30,0 mg), solivel em acetona, Rf 0,61 em CCDA de
silica e fase mével (CHCI3/CH3COCH;z, 0,5:9,5), e o biflavondide 7 (material amorfo; 18,0
mg), solavel em cloroférmio, Rf = 0,35 na mesma CCDA e eluente (Hexano/AcOEt, 2:8). O
residuo em hexano\é&er (HFMH) insolivel em acetona foi solubilizado em metanol, e
submetido a filtracdo em coluna de Sephadex LH-20 originando um material pastoso de
coloracdo marron. Esse material foi identificado como epicatequina 1 (30,0 mg). O residuo
em AcOEt (HFM A 52,0 g) foi cromatografado em coluna de gel de silica, usando mistura de
clorof érmio/metanol, com aumento gradual de polaridade até metanol 100%. Foram col etadas
90 fragles, a fracdo 28-32 foi cristalizada com metanol dando origem novamente ao
biflavondide 5 (P.F.: 226-228 °C; 1,2 g). A frag&o 53-70 (400,0 mg) foi cromatografada em
colunade silica gel e, posteriormente eluida em coluna preparativa Betasil C18 (LC-6AD)
usando CLAE, com sistema isocrético de HO/metanol/acido acético (60:39:1), em 240 nm.
Obtiveram se cristais marrons, solUveis em metanol e DM SO, Rf = 0,68 em placa de gel de
silica e eluente (CHCkL:CH3COCH3:MeOH:AcOH 3:3:3:1). A andise dos dados
espectrométricos deste material conduziu a identificacdo do flavondide glicosilado 9 (material
amorfo; 30,0 mg).
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QOuratea hexasperma
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Esquema |.3.1- Marcha para o isolamento das substéncias das folhas de Ouratea hexasperma
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[-4. Deter minagao estrutural dos constituintes isolados de O. hexasperma
[-4.1. Alcanos

O espectro de 1V da mistura de acanos (Figura 1.4.1) revela bandas de absor¢do em
2918 e 2848 cm'* relativas a estiramentos de grupos CHs e CHy, sugerindo a presenca de uma
longa cadeia carbonica. As bandas em 1466 cm® (deformagéo angular de C-H), e 723 cnit
confirmam esta atribuicdo. O espectro de RMN *H (Figura 1.4.2) apresenta sinais em dy 0,87,
1,25 e 1,56 de cadeia normal hidrocarbdnca. A andlise dos cromatogramas (Figura 1.4.3;
Figura 1.4.4) e espectros obtidos com CGEM permitiram identificar dois picos
correspondentes a dois componentes majoritarios na mistura. Os picos em mz 57 [C4Ho]*, m/z
71 [CsHy1]*, m/z 85 [CgHus]*, m/z 113 [CgHy7]*, estdo de acordo com a mistura de
hidrocarbonetos de cadeia carbonica normal. A auséncia do M™ ndo permitiu propor a
estrutura dos componentes da mistura.

[-4.2. Epicatequina

O espectro de 1V (Figura1.4.5) revela bandas de absorgédo para grupo hidroxila (3751-
3414 cm?, estiramento O-H), C=C (1620-1518 cm') de anel aromético e 1282 cm! do
estiramento de C-O. A andlise dos espectros de RMN *H (Figura 1.4.6) e*C (BBD e DEPT) e
comparagdo com modelos da literatura permitiu propor estrutura de um flavanol para a
substéncia 1. Os sinais do CH carbindlicos e os de CH aromaticos em 95,3 e 94,3 ppm do C-6
e C-8do anel A €114,94 (2C) e 118,16 do C-2', 5 e 6 do anel B juntamente com os duplos
dubletos (dd) em dn 3,05 (J=4,2; 16,4 Hz) e 2,85 (J=2,9; 16,4 Hz) que podem ser atribuidos
ao hidrogénios H4 axial e H4 equatorial, respectivamente, justificam esta proposta. O
singleto largo em dy 5,10 foi atribuido ao H-2 e o tripleto largo em dy 4,38 foi atribuido ao H
3. Ossinaisem dy 6,09 (d) €6,26 (d) foram atribuidos aos H-6 e H-8 do anel A. O anel B esta
representado pelos sinais dy 7,26 (d), dy 7,03 (d) e dy 7,03 (d), atribuidos a hidrogénios nas
posicbes 2, 5’ e 6'. A comparacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbono-13
(Figural.4.7) de 1 com valores da literatura (HARBORNE & MABRY/, 1982; HARBORNE,
1994) permitiram confirmar a estrutura da epicatequina para 1. A Tabela 1.4.1 apresenta as
atribuicbes dos deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono-13 de 1. Os vaores de
deslocamentos quimicos dos carbonos ndo hidrogenados, dc 156,9, 156,6, 156,2, 144,8x2, 131,0,

98,9, foram identificados pela comparacdo dos espectros de e RMN**C-HBBD e RMN*3C-
DEPT e comparagéo com dados da literatura para 1 (AGRAWAL, 1989) Tabelal.4.1.
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Figural.4.1. Espectro de IV dafracdo OFD-1, materia aifético de O. hexasperma.
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Chromatogram Plot
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Figural.4.4. Espectro de massas dos alcanos alifaticos isolados de O. hexasperma.
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Figura|.4.6. Espectro de RMN 1H (200 MHz) em DMSO-Dg de 1 (epicatequina).
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Figura 1.4.7. Espectro de RMN13C (50 MHZ) em DMSO-Dg de 1 isolada de O.
hexasperma.
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Tabela|.4.1. Dados de RMN 1H (200 MHz) e 13C (50 MHz) da substancia 1 (epicatequina)
em DM SO-Dg, comparados com a literatura (HARBORNE & MABRY, 1982; HARBORNE,

1994; AGRAWAL,1989).

HO

epicatequina

catequina

epicatequina Ho RN (2R39) H
& O
C 1 Epicatequina 1 Literatura Literatura
(AGRAWAL,1989) catequina epicatequina
2 785 791 51 (s) ax;4,49 (d,3,4) Ax; 4,74 (d,7)
3 65,3 66,8 4.4 (m) ax,3,83(ddd;-,7,4,-) | Eq; 4,01 (ddd,)
4 28,6 286 3,05 (dd;4,2,16,4) | 2,67 (dd;5,4,16,0) | 2,79(dd;4,2,16,3)
2,85(dd;2,9;16,4) | 2,36(dd,8,0,16,0) | 2,48(dd;3,3,16,3)
5 156,9 157,1 - - -
6 95,5 %38 6,25 (d;2,5) 57(d;2,1) 5,72 (d;1,7)
7 156,6 156,7 OH OH -
8 95 9,0 6,08 (d;2,2) 5,9(d;2,1) 5,80 (d;1,7)
2 11572 1154 7,26 (S 6,73 (d;1,7) 6,90 (s, -)
3 144.8 145,0 - - -
4 144.8 145,2 - - -
5 1152 116,4 7,06 (sl) 6,7(d:8,1) 6,66 (d:8,7)
6 1184 119,6 7,06 (s) 6,60 (dd;-;) 6,66 (dd;-,8,7)
T 131,0 131,8 - - -
9 156,2 156,7
10 98,9 100,3

1-4.3. Biflavonoides

a) 7,7 - O-dimetillanar oflavona (substancia 2)

O biflavondide natural 2 é um derivado da lanaroflavona isolada de Lanaria lanata (I-
4'-0-11-8") (DORA & EDWARDS et al., 1991), sendo formada pela ligac&o de duas flavonas
(apigenina). A substancia 2 possui duas metoxilas nas posicoes 7 (anel A da primeira unidade)
e 7" (anel A da segunda unidade). O primeiro registro deste hiflavondide na literatura foi
realizado por DANIEL e colaboradores (no prelo), juntamente com seus derivados triacetil
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éster e o registro dos dados de RMN 3C do derivado permetilado (DORA & EDWARDS et
al., 1991).

O espectro de IV de 2 (Figura 1.4.9, pag. 41) revela bandas de absorcéo para grupo
hidroxila (3422 cm®, estiramento O-H), grupamentos C=O (1658 cmi®) de carbonila
conjugada e C=C (1607 cm?, 1503 cm*, 1440 cm') de anel aromético. Estes dados s&o
compativels para flavonoides conforme detectado através de reveladores quimicos (cloreto de
aluminio) em CCDA. O pico 565,1215 (60%, M" — H) demonstrado no HRESIMS (modo
negativo) e andlise dos de RMN *H e '3C (APT) foram usados para deduzir a férmula
molecular (C=0),C15(CH)13(OM€),(OH)30; = Cgz2H20010 que foi compativel com um
esqueleto de um biflavondide. O espectro de RMN de *H (Figura 1.4.10, pag. 42) apresenta
um sinal de dy 10,39 de um grupo hidroxila livre, dois grupos hidroxilas em ligagcéo de
hidrogénio com a carbonila, dy 12,87 e 12,92, os dois grupos metoxilas (dy 3,87 € 3,91, §
3H), quatro dubletos em dy 8,06 @= 8,47), 7,51 ¢= 8,7), 7,18 (= 8,47) e 6,76 J= 8,7),
correspondendo a dois sistemas AA BB em dois anéis arométicos para substituidos e dois
dupletos em dy.65 6,36 € 6,77 (3=2,0 Hz). O acoplamento detectado no espectro de H,'H-
COSY (Figural.4.11, pag. 43) envolvendo os sinais dy 8,06 (J= 8,47) com 7,18 (J=8,47) edo
7,51 (= 8,7) com 6,76 (J= 8,7) confirma os dois sistemas AA’BB’. Estes dados permitem
propor as unidades|, I1 el11. Além dos sinais citados acima o espectro de RMN *H apresenta
trés singletos em dy: 6,94, 6,86 e 6,76 (s), com integragcdo para um hidrogénio cada um, que
s80 compativeis com os sinais de deslocamento quimico de dois hidrogénios H-3 e um H-6 de
flavonas. Isto permite sugerir que uma das unidades possui 0 C-8 ocupado com aligacéo entre

as unidades, estando, entretanto de acordo com esqueleto de lanaraflavonas registrados na
literatura.

T T T
= = H
R
H H RN
+ -+
H H H
o
0 Sy--0
O \%
H
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A andlise dos espectros de RMN *C (APT, Figural.4.12, pag. 44) permitiu identificar
0s deslocamentos quimicos dos carbonos metoxilicos, metinicos, quaternarios e confirmar a
proposta feita com base dos dados espectrométricos de RMN *H. Os sinais de CH em
128,7x2, 115,4x2, 128,2x2 e 115,8x2 estdo de acordo com os dois sistemas AA’BB’ que,
aliados aos demais valores em d 104,3, 104,1, 98,5, 92,7 e 96,3 confirmaram os sistemas |, 11
e |1 propostos, atribuindo-os aos carbonos 3, 3", 6, 8 e 6”. O valor 96,3 para o C-6" esta de
acordo com o maior efeito protetor do grupo metoxilaem 77 vizinho a um grupo oxigenado. A
presenca de quatro sinais de carbono n&o hidrogenado em 104,3, 104,7, 124,6 e 121,6
representantes dos carbonos 10, 10", 1’ e 1", respectivamente, e o valor adicional em 120,6
gue deve ser atribuido ao C-8" com um grupo oxigenado em ipso e dois oxigénios em orto
confirmam a proposta de lanaraflavona (4'-O-8"). Essa ligacéo entre as unidades € confirmada
pela auséncia de um dcy em 93,0 ppm. Essas atribuicbes foram facilitadas com a comparacdo
dos valores de deslocamentos quimicos dos carbonos de 2 com os da apigenina (I,
SARMENTO, 2002). As comparacdes dos dados de RMN 3C do biflavondide 7-O-
metillanaroflavona registrado ra literatura para C-6” (dc 99,44) (VELANDIA, et al., 2002) e
da lanaroflavona (modelo V) C-6" (dc 98,9) e C-6 (dc 99,2) (DORA & EDWARDS, 1991),
revelam que a presenca dos grupamentos metoxilas na substancia 2, em G7 e CG-77 que
conduzem os carbonos metinicos para menor deslocamento quimico C-6" (dc 96,3) e C-6 (dc
98,1) devido ao efeito g de protecdo das metoxilas. Os sinais dos carbonos dos dois anéis B
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foram facilmente assindlados, usando os efeitos dos substituintes sobre os deslocamentos
quimicos e a sSimetria promovida pela presenca de um Unico substituinte nos anéis aromaticos.
Os demais sinais em d¢ 181,9 sdo referentes as duas carbonilas, parao C-7 (dc166,6) e C-7
(dc158,3) com Dd=8 e para C-5 (dc 162,1) e C-5" (dc159,2) com Ddc=2,9. Essas diferencas
de deslocamentos quimicos sdo atribuidas ao efeito de protecdo mesomérica do oxigénio em
8" sobre os carbonos 77 e 5”. Da mesma forma o C-9” encontra-se 11,0 ppm mais protegido
em relacdo carbono 9. Os carbonos G-10 e C-10" ndo sdo afetados por esse efeito por essa
razéo apresentam uma pequena protecdo de Ddc=0,5 (Tabela1.4.2, p&g. 39).

O uso de experimentos com irradiacdo dupla e subtracdo de espectros permitiu obter
espectros 1D contendo apenas os sinais devido a0 NOE gerado pela transferéncia de
polarizacdo entre os nlcleos vizinhos espacialmente durante a dupla irradiacdo. O espectro
resultante *H-{*H}-NOE (Figura 1.4.13, pag. 45) de 2 mostra que: com irradiagd no
hidrogénio da HzCO-7 (dy 3,87) gerou NOE (2%) no H-8 em (6,77, d, 2,0 Hz) e (4%) no H-6
(6,36 d, 2,0 Hz) e irradiacéo na freqtiéncia do HCO-7" (dy 3,91) gerou NOE (5%) no H-6"
[6,76, (S)]. A auséncia de NOE nos dubletosdos H-3,5 e3',5  significaque as posicies 4’ e
4"’ ndo possuem ligagdo com grupos metoxilas. O mesmo tipo de experimento foi realizado
com o derivado acetilado 4 e serviu para confirmar esses atribui¢des e confirmar a conexéo
entre as unidades de flavonas. A irradiacdo nas freqliéncias dos singletos atribuidos aos
hidrogénios H-3, 3" e 6" foi Util da correlagdo dos sinais dos respectivos sistemas AA’BB’ e 0
anel C de cada unidade Figura 1.4.13, pag. 45. Além das irradiacOes nas freqiiéncias das
metoxilas fezse irradiacdo nas frequiéncias das acetoxilas revelou NOE nos hidrogénios 6” e
3" 5" Tabelal.4.3, pag. 40.

O espectro de massas de alta resolugdo com ionizacdo elétron spray, EMAR-IES,
(Figura 1.4.14, pag. 46) apresentou o sind em m/z 565.1215 [M™ - H, 60% (calculado
565.1135)] para Cz2H»Oj0, confirmando a proposta estrutural para o biflavondide 2. O
espectro MS/MS do ion m/z 565(40) foi realizado no modo de ionizacdo negativo, utilizando-
se 45 eV de energia de gés de colisdo argdnio, obtendo-se o grau de fragmentacdo e 0s picos
majoritarios observados na Figura 1.4.15: 550.06 (60), 283.03 (100), 255.01 (50). O
mecanismo de fragmentagdo proposto para justificar os picos no EMAR-IESe MS/MSdo ion
m/z 565 é representado no Esquemal.4.1, pég. 48.

As aplicagbes das técnicas de HMQC e HMBC permitiram fazer a correlagdo
inequivoca dos dy e dc da substéncia natural e de seus derivados. HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Coherence) é um experimento bidimencional (2D *H-°C) através de uma
ligacgo (*Jcn) eHMBC gH eteronuclear Multiple Bond Coherence) também € um experimento
bidimenciona (2D ‘H-C), mas detecta acoplamertos de duas CJc) e trés (dcn) ligagdes. O
espectro de HMQC (Figura 1.4.16, pag. 49) permitiu estabelecer as correlagdes diretas ({Jcp):
OCHs-7[dn/dc 3,87/56,05], OCHs- 7"[ dn/d 3,91/56,79], CH-6 [dn/dc 6,36/98,05], 2CH-3 ' 5
[dublc 6,76/115,89], CH-6 [dp/dc 6,76/96,30], CH-8 [dw/dc 6,77/92,77], CH3 [du/dc
6,86/104,14], CH-3 [dn/dc 6,94/104,33], 2CH-3, 5 [du/dc 7,18/ 115,46], 2CH-2"' 6 [du/dc
7,51/128,15], 2CH-2, 6 [dyn/dc 8,06/128,65].

Os deslocamentos quimicos dos carbonos ndo hidrogenados bram estabel ecidos pelos
espectros de HMBC (Figuras 1.4.17, 1.4.18, 1.4.19, 1.4.20 e 1.4.21, pag. 50-54): MeO-7/C-7,
3Jcy [dydc 3,87/166,6], MeO-7/C-7", 3y [du/dc 3,91/158,32]; OH-5/C-5, 2Jcy [dn/dc
12,87/162,1]; OH-5"/C-5", 2Jcy [du/dc 12,92/159,2]; OH-5/CH-6, Iy [du/de 12,87/98,05];
OH-5"/CH-6", *Jcy [duldc 12,92/96,30]; OH-5/C-10, *Jcn [dn/dc12,87/104,75); OH-5"/C-10",
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3Jcn [duldc 12,92/104,33]; 2H-3", 5°/C-1"", %Jcy [dn/dc 6,76/121,68]; 2H-3,5/C-1', 3Jay
[dudc 7,18/124,64]; H-6"/C-8", 3Jcy [du/dc 6,76/120.6]; 2H-2 ,6 /C-4", 33y [du/dc
7,51/161,9]; 2H-2,6 /C-4’, 3Jcn [du/dc 8,06/161,7]; 2H-2",6 ' 1C-2", 2Jcn [dufdc 7,51/164,6];
2H-2 6 /C-2, 3Jch [dn/dc 8,06/161,4] (Tabela 1.4.4, pag. 40). A preparacdo dos derivados
acetilado @) e metilado (3) serviu para confirmar a proposta estrutural de 2 e fazer a
atribuicdo dos deslocamentos quimicos de carbono-13 e hidrogénio destes novos derivados
gue foram divulgados recentemente no J. Braz. Chem. Soc. (Others flavonoids from Ouratea
hexasper ma (Ochnaceae). IBCS-77/115-04, DANIEL et al, 2004, (no prelo).

b) 7,7 - O-dimetil-5, 5" ,4”triacetillanar oflavona (Derivado 4)

A andlise dos espectros de IV, RMN *H e 3C e de massas do derivado4 serviram para
confirmar a proposta estrutural de 2. O espectro de 1V apresenta bandas de absor¢do para
carbono sp® (2923 e 2852 cm?, estiramento C-H), grupamentos C=0 (1722 cm?) de éster,
confirmando aformagéo das acetoxilas (Figural.4.22, pag. 55).

A substituicdo do grupo hidroxila por um substituinte acetoxila, permitiu confirmar a
presenca de trés grupos HO em 2. Esses grupos sao representados no espectro de RMN pelos
snaisem dy 2,26, 2,41 e 2,46; daiz 21,1 (3x) e dc-0 168,84 e 169,7 (2x).

Os espectros de RMN de *H (1D e 2D, *H-'H-COSY) (Figura 1.4.23, pAg. 56 e Figura
1.4.24, pag. 57) revelam sinais dos hidrogénios dos dois sistemas AA’BB’ (anéis B) e do
sistema AB do anel A. N&o foi possivel perceber as esperadas mudancgas nos deslocamentos
guimicos dos hidrogénios devido o efeito dos grupos acetoxilicos diminuindo o efeito protetor
dos grupos hidroxilicos porque os espectros de 2 foram registrados em DMSO-Dg e 0s
derivados em CDClk. A Tabela 1.4.2, pag. 39 mostra as atribui¢des dos deslocamentos
quimicos dos hidrogénios que foram deduzidos com base na arélise dos espectros 1D, COSY
e, inclusive, com as informagdes obtidas com experimentos de NOEDIFF (Figura 1.4.25, pag.
58; Tabelal.4.3, pag. 40). O sistema AB representado pelos hidrogénios H-6 (dn 6,59, 2,4 Hz)
acoplando com H-8 (dy 6,84, 2,4 Hz) ambos vizinhos a metoxila do carbono 7 (dy 3,89); 0s
sistemas AA’BB’ representados pelos hidrogénios 2H-2',6' (dy 7,82) com 2H-3',5" (dy 7,09),
do anel C da unidade contendo o H-3 (dy 6,52) e 2H-2"",6" (dy 7,45) com 2H-3"",5"" (dy
7,05) do anel C da unidade contendo o H-3" (dy 6,54) e sustentando um grupo acetoxila. Esta
afirmacdo se baseia no NOE (apenas 0,5%) detectado com irradiacdo na fregiéncia do
singleto em dy 2,26 (4”’-OCOCH;). O outro sistema, entretanto, pertence ao anel que contem
a funcdo éer da ligacdo entre as unidades. Os sinais em 2,46 e 2,41 foram atribuidos aos
grupos acetoxilas ligados nos carbonos 5" e 5 com base nos NOE observados nos hidrogénios
H-6"(6,78, s) e H-6 (6,59, d, 2,4 Hz), respectivamente. O outro sinal de grupo metoxila [dn
3,93) correspondente ao MeO-7" cuja atribuicéo foi confirmada com o NOE no H-6" (6,78, S).

Apbs as atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios, foi fécil atribuir
todos os deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos (CH) e metoxilicos (OCHs) da
molécula, através da interpretacdo dos espectros de RMN *%C 1D (APT) e de RMN 2D
[*Hx®C-COSY (*X1)]. O espectro (Figura 1.4.26, pag. 59) revela modificacBes significativas
nos deslocamento dos atomos de carbonos metinicos e quaternarios com substit uinte acetoxila
no lugar do grupo hidroxila (Tabela 1.4.2, pag. 39). Os carbonos ipso sdo fortemente
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protegidos, sofrendo mudanga no deslocamento quimico para campo mais baixo em relagdo ao
fenol original, devido a blindagem desses carbonos pelos efeitos g exercidos pelo domo de
oxigénio carbonilico e pelo grupamento metila do grupo acetoxila (Tabela1.4.2, pég. 39). Pelo
contrério, os carbonos das posicbes orto e para sdo fortemente desprotegidos, sofrem
mudanga de deslocamento quimico para campo mais alto em relacdo ao fenol original, devido
a atenuacdo da capacidade de blindagem resultante do efeito mesomeérico, doador de elétrons,
do &omo de oxigénio nessas posicdes. A mudanca de deslocamento para os carbonos ipso 5,
5", 4" (Ddc=-11,6,-8,7 e-8,7 ppm, respectivamente), nos carbonos orto 10, 10", 6, 6", 3"’ e
5" (Ddc= +6,67, +7,21, +9,88, +8,58 e +6,39, respectivamente) e nos carbonos para 8, 87, 1’
(Ddc= +6,3, +4,9 e +6,63, respectivamente) pode ser observada na Tabelal.4.2, pag. 39.

O espectros de massas de ata EMAR-IES (Figura 1.4.27, pég. 60) e baixa EMBR-IES
(Figura 1.4.28a1.4.28e, pag. 61-63) resolucdo foram realizados com ionizacdo elétron spray
sendo a amostra dispersa em solucdo contendo &cido férmico, metanol e &gua. O espectro
EMAR-IES apresentou o sinal em mvz 693.1554 [M" + H, 70% (calculado 693.1608)] para
CagH2g043, confirmando a proposta estrutural para o derivado acetilado 4. Os espectros
MS/MS (Figura 1.4.28a, pag. 61) foram realizados no modo de ionizag&o postivo utilizando-
se 20 eV de energia de gas de colisdo argdnio, permitindo detectar os fragmentos de massas da
molécula. O MS/MS do m/z 693 (30%), (Figura |.4.28a, pag. 61) forneceu os picos em m/z:
651 (100%, M™ — H,CCO), 609 (90%, M" — 2x HCCO) e 567 (6%, M" — 3x H,CCO)
justificando a perda dos grupamentos acetilas. O espectro MS/MS (Figural.4.28b, pag. 61) do
ion m/z 443 (100%) revelou picos que com m/z 255 e 283 que permitiu propor para 443 um
“aduto” das espécies: [255 + (HCO2H); + H3COH + H,0]" ou[283 +(HCO,H), + H3COH +
(H20),]", (Esquema 1.4.2, pag. 64). Para o pico m/z 401 (40%), (Figura |.4.26c, pag. 62) o
conjunto de espécies: [359 (326 + H3COH + H) + H,C=CO]" ou [373 (326 + HCO,H + H) +
COJ"; mz 361 (80%) (Figura|.4.28d, pag. 62): [301 (100%) + H4C2O (de HCO2H + HzCOH
- H>0)]" ou [283 (20%) + HCO,H + H3COH]" ou [255 (40%) + HCO,H + H,C,0;]; e para
m/z 301 (95%) (Figura 1.4.28e, pag. 63) o sistema: [255 (100%) + (HCO;H)]" ou [283 (15%)
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+ H,0]". As estruturas ou conjunto de espécies (“adutos”) representantes dos picos registrados
no EMAR-IES (1) e MS/IMS (2) com m/z 693 (2a), 443 (2b), 401 (2c), 361 (2d) e 301 (2€)
estdo contidos no Esquema 1.4.2, pag. 64. Os fragmentos m/z 255, 283, 301 e 326 estdo
representados abaixo:

Os deslocamentos quimicos dos carbonos ndo hidrogenados foram estabel ecidos pelos
espectros de HMBC (Figuras 1.4.29, 1.4.30, pég. 65-66): MeO-7/C-7, 3Jcy [duldc 3,89/163,5);
MeO-7 IC-7", 3Jcn [dulde 3,93/156,1]; HsCCO-4"'/H3CCO-4"", 2Jon [duldc 2,26/168,8];
H3CCO-5/H3CCO-5, 2Jcy [dnfdc 2,41/169,7]; HsCCO-5"H3CCO-5", 2Jcy [du/dc 2,46/169,7];
H-6/C-5, 2Jch [duklc 6,59/150,5]; 2H-2",6"/C-4"", 3Jcy [duldc 7,45/153,2); 2H-3" 5" /C-4"",
2Jen [duldc 7,45/153,2); 2H-2,6/C-4", 3Jcy [duldc 7,82/160,4]; 2H-3 5/C-4', 2Jch [du/dc
7,09/160,4]; 2H-2",6"/1C-2", *Jcp [duldc 7,45/161,5); H-3'/C-2", 2Jcn [duldc 6,54/161,5]; H-
3/C-2, %Jen [duldc 6,52/161,2]; HE'/C-7", “Jcn [duldc 6,78/156,1]; H-8/C-7, 2Jcn [dn/dc
6,84/163,5]; H-6/C-7, >Jcy [0h/dc6,59/163,5] (Tabela |.4.4, pag. 40).

O espectro de NOESY (Figura 1.4.31, pag. 67) confirma a localizacdo das metoxilas
em C-7 e C-7, pelas interacdes espaciais com os hidrogénios H-6 (dy 6,59), H-8 (d 6,84) e
H-6" (dy 6,78), respectivamente, como descrito acima com interpretacdo dos experimentos
com NOEDIFF.

¢) Lanaroflavona per metilada (Derivado 3)
O tratamento de 2 (7,7 - O-dimetillanaroflavona) com sulfato de metila formou o

derivado permetilado 3, que apresenta cinco metoxilas, sendo trés delas obtidas pela
incorporacdo de grupos metilas nas hidroxilas fendlicas.
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O ponto de fusdo do derivado 3 (PF. 265°C) e os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios sdo semelhantes aos apresentados na literatura (DORA & EDWARDS, 1991). A
andlise dos espectros deste derivado (Figura 1.4.32-1.4.39, pag. 68-75) permitiu o completo
assinalamento de deslocamento quimico de carbono-13 que ndo se encontrava na literatura.

Os espectros de RMN de *H (1D e 2D 'H-'H-COSY) (Figura 1.4.32, pég. 68, Figura
1.4.33, pag. 69 e Tabela 1.4.2, pag. 39) mostram sinais para os aomos de hidrogénio H3',5’
(dw 7,08, d, J=8,8), H-2',6' (&4 7,84, d, J=8,8), H-3"",5"" (dy 6,83, d, J=8,76), H-2"",6"" (7,45,
d, J=8,76), atribuidos aos dois sistemas AA’'BB’ (anéisB e B"’"), H6 (6,37, d, J=2,2) e H-8
(dq 6,54, d, J=2,2) parao anel A e H-6" (6,54, s) do anel A” e dois singletos dos hidrogénios
H-3 (dy 6,60) e H-3" (dy 6,57). Além destes sinais estdo presente os sinais correspondentes
aos deslocamentos quimicos dos grupos metoxilicos em 3,78 (3H,s), 3,89 (3H.s), 3,95 (3H,9),
3,97 (38H,s) € 4,05 ppm (3H,9).

OCHj

Os espectros de RMN *3C (APT) deste derivado (3, Figural.4.34 e 1.4.35, pag. 70-71),

quando comparados com os da substancia natura 2, permitem observar que ndo gerou
modificacOes significativas nos deslocamentos quimicos nos carbonos ipso que sustentam as
metoxilas, fato que pode ser explicado pela variagdo no uso de solventes na obtencdo dos
espectros de RMN *3C, podendo haver um deslocamento para campo mais ato de d: 0,5 ppm
pela substitui¢do de CDCl; por DM SO-Dg (AGRAWAL, 1989). Nos carbonosorto 6, 67, 3" e
5" ocorreu, como esperado, uma protecéo (Dd= -1,92, -3,84 e — 1,56 respectivamente), ja
nos carbonos 10, 10" ndo houve protecdo. Os sinais das metoxilas sdo de d¢ 55,42, 55,74,
56,44, 56,53 € 56,68 ppm (Tabelal.4.2, pag. 39).

O espectro de HMQC (Figura 1.4.36, pag. 72) permitiu estabelecer as correlagdes
diretas (*Jcn): OCHs-7 [dpfdc 3,89/55,74], OCHs-7"[dn/dc 4,05/56,68], OCHs-5 [dn/dc
3,97/56,44], OCHz-5" [du/dc 3,95/55,53] e OCHs-4"" [du/dc 3,78/55,42] para as metoxilas, e
CH-6 [dn/dc 6,54/92,46], CH-8 [dn/dc 6,44/92,83], CH-3 [dw/dc 6,57/108,1], CH-3 [dn/dc
6,60/107,1]. As interagdes entre os CHs das metoxilas e os carbonos quaternérios oxigenados,

gue sustentam estes grupos, foram observadas através do espectro bidimensional de correlagao
heteronuclear (*Hx *C-COSY, 23Jc4, HMBC: Figuras1.4.37 , 1.4.38 e 1.4.39, pég. 73-75) que
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mostram sinais de acoplamento a longa distancia. Neste caso 0 acoplamento através de trés
ligagBes GJcy) como: du/dc 3,89/164,0, MeO-7/C-7; dw/dc 4,05/157,9, MeO-7 /C-7"; du/dc
3,95/160,9, MeO-5/C-5; du/dc 3,97/156,3, MeO-5"/C-5"; duldc 3,78/162,3, MeO-4""/C-4"".
Outras correlagdes foram observadas permitindo confirmar as atribui¢des dos deslocamentos
quimicos dos carbonos ndo hidrogenados, G-10, 10", 1, 17, 4, 4, 2 e 2": H-6/C-10, 3Jc
[dudc 6,37/109,2); H-6"/C-10", 3Jon [di/dc 6,54/109,16]; 2H-3"",5"'/C-1"", 3Jcn [du/dc
6,83/123,23]; 2H-3 5/C-1', 3Jon [duldc 7,08/12559]; 2H-2",6 /C-4", 3Jon [du/dc
7,45/162,3]; 2H-2 6 /C-4’, 3Jcy [dn/dc 7,84/160,3]; H3'/C-2", %Iy [dn/dc 6,57/160,7]; 2H
2 ,6/C-2, 3o [du/dc 7,84/160,78] (Tabelal.4.4, pég. 40).
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Tabelal.4.2. Dados de RMN 1H (400 MHz), e 13C (100 MHz) da substancia 2 (D3CSOCDs) e
dos derivados metilado 3 e acetilado 4 (CDCJ).

2 3 4

C dc dy(mult, Hz)® & dy(mult, Hz)? & oy(mult, Hz)?
2 164,11 - 160,78 - 161,20 -
4 181,90 - 177,87 - 176,11 -
5 162,10 - 160,94 - 150,52 -
7 166,62 - 164,01 - 163,50 -
9 159,10 - 159,83 - 158,80 -
10 104,70 - 109,23 - 111,50 -
1 124,60 - 125,59 - 128,31 -
4 161,71 - 160,30 - 160,40 -
2 164,62 - 160,70 - 161,53 -
4 181,90 - 177,54 - 176,50 -
5 159,20 - 156,30 - 150,50 -
7 158,33 - 157,91 - 156,11 -
g 120,60 - 124,08 - 125,51 -
9 148,22 - 151,39 - 147,20 -
10 104,30 - 109,16 - 111,50 -
1 121,61 - 123,23 - 128,30 -
4" 161,90 - 162,30 - 153,20 -
H3zCCO-4" - - - - 168,84 -
H3CCO-5,5" - - - - 169,67x2 -
CH
3 104,33 6,94 (s) 107,14 6,60 (s) 108,81 6,52 (S)
6 98,05 6,36(d, 2,0) 96,13 6,37 (d, 2,2) 107,90 6,59(d, 2,4)
8 92,77 6,77 (d, 2,0) 92,82 6,54 (d, 2,2) 99,07 6,84 (d, 2,4)
26 128,65 8,06 (d, 8,47) 127,77 7,84 (d, 8,8) 128,01 7,82 (d, 8,8)
35 115,46 7,18(d, 8,47) 115,36 7,08(d, 8,8) 115,61 7,09 (d, 8,8)
3 104,14 6,86 (S) 108,13 6,57 (S) 108,30 6,54 (s)
6 96,30 6,76 (S) 92,46 6,54 (s) 104,90 6,78 (s)
2" 6 128,15 7,51(d, 8,7) 127,50 7,45(d, 8,76) 128,30 7,45 (d,8,8)
35 115,89 6,76 (d, 8,7) 114,33 6,83(d, 8,76) 122,30 7,05 (d,8,8)
CHs
MeO-7 56,05 3,87 (9 55,74 3,89 (s) 55,90 3,89 ()
MeO-7 56,79 3,91 (s) 56,68 4,05 (s) 56,80 3,93(s)
MeO-5 - - 56,44 3,97 (s) -
MeO-5’ - - 56,53 3,95 (s) - -
MeO-4"" - - 55,42 3,78(s) - -
H3CCO,-4"" 5 - - - - 21,10,21,10 2,26(s), 2,41(s)
H3CCO,-5 21,10 2,46(s)
HO-5,5", 4" - 12,87, 12,92, 10,39(s) - - - -

3Espectro 2D-"H-"H-COSY foram usados para a atribuicio dos assinalamentos.
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Tabela |.4.3. Dados espectrométricos de *H{*H}-NOE de 2 em DMSO-Dg e
do derivado acetilado 4 em CDCk.

Irradiacéo NOE
™H du H; dy {%6}
2 4 2 4
AcO-4 - 2,26 3757; 7,05{05}
AcO-5 - 2,41 - 6; 6,59{ 0,5}
AcO-5 - 2,46 ] 6 :6,78{0,2}
MeO-7 3,87 389 | 6;6,36{4,0} 6; 6,59{11,0}
8;6,77{2,0} 8;6,84{ 13,0}
MeO-7 391 393 |6,6,76{5,0} 6 ; 6,78{10,0}
3 - 6,52 i 2,6 ;7,82{20,0}
3 - 6,54 2 .6 ; 7,45{250}

Tabela 1.4.4. Dados de RMNH (400 MHz) e RMN 3C (100 MHZ) 2D de 2 (DMSO-Dg), 3 e

4 (CDCh).
g | HPCHMBC. 13, | HCC-HMBC g | TC | 'HUC-HMBC ey
*Jen
2 3 4
C dc “de *den dc “de *den dc “den *den
7 166,6 CH;O-7 164,0 CH;0-7 163,5 H-6,H-8 CH;0-7
7 158,3 CH;O-7" 1579 CH;O-7" 156,1 H-6" CH;O-7
5 162,1 | OH-5 160,9 CH;0-5 150,5 H-6
5" 159,2 | OH-5" 156,3 CH;O-5 150,5
10 104,8 OH-5 109,2 H-6 111,5
10" 104,3 OH-5 109,1 H-6 111,5
1"’ 121,7 H-3"’,5"" 123,2 H-3"",5"’ 128,3
1’ 124,6 H-3',5 125,6 H-3',5 128,3
8” 120,6 H-6" 124,1 125,5
s 161,9 H-2" 6" 1623 CHOE 1532 [H3 5" |H2' 6
4 161,7 H-2',6' 160,3 H-2',6' 160,4 H-3',5 H-2',6
2" 164,6 H-2"",6"" 160,7 |H-3" 161,5 H-3" H-2"",6"
2 1614 H-2' .6 160,8 H-2',6' 161,2 H-3
9 159,1 151,4 158,8 H-8
HsCCO-4"’ 168,8 H.CCO-4"’
HsCCO-5,5" 169,7 H3CCO-5,5
CH
6 98,05 OH-5 96,1 107,9
6" 96,3 OH-5 92,5 104,9
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Figural.4.9. Espectro de IV do biflavondide 2 (7,7 - O-dimetillanar oflavona) isolado de
O. hexasperma
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Figura 1.4.10. Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSC-Dg) do biflavonoide 2 (7,7 -
O-dimetillanar oflavona).
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Figura |.4.11. Espectro de “H-"H-COSY (200 MHz, DMSO-Dg) do biflavondide
2 (7,7 - O-dimetillanar oflavona).
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Figura 1.4.12. Espectro de RMN **C e APT (100 MHz, DMSO-Ds,) do biflavonéide 2
(7,7 - O-dimetillanar oflavona).
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Figura 1.4.13. Espectro de NOE (200 MHZ, D;CSOCDs) do hiflavondide 2
(7,7 - O-dimetillanar oflavona).
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alta precisao da amostra OFD-7 s/ acetilar (metanol:agua)
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Figura 1.4.14. Espectro de massas de ata resolucdo do biflavondide 2, obtido com
lonizac&o elétron spray (IES) e deteccdo de ions negativos.

Amostra OFD-T s/acetilar (metanol:agua) - msms de 565
OFDTAMSMSERS 48 [1.795) Cm (34.81) TOF MSMS 565.10ES-
0 0302 2

[M-CH3]

550.08

[M-H]

5812

W, M Mole S0
gagp O THAE QBRI pa gy me ¥ gmmasn T s

LR AL A WA L,
Figural.4.15. Espectro de massas de baixa resolucdo (EM/EM) do pico m/z 565

do biflavondide 2, obtido com lonizagéo elétron spray (IES) e detecgéo de ions
negativos.
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Esquema 1.4.1. Mecanismo de fragmentacdo proposto para justificar os picos
resultantes da ionizacdo do nV/z 565 e ions negativos detectados de 2.
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Figural.4.16. Espectro de RMN -2D HMQC (400 MHz, DsCSOCD3), ampliado em 3,7
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Figural.4.17. Espectro de RMN-2D HMBC (400 MHz, D3CSOCD3), ampliado em

3,84,5ppmde2 (7, 7" -O-dimetillanar aflavona).
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Figural.4.18. Espectro de RMN-2D HMBC (400 MHz, D;C SOCDs), ampliado
em 6,3-8,2 ppm de 2 (7, 77 -O-dimetillanar aflavona).
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Figural.4.19. Espectro de RMN-2D HMBC (400 MHz, D3sCSOCD3) ampliado em
12,76-12,98 ppm de 2.
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Figural.4.20. Espectro de RMN-2D HMBC (400 MHz, D3CSOCD5;), ampliado em
12,83-12,96 ppm de2 (7, 7" -O-dimetillanaraflavona).
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Figural.4.21. Espectro de RMN-2D HMBC (400 MHz, D3sCSOCD3), ampliado em

6,1-8,3 ppm de2 (7,7" -O-dimetillanar aflavona).
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9045, 38843, 37940, 3677..5, 34652..0, 33800, 2923..6, 2852..6, 1722.9, LoA0. 7=
1609.2, 19054, 14445, 1372.6,1235.0, 1121.7, 1024,5, 9136, 844, 8=
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Figural.4.22. Espectro de |V de4 (7,7 - O-dimetil-5, 5" 4"’ -triacetillanar oflavona).
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Figura1.4.23. Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCl) do biflavonéide 4 (7,7 - O-
dimetil-5, 5” ,4” '-triacetillanar oflavona).
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Figura 1.4.26. Espectro de RMN *°C (50 MHz) e APT (100MHz) em CDCl; do

biflavondide 4 (7,7 - O-dimetil-5, 5” ,4” '-triacetillanar oflavona).
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Figura 1.4.27. Espectro de massas de alta resolucdo do biflavondide 4, obtido com
lonizacdo elétron spray (IES) e deteccdo de ions positivos.
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Figura 1.4.28a. Espectro de massas de baixa resolucdo MS/MS do pico m/z 693 (2a) do
biflavonoide 4, obtido com lonizagdo elétron spray (IES) e deteccdo de ions positivos.
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Figura 1.4.28b. Espectro de massas de baixa resolucdo MS/MS do pico m'z 443 (2b) do
biflavondide 4, obtido com lonizagdo elétron spray (IES) e detecgéo de ions positivos.
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Figura 1.4.28c. Espectro de massas de baixa resolugdo MS/MS do pico m/z 401 (2c) do
biflavonoide 4, obtido com lonizac&o elétron spray (IES) e detecgdo de ions positivos.

amosira OFD-T acetilada [metanol:agaa) + ac. fonmico - masms de 361
CFDTACMSIESIAY ) 00 7409 Cn {14:34) TOF MSMS 301 3085+
100 302 L]

b
837 nal
[ r) ™l

| ;155

- row e S——
Fa) 280 ] 30 310

M3

w3 it ey e mir

A
0

Figura 1.4.28d. Espectro de massas de baixa resolugdo MS/MS do pico m/z 361 (2d) do
biflavonoide 4, obtido com I onizagéo el étron spray (IES) e deteccdo de ions positivos.
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Figura |.4.28e. Espectro de massas de baixa resolucdo MS/MS do pico nvz 301 (2e) do
biflavondide 4, obtido com lonizacdo elétron spray (IES) e deteccdo de ions positivos.
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4. CS8H28013 (M =692 U) m'z 283 (15)
EMAR-IES(1) EM BR-IESEM/EM (2)
(HyCOH:H,0)+HCO,H (HoCOH:H,0)+HCO,H
- 693 (M + 1, 70 %) { H,CCO H,CC0
H,C00 693 (30 %) —Z > 651 (100 %) —L > 609 (90 %)
651[(10 %) H,0C0

567 (2+ H", 10 %)

L > 44355 —2 5 [255 (250) + (HCO2H)3 + HsCOH + Ho0]™ ou
[283 (20%) + (HCO,H), + HCOH + (H,0),]"
——> 401(40) — £ 350 (35%) (326 + (HsCOH + H= H,C COJ' ou
[373 (25%) (326 + HCO,H + H) + CO|"

2d
——> 361(80) ——> [301(100%) + HyCCO,H (de HCO,H + H3COH - H,0)]*

0u[283 (20%) + HCO,H + H3COH]* ou
[255 (40%) + HCO2H + HaCCOoH]*

|, 30105) — %> [255 (100%) + (HCOAH)]" ou [283 (15%) + HO]"

CH OH
+

m/z301 (%)

Esgquema 1.4.2. Mecanismo de fragmentagdo proposto para justificar 0s picos no
espectro de massas de alta resolucéo com detector de ions positivos [EMAR-IES (1)] e
baixa resolucéo [EMBR-IESMSMS 2 (2a-2e)] do biflavontide 4.

63



ﬂ| 4 |Hc4| I-7 r{‘-b,z | H3cg04| Hi:CO-S o |
ST T e T 4fee o g
e i i 3 “
i M mem WWW kS wW Wil s €
. _ £l =~
- Tl
A6 P
[e
70
H-6" j ‘w
L]
H-8 e
‘\5
<
»l\
H-3"", 5" -
35 — S "
e PH3,5 -
c-4 f
o
&
H-2"', 6" (v ) Lw :
"
3ot @
JBH-2"", 6" J g; . Fe E
c4" T §
| sk
i i
H-2,6 | "1
) o w
09 0P 0T 0 0'051‘ 0oLy i
(swomm S . Ost:uonmmaedsuaed:ix

Figura 1.4.29. Espectro HMBC (400 MHz, CDCs) ampliado na regi&o de 145-180 pp
de4 (7,7 - O-dimetil-5, 5" ,4” "triacetillanar oflavona).



Figura 1.4.30. Espectro HMBC (400 MHz, CDC3) ampliado na regido de 145-180 ppm
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Figura 1.4.32. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCh) do biflavondide 3

(Millions)
0
U

v,

5

| |

7.0 . se a0 e
X : parts per Million : 1H
|
i
b s
H-2 H-2 H-5 H-3
i H-6 H-6' H-5
4 |
t ol ! ! l |
i I ! | !
P $

#
{ 1] &,
] | §)
1 1 I‘I
1 i
l!l. O |

H-6

X 3 i g biliien & KH

(lanar oflavona per metilada).

67



__,I'v'l__ _'_i-\.r’l _F'I II-‘_:!_\_ i —| I8 .
In | Tt
|
- . H6 ey 73y i
I : H-8 — o BE_&
= H3" 5 ()
H-2"",6
4 y'r::\-, " |
= {HIEF i !
1 H-2' 6 ] L
_...i e A S i (e o :'
e ft | \f |
1 g - By r
| e L
—_———— T |
|
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Figura1.4.36. Espectro de RMN-2D HMQC (400 MHz, CDC3) ampliado na regido de 55-
60 ppm de 3 (lanar aflavona per metilada).
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Figural.4.37. Espectro de RMN-2D HMBC (400 MHz, CDC3) ampliado na regido
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d) 77 -O-metilagatisflavona (Substancia 5)

O biflavondide natural 5 € um derivado da agatisflavona 8 (I-6-C-11-8"), com a
presenca de um grupamento metoxila na posicao C-7.

O espectro no 1V da substéncia 5 (Figura 1.4.40, pag 78) revela bandas de absorcéo
para grupo hidroxila (3174 cmi’, estiramento O-H), grupamentos C=0 (1649 cm') de
carbonila conjugada e C=C (1600 cni?, 1504 crmi?, 1444 cmit) de anel aromético. Os espectros
de RMN 'H (1D e 2D) (Figuras 1.4.41, 1.4.42, p4g 79-80) mostram sinais de &omos de
hidrogénios atribuidos a dois sistemas AA’BB’ dos anéisC e C* dy 7,94 (2H, J= 8,54 H2),
7,65 (2H, J= 8,56 Hz), 7,04 (2H, J= 8,54 Hz) e 6,84 (2H, J= 8,56 Hz), quatro singletos
atribuidos a H3, 8, 3" e 6” com dy 6,70, 6,77, 6,65 e 6,56, respectivamente (com integracéo
de 1 H) e uma metoxila (d+ 3,88, s, com integracdo para 1 MeO, 3H). Os sinais em dy 9,15
para hidroxilalivre e dy 13,26 e 13,42 para os dois grupos hidroxilas em ligagéo de hidrogénio
com carbonila. O espectro de *H,'H-COSY com sinais de interacdo de acoplamento entre H-
2,6 (du 7,94) comH-3' .5 (ldH 7,04) eH-2",6'" (dy 7,65) comH-3",5" (dy 6,84).

O espectro de RMN *C (BBD e DEPT, Figura |.4.43, pag 81) da substancia 5 mostra
os valores de deslocamentos dos carbonos metinicos CH-8 (dc 93,8) e CH-6" (dc 95,7), e para
os carbonos quaternarios 6 e 8" dc 103,7 e 100,4 ppm. Os valores dos deslocamentos quimicos
indicam que os carbonos 6 e 8" estdo envolvidos na ligagdo interflavonoidica, a comparacéo
dos deslocamentos quimicos dos carbonos de 5 (Tabela 1.4.6, pag 77) com agatisflavona
(CHARI et al., 1977; AGRAWAL, 1989) e 7’-O metilagatisflavona (MOREIRA, et al., 1999)
confirmam a proposta estrutural de 5.

O grupo metoxila poderia estar localizado em outra posicdo sem causar alteracdo
significativa nos espectros e, assm nao garante a identificacdo entre 5 e 7’-O
metilagatisflavona registrado na literatura. Fezse experimentos de NOEDIFF (Figura |.4.44,
pag. 82) para garantir a posicéo da metoxila.

O espectro de NOE obtido com irradiagdo dupla e subtracdo de espectro permitiu

garantir as vizinhangas entre os nicleos substituintes. Observaram-se NOE em sinais que ndo
foram identificados anteriormente (MOREIRA, et al., 1999). A figura |.4.44, pag. 82 mostra
que irradiacdo na frequéncia da metoxila (dy 3,88, s) gerou NOE (11%) no sinal de H-6" (dy
6,56). Irradiacdo na frequéncia de absor¢éo de H6” (du 6,56) gerou NOE (15%) no sinal de
MeO-7" (dy 3,88, 9 eno sinal de HO-5" (dy 13,26, S). Esses dados asseguram que a metoxila
esta préxima do singleto em dy 6,56 e este vizinho do hidrogénio em ligacdo de hidrogénio dy
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13,26. A confirmag&o dos deslocamentos quimicos dos singletos 3, 3", 8 edos dubletos 2',6' e
2", 6" foi feita através dos dados revelados no espectro de NOE com irradiagdes nos sinais
simples (Figura 1.4.44, pag. 82; Tabela 1.4.5). A auséncia de NOE quando irradiouse na
freqliéncia do singleto H8 (dy 6,77) comprovou que ndo se encontra proximo a metoxila. A
Tabela 1.4.6 mostra a completa atribuicdo dos dados de 5 e comparacdo com os derivados 6 e

7.
Tabela 1.4.5. Dados espectrais de *H{*H}-NOE diferencia de 5 (7' -O-metilagatisflavona)
em Acetona-Ds.
Irradiacdo NOE
H dH H:; dH {%}
MeO-7 3,88 6";6,56 {11,0}
6 6,56 MeO-7";3,88 { 15,0}
HO-5":13,26 { 2,0}
3 665 | 2°.6°.7.65{27.0)
3 6,70 2',6';7,94 {24,0}
8 6,77 .

O biflavonéide 7"-O-metilagatisflavona 5 j& foi isolado no estudo anterior de O.
hexasperma coletada no cerrado da Amazonia (MOREIRA, et al., 1999). Este trabalho
confirma a abundancia desta biflavona nessa espécie ( 0,24% P/p das folhas) e fornece mais
material para a preparagdo do derivado 7 (tetrametil-diacetil agatisflavona) que estd sendo

registrado pela primeira vez na literatura.
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Tabela |.4.6. Dados de RMN1H (200 MHz, CDCk) e 13C (50 MHz, CDCk) das substancias
5 (DsCCOCDs ,*H e DsCSOCD;,°C), 6 (D;sCCOCDs,'H e MOREIRA et al., 1999, 1*C) e 7

(CDCh).
5 6 7
C dc o4 (mult, Hz) ac dy (mult, Hz) dc o4 (mult, Hz
(MOREIRA
et al., 1999)
2 164,07 - 163,96 - 162,30 -
4 182,57 - 182,85 - 176,50 -
5 159,77 - 159,41 - 155,71 -
6 103,19 105,50 111,22
7 161,77 - 163,54 - 161,80 -
9 157,04 - 157,78 - 158,80 -
10 103,70 - 104,41 - 111,20 -
1 121,53 - 123,27 - 123,70 -
4 161,47 - 162,63 - 162,22 -
2 164,22 - 163,96 - 161,31 -
4 182,11 - 182,40 - 176,91 -
5 162,80 - 162,33 - 150,90 -
7 163,59 - 163,36 - 161,01 -
8 100,49 - 98,08 - 107,10 -
9 154,16 - 154,47 - 158,80 -
10 104,40 - 105,17 - 110,90 -
1 121,53 - 123,57 - 123,71 -
4 161,47 - 162,33 - 162,20 -
H3CCO-5 - - - 168,70 -
H3CCO-5' - - - 169,61 -
CH
3 103,22 6,70 (s) 104,42 6,81 (s) 107,40 6,60 (5)
8 93,76 6,77 (S) 89,96 6,99 (s) 97,01 7,01 (s)
26 129,04 7,94(d, 8,54) 127,98 8,11 (d, 8,54) 127,82 7,89 (d, 8,8)
35 116,26 7,04(d, 8,54) 114,49 7,16 (d, 8,5) 114,51 7,05 (d, 8,8)
3 103,20 6,65 (s) 103,53 6,69 (s) 106,40 6,57 ()
6 95,70 6,56 (S) 95,47 6,57 (S) 103,70 6,73 (3)
26 128,48 7,65(d, 8,56) 127,73 7,69 (d, 8,5) 127,80 7,44 (d, 8,8)
35 116,26 6,84(d, 8,56) 114,36 6,94 (d, 8,5) 114,50 6,84 (dl, 8,8)
CHs
MeO-7 56,67 3,88 (s) 56,25 3,87 (9 56,30 3,84 (s)
MeO-4' - - 55,47 392 (9 56,30 3,91 (s)
MeO-4"’ - - 56,38 3,79 (9) 55,40 3,78 (s)
MeO-7 - - 56,16 387 (9 55,50 3,81 (s)
HO<4' 47 7 - 9,27(s) - - - -
HO-5,5" - 13,42, 13,26 (9) - 13,24, 13,27 (9) - -
H5CCO-5 - - - - 21,20 2,49 (s)
H,CCO-5' - - - - 20,90 2,14 ()

"Os valores podem ser trocados.
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370.56,905.0,454. 1=
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Figural.4.40. EspectrodelV do biflavonéide 5 (77 -O-metilagatisflavona).
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Figura |.4.42. Espectro de *H-*H-COSY ampliado (200 MHz, D3CCOCD3) do hiflavondide 5
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e) Tetrametilagatisflavona e tetrametil-diacetil agatisflavona (Derivados 6, 7)

A reacdo de metilagdo de 7™-O-metilagatisflavona com diazometano forneceu o
derivado tetrametilado 6, através da incorporacdo de grupos metilas nas posicdes 7, 4' e 4"". O
ponto de fusdo do derivado 6 (PF: 170 °C) e os dados de RMN *H foram compativeis com
dados da literatura (MOREIRA, et al,, 1999) A mudanca significativa no espectro de RMN *H
de 6, quando comparada com o biflavondide natura 5 (7”-O-metilagatisflavona), foi o
aparecimento de trés sinais de metoxilas.

Os espectros de RMN 'H (1D e 2D 'H-'H-COSY) (Figura 1.4.46, pag. 88; Figura
1.4.47, pé&g. 89) revelam sinais para os &omos de hidrogénios H-3"’,5"" (dy 6,94, d, J=8,5)
acoplando com H2"",6"" (dy 7,69, d, J=8,5) e H-3',5 (dy 7,16, d, J=8,5) acoplando com H
2',6' (dy 8,11, d, J=8,5), correspondentes a dois sistemas AA’BB’. Os hidrogénios H-6",3",3
e 8 estdo representados pelos sinais simples de dy 6,57, dy 6,69, dy 6,81 e dy 6,99,
respectivamente. Os sinais das metoxilas 7, 77, 4 e 4"’ aparecem no espectro em dy 3,79, 2X
3,87 €3,92 ppm. Os sinaisem 13,24 e 13,27 ppm (2 x OH em ligacdo de hidrogénio) confirma
o fraco caréter cido destes fendis. A atribuicdo dos dados de RMN *H e *C (MOREIRA, et
al,, 1999) desse derivado esta relacionado na Tabela 1.4.6, pag. 77. Considerando que o
tetrametil diacetil agatisflavona ndo consta na literatura, fezse o tratamento do derivado 6
com anidrido acético e piridina para a incorporacéo de acetilas nas duas hidroxilas em ligagéo
de hidrogénio.

O espectro de RMN *H (Figura 1.4.48, pag. 90) de 7 mostra o desaparecimento dos
sinais dos hidrogénios em ligacdo de hidrogénio em torno de 13 ppm e o aparecimento dos
sinais de duas metilas dos grupos acetoxilas em dy 2,49 e 2,14. Os valores dos deslocamentos
dos hidrogénios 3, 8, 3" e6” em dy 6,60, d 7,01, dy 6,57 e dy 6,73, respectivamente, sofreram
alteracOes devido ao efeito retirador de elétrons das acetoxilas em C-5 e C-5" e diminui¢do da
protecdo que o grupo hidroxila exerce sobre o hidrogénio orto H-6" e paraH-8". Os espectros
obtidos com NOESY e 'Hx*H COSY (Figura 1.4.52, p4g. 94; Figura 1.4.53, pag. 95) e
NOEDIFF (Figura 1.4.50, pag. 92; Figura 1.4.51, pag. 93) permitiram fazer a completa
atribuicéo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de 7 (Tabelal.4.7, pag. 85).

O espectro de RMN C de 7 (Figura1.4.54, pag. 96) foi comparado com o espectro de
13C de 6 contido na literatura (MOREIRA et al,, 1999), revelando diferenca nos
deslocamentos dos &omos de carbonos ipso, orto e para ao grupamento acetoxila, Os
carbonosipso (5 e 5”) séo fortemente protegidos : (?dc = -3,71 e—11,4, respectivamente) pelo
efeito g exercido pelo &omo de oxigénio carbonilico e pelo grupamento metila do grupo
acetoxila. Como esperado, os carbonos orto e para estdo fortemente desprotegidos, pela
atenuacdo da capacidade de blindagem que o &omo de oxigénio da hidroxila exerce sobre
esses carbonos. A mudanga nos deslocamentos dos carbonos orto 6, 10, 6" e 10" (?dc =
+5,51, +6,79, +8,23 e +5,73 respectivamente), e os carbonos para (8 e 8", ?dc = +7,04 e
+9,02 respectivamente) ao grupo acetoxila confirmam estes efeitos. O aparecimento dos sinais
das carbonilas e das metilas dos grupamentos acetoxilas em d¢ 169,7, 168,7, 20,9 e 21,3 ea
alteracBo dos deslocamentos quimicos das carbonilas (dc 176,5 e 176,9) confirmam a
acetilacdo da tetrametil agatisflavona 6 e a estrutura proposta. A tabela 1.4.6 apresenta os
deslocamentos quimicos de 'H e **C deste derivado.

Os espectros de HMQC (Figuras 1.4.55, pag. 97 e 1.4.56, pag. 98) permitiram
estabel ecer as correlages diretas (*Jcn) € 0s deslocamentos dos carbonos néo hidrogenados do
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derivado 7 foram estabelecidos pelos espectros de HMBC através (>3Jen) (Figuras 1.4.57,
pag. 99 e 1.4.58, pag. 100), tabela 1.4.7, pag. 85.

Os sinais de interagbes espaciais detectados no espectro NOESY (Figura 1.4.53, pag.
95) permitiu confirmar as localizacOes e os respectivos deslocamentos quimicos. MeO-4' com
interacdo espacial com H-3',5 (dn 7,05), MeO-4"" com interagdo espacial com H-3",5"" (dn
6,84), MeO-7 com interagcdo espacial com H-8 (dy 7,01) e MeO-7", pela interacdo espacia
com H-6" (dy 6,73) (Tabelal.4.6, pag. 77; Figural.4.52-53, pag. 94-95).

As feigdes dos sinais dos hidrogénios H2",6"" e H3C-CO-5 apresentam diferencas
dos demais. Esta deformacéo dos sinais pode ser justificada pela organizagdo conformacional
da molécula permitindo aproximacdes entre Ac5 e 0 anel B’ da outra unidade. Isto gera
interacOes anisotropicas entre unidades de H alternando o ambiente quimico das mesmas, e
assim gerando deformacfes nos sinais. Foram feitos calculos de modelagem molecular e
verificouse que o conférmero de menor energia permite estas interagdes (Esquema 1.4.3-4,
pag. 86-87).

Tabela |.4.7. Dados de RMN'H (400 MHz) e RMN **C (100 MHz) 1D e 2D de 7 (CDCkh).

AMQC- (Jcr) AMBC | AMBC NOE
d (mult, (‘) ("Jch)

CH dc H2)
3 107,4 |6,60(s) C-2,C4 C-10,C-1 H-2' .6’
3 1064 |6,57(9) c-27C-4" |C-10",C-1'" |H-2"",6'""
6’ 103,7 |6,73(9) C-5C-8" |C-10",C-8" | H3C-O-7"
8 97,0 7,01(s) C-9 C-10 HsC-O-7
26° 127,77 17,89(d, 88 |C-3.)5 cC-4 H-3',5% H-3
2" 6" 1278 |7,44(d, 8,8) c-4" H-3”,5": H-3
3,52 1145 |7,05(d, 8,8) |C-4 C-1I H;C-O-4'
37’ 5P 1144 16,84(dl, 8,8) |[C-4" c-1 HzC-O-4'"
Hz;CO/ H3CCO
FCOZ 564  [391(9 7 A3 5
HsCO-4" 56,3 3,78(9) c-4"” H-3'",5"
H:CO-7 554 |3.81(3) c7 H-8
FCO-7 553 [3.84(3) T A6
HsCCO-5 20,9 2,14 (d) -CO0-5
H;CCO-5 168,7 |-
H,CCO5 21,2 [240(5 COO5 H-6"
H;CCO-5" 1696 |-

2e” sinais de acoplamento observados no espectro *H x *H-COSY .
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Esquema |.4.3. Obtencdo do novo derivado da 7'- O-netilagatisflavora e conformag@o de menor energiade 7.
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Esquemal.4.4. Modelo MOPAC do derivado novo tetrametil- diacetil-agatisflavona (7).
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Figural.4.49. Espectrode RMN *H ampliado (400 MHz, CDCk) do biflavondide 7 (tetrametil

diacetil agatisflavona).
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Figural.4.56. Espectro de RMN-2D HMQC ampliado (400 MHz, CDCk) do biflavonéide 7
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f) Agatisflavona (Substancia 8)

O espectro no 1V de 8 (Figura 1.4.59, pag 102) evidéncia bandas de absorcéo em 3425
cm?! (estiramento O-H), 1651 cm' (estiramento de carbonila conjugada) e 1605 cni
(estiramento C=C de anel aromético) e 1367 cni* (estiramento C-O).

O espectro de RMN H (Figura 1.4.60, pag 103) possui sinais tipicos de biflavondide,
sinaisde dois sistemas AA’BB’ {(dy 7,88 (2H, J= 7,9 Hz), 7,56 (2H, J= 7,9 Hz), 6,93 (2H, J=
7,9 Hz) 6,72 (2H, J= 7,9 Hz)}, quatro singletos em dy 6,38, 6,57, 6,62 (2x), atribuidos aos
hidrogénios H-6", 8, 3 e 3". Os sinais de hidroxilas fendlicas livres (OH-4' 4"’ 7 e 7") eem
ligac&o de hidrogénio com carbonila (OH-5 e 5”) ndo foram observados neste espectro porque
foi usado MetanolD, como solvente. O sinal dedc-0(183,74 e 184,26) verificado no espectro
de 2C estdo compativeis com as carbonilas em ligagéo de hidrogénio.

O espectro de RMN *3C (BBD e DEPT, Figura |.4.61, pag 104) mostra os valores de
deslocamentos dos carbonos metinicos em dc 95,9, 101,06, 103,1 e 103,5 que séo compativeis
com os carbonos 8, 6, 3 e 3", respectivamente. A multiplicidade dos sinais dos hidrogénios 8 e
6" e 0 nimero de sinais CH arométicos compativeis com o anel A de flavondides com
oxidages biossintéticas. Sendo assim, os carbonos 6 e 8" estdo envolvidos na ligag&o entre as
unidades de flavonas. A comparacdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos da
agatisflavona registrados na literatura (CHARI et al., 1977, AGRAWAL, 1989) e 7"-O-
metilagatisflavona (MOREIRA, et al., 1999) confirmam a propostada5,7,4 -triidroxiflavona
(6- >8’)-5",7",4"" -triidroxiflavona para 8. A Tabela 1.4.8, padg 105 evidencia as atribuicdes
dos deslocamentos quimicos de *3C e *H. A agatisflavona foi isolada anteriormente de Agathis
spp. € Rhus spp. (BUCKINGHAM, et al., 1994), Agathis alba (MASHIMA, et al., 1970),
Rhus succedanea (MEEI & CHEN, 1974) e esta sendo registrado pela primeira vez em
Ouratea.
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Figural.4.59. Espectro de infravermelho do biflavondide 8 (agatisflavona).
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Figura 1.4.60. Espectro de RMN *H (200 MHz, Metano-D,s) do biflavonéide 8
(agatisflavona).
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Figura|.4.61. Espectro de RMN °C e DEPT 90 e 135° (50 MHz, Metanok D) do

biflavondide 8 (agatisflavona).



Tabela |.4.8. Dados de RMN1H (200 MHz) e 13C (50 MHz) em Metanol D, (AGRAWAL,
1989) dasubstancia 8 (agatisflavona).

C ac dc o4 (mult, Hz)
(Metanol- Dy) | (literatura-
DM SO-Dg)

2 167,5 164,1 -
4 184,3 182,3 -
5 162,5 160,0 -
6 103,1 103,6 -
7 165,9 162,9 -
9 160,9 157,0 -
10 103,5 103,8 -
1 1234 121,5 -
4 162,7 161,3 -
2 166,3 163,9 -
4 183,7 182,0 -
5 162,5 160,9 -
7 166,3 162,7 -
8 101,1 994 -
9 159,0 155,1 -
10 1035 104,0 -
1 1214 121,7 -
4 162,5 161,2 -
CH

3 103,1 103,1 6,62 (S)

8 95,9 93,7 6,57 (S)
26 129,6 128,6 7,88(d, 7,9)
35 117,2 116,2 6,93(d, 7,9)

3 103,5 102,8 6,62 (s)

6 101,1 98,9 6,38 (s)

2 6 129,6 128,2 7,56(d, 7,9)

35 117,2 116,2 6,72(d, 7,9)
HO5,5" - - -
HO-7,7" 4 4" - - -
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1.4.4. 2" -O-b -D-glicopiranosil-8-C-b -D-glicopiranosil luteolina (Substancia 9)

O espectro de RMN*H da substancia 9 (Figura 1.4.62, pag. 108; Figura |.4.63, pég.
109) apresenta sinais caracteristicos de um flavondide glicosilado, pelo aparecimento de sinais
na regido aromética, juntamente com hidrogénios na regido de 35 ppm das unidades de
carboidrato. O anel A de 9 mostra um singleto em d 6,22 (s) referente a H-6. O sinad em dy
13,10 é atribuido a HO-5 em ligacdo de hidrogénio com a carbonila G4. O anel B do
flavondide apresenta um dubleto em dy 7,49 (H-6'; J=7,6 Hz), dubleto largo em dy 6,88 (H-
5) e singleto largo em du 7,44 (H-2). O sinal de absorcdo no espectro de RMN *H
correspondente as duas unidades de agUcar sd0 representados pelos sinais de hidrogénio
ligados em carbonos carbindlicos, sendo o sinal em dy 4,84 (d, 9,52 Hz, H-1") e dy 3,93 (d,
7,72 Hz, H-1"") dos hidrogénios anoméricos das unidades dos aclcares. A andlise nos
espectros de RMN *3C (Figura 1.4.64, pag. 110; Figura 1.4.65, pag. 111) e comparacdo com a
literatura (AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1982), confirma a proposta para um flavonoide
8-C-glicosilado. Pela auséncia de um carbono em torno de 94 ppm para CH-8 e aparecimento
de um C quaternério em 103,7 ppm, desprotegido em (dD 9,5). Realmente o carbono metinico
aromético sofre uma desprotegdo em torno de 9,8 ppm no sinal de absorc¢éo do carbono que
sofre a G glicosilacdo (HARBORNE, 1982). A protecdo foi verificada nos carbonos orto a
posicdo glicosilada, G7 (dD 1,8) e G9 dD 1,6) quando comparados com a luteolina 31
(AGRAWAL, 1989). As duas unidades de aglUcares foram propostas como sendo a b-D-
glicose pelo valor de J=9,52 Hz e J= 7,72 Hz apresentado pelos hidrogénios anoméricos H-1"
e H-1"" e comparagdo com valores da literatura para 2’-O-b-D-glicopiranosil orientina
(AGRAWAL, 1989; MARKHAM, et al., 1984).

Os espectros de HMQC (Figura 1.4.66, pag. 112; Figura |.4.67, pag. 113; Tabela 1.4.9,
pag. 107) permitiram estabelecer as correlacdes diretas {Jcn), destacando-se CH-1" [dyn/dc
4,84/71,6]; CH1" [dudc 3,93/105,2]; CH-3 [dndc 6,67/102,6] e CH-6 [dndc 6,22/98,9] que
foram importantes para descartar a presenca das unidades do agUcar nestas posic¢oes e definir
os hidrogénios anoméricos. A ligacdo entre as duas unidades de glicose (Gli-2"-O-1""-Gli) ea
ligacdo desses no flavondide foram estabelecidas pelos espectros de HMBC (Figura 1.4.68,
pag. 114; Figural.4.69, pag. 115; Figura1.4.70, pég. 116; Tabela1.4.9, pég. 107): H-1"/C-8,
2] [dudc 4,84/103,7]; H1"/C-7, 3J [dudc 4,84/162,9]; H1"/C-9, 3J [dudc 4,84/156,3]; H
1"/C-2",%3 [dudc 4,84/81,9]; H-2"/C-1"", 3 [dndc 4,1/105,2)].
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Tabela|.4.9. Dados de RMN*H (400 MHz) e RMN **C (100 MHz) de 9 em DM SO-Ds.

HO HO
4" m

9
9 9
C "H-C-HMQC-"JcH | "H-"°C-HMBC-"JcH (AGRAWAL,
1989)
dc dy (JH2) “JeH *JeH dc
2 164,0 - H-3 H-6 163,9
4 182,0 - H-3 - 181,8
5 160,7 - - - 160,6
7 162,9 - - H-1 163,5
8 103,7 - H-1" H-6 105,2
9 156,3 - - H-1" 156,0
10 103,8 - - H-3 103,7
T 122,1 - - H-3 121,9
3 145,9 - H-2 - 146,0
4 149,8 - - H-6 150,1
CH
3 102,6 6,67 () : - 102,5
6 98,9 6,22 (S) - - 98,5
2 114,0 7,44 (sl) - H-6' 114,0
5 115,8 6,88 (dI) - - 115,9
6 119,3 7,49 (d,7,6) : H-2 119,3
1 71,6 4,84 (d, 9,52) H-2’ - 71,6
2 81,9 4,1(t,9,0) H-1" - 82,0
3 78,5 3,5 (m) H-2’ H-1" 78,6
4 70,4 2,9-3,1 (m) - - 70,5
5’ 81,2 - - - 81,4
1" 105,2 3,93(d,7,72) - H-2" 103,7
2" 74,4 - - - 744
3" 76,0 - - - 76,3
4" 69,5 2,9-35 (M) - - 69,5
5" 76,5 - - - 76,1
CH,
6 615 3,839(m) : - 615
6"’ 60,5 3,0-34 (m) - - 60,5
HO-5 - 13,1(s) - -
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CAPITULO I
ESTUDO QUIMICO DE Dipladenia martiana
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[1. 1. Introducéo

A familia Apocynacese, atuamente, apresenta 424 géneros e cinco sub-
familias. Rauvolfioideae, Apocynoideae, Periplocoideae, Secamonoideae e
Asclepiadoideae. Apresentamse como arvores, arbustos ou trepadeiras, raramente,
hervas e com latex presente (MIDDLETON, 2002). Do ponto de vista econdmico as
plantas dessa familia sGo atamente venenosas, e muitas sdo utilizadas como
medicinais. Os géneros Catharanthus, Rauvolfia e Srophanthus fornecem
respectivamente, farmacos antileucémicos, anti-hipertensivos e utilizados no
tratamento de ataque cardiaco (JUDD et al., 1999). Ha géneros com importancia
ornamental como: Allamanda, Amsonia, Asclepias, Carissa, Catharanthus Hoya,
Plumeria, Stapelia, Trachelospermum e Vinca (JUDD et al., 1999). Entre as espécies
dos géneros arbdreos destaca se Aspidosper ma, conhecida no Norte como pau pereira
e perobeira, que fornecem excelente madeira avermelhada, como a peroba, que é
utilizada na carpintaria; Hancornia espécies que no Norte da Amazonia sdo conhecidas
como mangaba, e Plumeria, com lindas flores brancas ou roseas, conhecidas como
jasmim-manga. As mais comuns entre as trepadeiras sdo as do género Allamanda, com
flores grandes e amarelas. Entre as espécies de porte baixo com caule erecto e anua
pode-se citar 0 género Mandevilla (= Dipladenia); com diversos representantes
campestres com flores réseas até vermelhas (RIZZINI, 1971).

O género Dipladenia era conhecido antigamente como Mandevilla, € ainda
pouco estudado quimica e farmacologicamente O estudo de Mandevilla velutina
revelou a presenca triterpendides bioativos que agem inibindo a bradicinina na
contracdo do Utero de ratas, e revelou que os constituintes da fracdo hemicelul 6sica da
parede celular sdo predominantemente os aclcares D-Glicose, L-Raminose e D-Xilose
(MARASCHIN et al., 1999). A guimica do género Dipladenia ainda é desconhecida,
e, entretanto resolveuse redizar o estudo fitoquimico dos gahos de Dipladenia
martiana, coletados na Mata Atléantica em Ouro Preto-MG.

O trabaho publicado sobre o estudo quimico desta espécie (CARVALHO et
al., 2001a) descreve o isolamento de triterpenos, flavondides e flavondides
glicosilados. Os flavonodides glicosilados apresentam fungdes como antifingicos,
agindo como fitoalexinas (MCNALLY, et al., 2003) e atividade antioxidante (BALDI,
et al., 1995).

As espécies familia da Apocynaceae apresentam folhas geralmente opostas,
algumas vezes aternadas ou cruzadas. As flores podem ser peguenas ou grandes e
vistosas, geralmente radiais, tipicamente pentdmeras e hermafroditas. Fruto seco
capsular ou indeiscente, ou entdo dois fruticulos (cada um resultante do
desenvolvimento de um carpel0), secos e deiscentes. Sementes aladas (Aspidosperma),
pilosas (Nerium) ou ndo (Allamanda) (JUDD et al., 1999; RIZZINI, 1971).
Distribuicdo geogréfica: A familia Apocynaceae encontra-se difundida nas regides
tropicais e subtropicais, com relativamente poucas espécies em climas temperados
(CRONQUIST, 1981).

Nomes locais. Espécies do género Dipladenia sdo conhecidas vulgarmente como
jaapa-do-campo ou rosa-do-campo (RIZZINI, 1971).
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[1. 2. Substancias isoladas de espécies da familia Apocynaceae
A) Literatura:

Essa familia caracteriza-se como representante das espécies bioprodutoras
acaoides, principamente indolicos, terpendides, diversos tipos de iridéides
(SIDDIQUI & BEGUM, 1999; CRONQUIST, 1981), glicosideos cardiotonicos,
esterdides, agumas vezes glicosideos cianogénicos e raramente saponinas
(CRONQUIST, 1981). O estudo das folhas de Rhazya stricta forneceu flavonoides
glicosilados (robinina e derivados novos de isorhamnetina) (ANDERSEN et al., 1987),
e do extrato da casca do caule de Plumeria rubra foi isolado um flavonol glicosilado
(plumerubrosida). Esses trabalhos demonstram a presenca de flavondides glicosilados
nos extratos polares em espécies de Apocynaceae. O grupo de produtos naturais da
UFRRJ tem estudado espécies dessa familia, como: Himatanthus articulata
(BARRETO et al., 1998), Laseguea erecta, Parahancornia amapa (ALVES, 2003;
CARVALHO et al., 2001b; SOBRINHO et al., 1991).

A Tabela 2 descreve agumas espécies da familia Apocynaceae primeira
coluna e a classe de das substancias isoladas (coluna 2).
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Tabela 2: Alguns constituintes quimicos isolados das espécies de Apocynaceae.

Espécies de Apocynaceae e/ou
parte estudada

Classe das substancias

Referéncias

Laseguea erecta (caule)

cumarina (escopoletina) 59, ligndide
pinoresinol 60 e saponina
digitoxigenina 61

(ALVES, 2003)

Parahancornia amapa (Iaex)

feniletandides 62-65 e ésteres acil-
lupeol 66-69

(ALVES, 2003)

Allamanda catartica,

Himatanthus fallas

iridéides70-71

(ABDEL-KADER et al ., 1997)

Himatanthus articulata

iridoide glicosilado 72

(BARRETOet al ., 1999)

Himatanthus phagedaenicus

iridéide 73

(VELOSOéet al., 1999)

Himatanthus sucuuba

iridéide 74, triterpenos 75-77

(SILVA etal., 1998)

Plumeria rubra triterpeno 78 (AKHTAR & MALIK, 1993)
Plumeria rubra iridoide 79 (KARDONO et al ., 1990)
Thevetia peruviana iridoide 80 (ABEet al., 1995)

Plumeria acutifolia iridoide 81 (ABEet al., 1988)

Plumeria lancifolia

alcaldideinddlico82

(FRANCA et al., 2000)

Parahancornia amapa

ésteres 3b-O-acil lupedis 83-85

(CARVALHOZet al., 2001b)

Parahancornia Amapa

ésteres 30-O-acil lupedis e triterpenos
pentaciclicos 86-89

(SOBRINHO et al ., 1991)

Rhazyastricta

flavondides glicosilados 90-92

(ANDERSEN etal., 1987)

Plumeriarubra

flavan-3-ol glicosilado 93

(KARDONO &t al ., 1990)
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64: R=H
65: R=glicose

R=H
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R 70 R=H, R;=CHs
o M 71: R=CHy, Ri=H
OH OH O
69: R= M
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75: R=cinamoil

COOCH,
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77: R=CH3COO
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83: R1=R,=H
84: R1=0OH, Ro=H
85: R, R,=OH

RO
@ ¢
ORy

OH O

90: Ry= Ram(1—6) Gdl., R, =Ram, Rs=H
91: R =Ram(1—»6) Gal., R, = Ram,, R3=OMe
92 Ram.(1—>2)\

Rl—Ram(l_>6)/Gal-, R, =H, Rs =OMe

86: R=R;= H, R,=CHj
87: R=Ac, R1=H, R=CH3
88. R= RZZH, R1:CH3
89: R=Ac, R1=CH3, R>=H
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B) Substancias isoladas de Dipladenia martiana:




Derivados obtidos atr avés deste tr abalho:

AcO AcO
AcO\a

ON\_OCHz
18
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[1.3. Parte experimental

[1-3.1. Materia vegetd:

Os gahos Dipladenia martiana foram coletados em Comarinho, Minas Gerais.
Uma exsicata desta espécie (N° 422) esta depositada no herbario José Badini, Instituto
de Ciéncias Exatas e Biolégicas, Universidade Federal de Ouro Preto, Minas Gerais,
Brasil.

[1-3.2. Isolamento e purificagdo dos constituintes:

O materia seco e pulverizado (303,3 g) foi submetido & maceragéo,
sucessivamente com hexano e metanol a temperatura ambiente. As solucdes extrativas
foram concentradas em rotavapor a 40°C sob pressdo reduzida, fornecendo o extrato
metandlico DGM (34,0 g) e o extrato hexadnico DGH (3,0 g). Esses extratos foram
analisados por TLC. 4,6 g de DGM foi submetido a coluna gel de silica (A), eluidos
com mistura de solventes CHCl; e MeOH, com aumento gradual de polaridade
CHCI3/MeOH (9:1) até metanol/agua (9:1), Esquema 1.1, pag. 131. Foram coletadas
56 fracOes. As fragBes 36 (138,2 mg) foram fracionadas em coluna gel de silica
(Coluna B), com CH,Cl,/MeOH (9:1), e as fragdes 3-5 dessa coluna foram purificados
por cromatografia preparativa usando CHCE/MeOH (9:1) e cristalizagdo em
AcOEt/MeOH (1:1), fornecendo a mistura de trés triterpenos (11 + 13 + 15, 84,6mg).
15,0 mg da fracdo que continha a misturall + 13 + 15, foi metilada com diazometano
e purificada por cromatografia em camada preparativa hexano/AcOEt/acetona (8:1:1).
Desse tratamento obtiveram-se as substancias puras: pomolato de metila 12 (4,2 mg, pf
139 °C) e ursolato de metila 14 (8,1 mg, 229 °C) e uma fragdo contendo mistura
ursolato de metila com oleanato de metila 15a. As fragdes A 9-11 (30,0 mg) foram
cristalizadas com hexano/metanol (:1), fornecendo 3-O-glicopiranosilsitosterol 19
(20,1 mg, pf 303 °C) que, posteriormente foi submetida a acetilagdo com anidrido
acético e piridina, fornecendo o derivado 20 (18,1 mg, pf 170 °C). A fracéo A-18 (80,0
mg, da coluna A), foi filtrada em coluna de Sephadex LH-20 usando CHCkL/MeOH
(9:1) e em coluna gel de silica (coluna C), com MeOH/ CHCk (8:2). Dafragdo 2-9 foi
isolada a epicatequina 1 (pastoso, 7,1 mg) e das fragcdes C-10-15 isolou-se uma mistura
de carboidratos (80 mg). As fragbes A-33-35 foram analisadas com espectros de RMN
13C, e constatou-se a presenca de carboidratos (goma, 300,0 mg). Este materia foi
acetilado com anidrido acético e piridina, e apos a purificacdo identificouse o
quebracitol 17 e sorbitol 16 a partir dos derivado acetilados 18 + 16a (goma, 240,0
mg). 20,0g deDGM foi submetido a particdo com hexano/éter (1:1), AcOEt e butanol.
O extrato hexano/éter OGMHE, 1,59) foi filtrado em Sephadex LH-20, usando
MeOH/ CHCl; (8:2). As fragdes 12-15 e 1821 foram novamente filtradas em
Sephadex e originando e quercetina2l1 (12 mg, 310°C) e canferol 22 (6,2 mg, 276°C),
respectivamente. O extrato AcOEt (DGMACc, 6,1 g) foi cromatografado em coluna gel
de silica, usando mistura de cloroférmio/metanol, com aumento gradual de polaridade
até metanol 100%, e a fragcdo 10 forneceu novamente as substancias 21 e 22. O extrato
butandlico (DGM Bu, 3,76 g) foi filtrado em coluna de XAD-2 com &gua, metanol e
acetato de etila, obtendo 10 fracOes. As fragdes 6-10 foram filtradas em Sephadex LH-
20 com CHCkL:MeOH (8:2) e analisadas em CCDA e RMN e constatou-se a mistura
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de flavondides glicosilados. Este materia foi fracionado em CLAE usando coluna C-
18, com MeOH:H,0 (6:4), fluxo de 1.0 mL/min. Deste fracionamento obteve-se 7-O-
b-D-glicopiranosilquercetina com 7-0O-b-D-galactopiranosilquercetina 24+25 (10,6
mg) e a 3-O-b-D-glicopiranosilcanferol pura @3, 8,0 mg). O extrato DGH foi
cromatografado em coluna gel de silica usando CH,Cl, (100%) com metanol até
MeOH (100%). As fragdes 2-16 originaram uma mistura de alcanos e as fracoes 18-25
(60,0 mg) forneceram o lupeol 10 (18 mg).

1) Hexano

Dipladenia martiana
(galho, 303,260)

|

2) M eOH

Y
Bxt. hexanico-DGH

i

Bxt. metandlico-DGM

(30g) (3409) -20 g MeOH:H,0 8:2
-4,6 g CC el desilica(ColunaA) 1) Hec:éer 11
2) ACOEt
-C.C. 3) butanol > (D;g\/gl})
el desilica Y v Y v \ \ !
Fracio3-6 (A) | | Fraggo 9-11(A) | | Fragdo 18(A) Fr.3335(A) DGMHE DGMBuU
(1382 mg) (30,0mg) (80,0mg) (3000 mg) 159) Y (3769)
i - - DGMAC
y -Crist. Sephadex LH-20 1) Aceti 1) XAD-2
. ) . 61
$ cC.el Hex/M eOH (1:1) |-C.C. el desilica Ac,OlPy o ( _Cg:)c 2) CLAE-CI8
- = ?g;mg; 19 (20,1 mg) 2) Seph. LH-20 LH-20 gd desilica v
. ' -Acttil.
216 v AGOPY 18+16a v 2+22  [F.68 [F.o
(600mg (2400 mg)
20 (18,1 mg) 1(71mg + l
v misturade Fr. Fr.
Fr.35 carboidrat os 12-15 18-21 24+ 25 23
misturade 1) CCD-Prep. l i dosma  (Bomg
dcanos 10 2) Crist.
(18mg) ACOEt/M eOH (1:1) 21 22
, (12,0mg) (6.2mg)

11 + 13 + 15 (84,6 mg)

-Metilacdo (15 mg)

'

'

12@42mg 14@B81lmg 14+ 15a

Esgquema |1.1- Marcha para o isolamento das substéncias dos galhos de Dipladenia
martiana.
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[1-4. Deter minagdo estrutural dos constituintesisolados de D. martiana

[1-4.1. Triterpenos

11-4.1.1. Acido pomolico (11), &acido ursolico (13), acido oleandlico (15) os
derivados pomolato de metila (12), ursolato de metila (14) e oleanato de metila
(15a)

As estruturas dos triterpenos pentaciclicos, &cido pomdlico 11, ursdlico 13 e
oleandlico 15 foram determinados através da andlise dos espectros de RMN de *H e
13C e comparagdo com dados da literatura (Tabela 11.4.1, pag. 134) (MAHATO &
KUNDU, 1994; OHTANI et al., 1990). O espectros de RMN*H (Figura 11.4.1; Figura
11.4.2; Figurall.4.3; Figuras I1.4.4, p4g. 136-138) mostram sinais de metilas entre dy
0,8 e 1,5 caracteristicos de triterpenos; sinais hidrogénios ligados a dupla ligagdo, H-12
comdy 5,35, (11), 5,20 (13), 5,28 (15) e o sinal do hidrogénio do carbono carbindlico
oxigenado, dy 3,23 (dd, J= 10,8; 4,8 Hz) de 11, 13 e 15. O sina do hidrogénio do
carbono metinico (H-18) permitiu identificar os trés componentes da mistura dy: 2,09
(d, = 10,8 Hz) de 13, 2,35 (5) de 11 e 2,86 (dd) representando o H 18 de 15 (Figura
11.4.1, pdg 136). O espectro de RMN *C (PND e DEPT, péag. 139-142) apresenta
sinais correspondentes com a presenca de trés triterpenos. As comparagdes dos dados
espectrométricos do acido pomdlico, ursdlico e oleandlico com dados da literatura
(MAHATO & KUNDU, 1994; Tabelall.4.1, pag. 134) demonstram que além sinais de
CHs, CH, protegidos que podem ser distribuidos para cada componente, pode se
destacar os sinais que sdo caracteristicos de cada componente. Com o objetivo de
confirmar os componentes da mistura, fezse os derivados metilados através da reacéo
com diazometano. No espectro de RMN 3C e DEPT do derivado 12 (Figura 11.4.5,
pag. 139) o sinal do carbono oxigenado C-19 é d¢ 73,2, enquanto que em 14 e 15a
(Figuras11.4.6-7, p&g. 140-141) o sinad do CH-19 ocorre em dc 39,03, essa diferenca
de deslocamento quimico se deve pela presenca da hidroxila desprotegendo por efeito
indutivo o0 C-19em 12. O Esguema ll.4.1, pag. 133 mostra os deslocamentos quimicos
dos C-12, C-13 e G18 com dc 127,4, 1404 e 54,5 para 11, dc 129,0, 140,4 e 52,8
para 13 e dc 124,3, 145,7 e 46,7 para 15, respectivamente. Os dados revelam que a
presenca da metila em G19 provoca um efeito protetor no carbono C-13 da ligacéo
dupla, e no hidrogénio H-18, nos derivados 12 e 14. A presenca do grupamento acido
no C-17 em 11, 13 e 15 foi confirmado pelos sinais em 51,6 ppm (metila) e dc 178,3
(carbonila) dos derivados 12, 14 e 15a.
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Acido pomdlico o .
Acido ursdlico

Esquema I1.4.1: Comparagdo entre dados espectrométricos de 11, 13 e 15
(MAHATO & KUNDU, 1994).

Os espectros de HMQC estabelecem as correlacbes através de uma ligacdo
(Xch) (Figuras 11.4.10-13, pég.143-146) e HMBC os detectar acoplamentos de duas
(CIch) etrés (dcn) ligagBes (Figuras 11.4.14-17, pag.147-150), Tabela 11.4.2., pag. 135.
O éster de metila 12 possui 0s seguintes acoplamentos: *Jg: CH-18 [dyn/dc 2,60/52,3];
2Jen: H-18/C-17 [dn/dc 2,60/47,8]; H18/C-19 [dn/dc 2,60/73,2]; H18/C-13 [dw/dc
2,60/138,0]; 3Jcy: H-18/CH-12 [dn/dc2,60/129,2); H-18/CHs-30 [dw/dc 2,60/27,4]; H-
18/CH-20 [dw/dc 2,60/41,0]; H-18/C-28 [dwdc 2,60/178,3]; H-24/CH-3 [du/dc
0,8/80,2]; H23/CH-3 [dx/dc1,0/80,2] (Tabelall.4.2, pag.135). Esses dados indicam a
localizagdo do grupo hidroxilaem C-19. A comparacdo dos dados do deslocamento de
13C de 12, 14 e 15 com valores da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; OHTANI,
et al., 1990) e os pontos de fusdo de 14 [Pf: 229°C, liter. 230°C (BUCKINGNAM,
1994)] e 12 [Pf: 130°C, liter. 130-131°C (POUCHERT & BEHNKE, 1993)]
confirmam as estruturas propostas. Os dados de 3C do pomolato de metila foram
registrados pela primeira vez na literatura (CARVALHO, et al., 2001b).

O espectro de massas (Figura 11.4.18, pag.151) apresenta os valores de picos
Mz 472 [M""], CagHagO4 para o &cido pomdlico (11) e mvz 456 [M "], CaoHagO3 para os
&cidos ursdlico (L3) e oleandlico (15). O mecanismo de fragmentacdo proposto para
justificar os principais picos no espectro de massas dos triterpenos esta presente no
Esgquemalll.4.2, pag. 152.
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Tabela 11.4.1. Dados de RMNIH (400 MHz) e 13C (100 MHz) das substancias 11,13 e 15 e
dos derivados metilados 12, 14 e 15a (CDCl;), comparados com a literatura (MAHATO &
KUNDU, 1994; OHTANI, et al., 1990).

11:
12:
13:
14:
15:

R=0OH, R{=Ry=H, R,=CHj,
R=OH, R;=H, R;=Rs=CHj
R=R;=R3=H, R,=CH3
R=R;=H, R;=R3=CHj
R=R,=R3=H, R;=CHj

Acido Acido Ursol. de 12 [A] 14 [B] 15a[C]
pomdlico oleandlico metila
Modelo [1] OHTANI, et | (MAHATO
c (MAHAT[O]& ( 2. 1000} ((& et dc /dy  (mult, Hz) dc /d.hz)(mult, (n?ﬁn/d;z)
KUNDU, 1994) 1994) '
1 38,7 38,6 38,8 38,4 38,8 38,8
2 28,0 24,5 27,3 27,2 28,2 24,2
3 78,2 80,2 78,8 79,1/3,23 79,0/3,23 79,0/3,23
(dd, 10,8; 4,8) (dd, 10,8; 4,8) (dd, 10,8; 4,8)
4 39,3 38,6 38,8 38,7 38,7 38,7
5 55,8 55,6 55,4 55,1/0,74 (d,11,4) 55,2 55,2
6 189 18,3 184 18,4 18,3 18,3
7 33,6 32,1 33,0 32,7 32,9 32,2
8 40,3 40,3 39,6 39,9 39,5 39,5
9 47,7 47,4 47,5 47,2/1,75 (dd) 47,5 47,5
10 37,3 35,4 37,0 36,9 36,9 36,9
11 24,0 24,5 233 23,7/1,97 (m) 23,3 23,3
12 128,1 1243 125,5 129,2/5,35(m) 125,5/ 5,25 (m) 123,9
13 139,9 145,7 138,0 138,0 138,1 144,0
14 42,1 41,5 42,0 41,4 41,9 41,9
15 29,2 26,9 28,2 26,0 27,2 27,2
16 26,6 27,6 24,3 24,5 27,8 27,8
17 48,2 32,3 48,1 47,8 48,1 33,0
18 545 46,7 52,8 53,2/2,6 (s) 52,1/2,00 (d, 10,8) | 47,5/2,72(dd)
19 72,7 40,5 39,1 73,2 39,03 38,2
20 42,3 46,7 38,8 41,0 39,01 45,9
21 27,0 29,3 30,7 29,2 30,5 30,5
22 374 34,8 36,7 37,4 35,63 34,2
23 287 28,4 282 28,1/0,99 (s) 28,1 28,1
24 16,7 17,1 15,5 15,5/0,78 (s) 17,0 17,0
25 15,5 16,5 15,7 15,2/0,91 (s) 15,1 15,1
26 17,1 16,8 16,9 16,2/0,68 (s) 16,9 16,9
27 246 25,8 236 24.2/11,25 (s) 23,6 25,9
28 180,6 182,1 177,7 178,3 178,1 178,1
OCH; - - 51,6/3,6 (s) 51,5/3,6 (9 51,5
29 26,8 28,4 16,9 2741121 154 28,1
d, 6,8)
30 16,4 22,1 21,2 16,1/0,94 (s) 21,2 21,2
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Tabela 11.4.2. Dados de RMN'H (400 MHZz) e RMN®3C (100 MHz) 1D e 2D do

derivado metilado 12 (CDCl).

3¢ IH-BCHMBC-Zen
12

C dc “dcn *dcn
1 38,4 H-25
3 79,1 H-24: H-23
4 [387 H-24; H-23
7 32,7 H-26
8 39,9 H-27
10 36,9 H-25
12 129,2 H-18
13 138,0 H-18
14 414 H-27 H-18; H-12; H-26
16 24,5 H-18
17 47,8 H-18
19 73,2 H-18; H-29 |[H-30
20 41,0 H-18;H-29
21 26,0 H-30
23 28,1 H-3:H-24
24 15,5 H-3;H-23
28 178,3 H-18; H-16
29 27,4 H-18
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Figurall.4.1. Espectro de RMN 'H (400 MHz) em MeOD, da mistura de triterpenos 11
(acido pomalico) , 13 (acido ursolico) e 15 (acido oleandlico).

OBSERVE H1
FREQUENCY 399.851 MHz

SPECTRAL WIDTH 5000.8 Hz
ACQUISITION TIME 3.744 sec
RELAXATION DELAY 1.000 sec
PULSE WIDTH 2.1 usec

AMBIENT TEMPERATURE

NO. REPETITIONS 49

DOUBLE PRECISION ACQUISITION
DATA PROCESSING

FT SIZE 65536

TOTAL ACQUISITION TIME 3 minutes
Dec 19 97

Utrginia Tech STC NMR Facility
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Figurall.4.2. Espectro de RMN *H (400 MHz) em CDCl; do triterpeno 12 (pomolag de

metila).



OBSERVE H1
FREQUENCY 389.951 MHz

SPECTRAL UIDTH 5000.0 Hz
ACQUISITION TIME 3.744 sec
RELAXATION DELAY 1.000 sec
PULSE WIDTH 2.1 usec

AMBIENT TEMPERATURE

NO. REPETITIONS 104

DOUBLE PRECISION ACOUISITION
DATA PROCESSING

FT SIZE 65536

TOTAL ACQUISITION TIME 8 minutes
Dec 19 97

Virginia Toch STC NMR Facility
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Figura I1.4.3. Espectro de RMN *H (400 MHz) em CDCl; da mistura de triterpenos 14 [B]

(ursolato de metila) e 15a [C] (oleanato de metila).
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OBSERVE H1 .

FREQUENCY 399.951 MHz C H3 27

SPECTRAL UIDTH 5000.8 Hz

ACQUISITION TIME 3.744 sec

RELAXATION DELAY 1.800 sec

PULSE WIDTH 2.1 usec

AMBIENT TEMPERATURE

NO. REPETITIONS 40

DOUBLE PRECISION ACQUISITION ,}\)I\

DATA PROCESSING

FT SIZE 65536

TOTAL ACQUISITION TIME 3 minutes

Dec 19 97 ,LQ

UVirginta Tech STC NMR Facility ad
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Figurall.4.4. Espectro de RMN *H ampliado (400 MHz) em CDCl; de 12
(pomolato de metila).
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Figurall.4.6. Espectro de RMN **C (100 MHz) em CDCk 14 (ursolato de metila) e 15a (oleanato
de metila).
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Figurall.4.7. Espectro de DEPT (100 MHz) em CDCl3 de 14 [B] (ursolato de metila) e
15a [C] (oleanato de metila).
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Figurall.4.14. Espectro de HMBC (400 MHz) em CDCl; de 12 (pomolato de metila).
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Esquema l1.4.2. Mecanismo de fragmentac&o proposto para justificar os picos detectados no
espectro de massas de 11 (4c. pomalico), 13 (ac. ursdlico) e 15 (ac. oleandlico).
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[1-4.1.2. Lupeol (Substancia 10)

A andlise do espectro registrado na regido de IV de 10 (Figura 11.4.19, pag.
1532 revela absor<{% caracteristicas de estiramentos de C-H de carbono sp® em 2928
cmt e 2855 cm’, sinais de estiramento de &lcool (3420 cmt), CG-O (1192 cmil)
deformagdo de CH, e estiramento C=C (1460 cm*). O espectro de RMN *H (Figura
11.4.20, pég. 155) mostra os sinais de metilas: dy 1,23, 1,00, 0,95, 0,92, 0,77, 0,74 eum
sinal em oy 1,66 () correspondente a freqiiéncia de metila ligada a carbono sp?. Os
sinais referentes aos hidrogénios vinilicos estéo representados por dois singletos largos
em dy 4,53 € 4,56, 0 sind em dy 3,15 representa 0 hidrogénio do carbono metinico
oxigendo (H-3), Tabela 11.4.3, pdg. 154. O espectro de RMN '3C deste triterpeno
(Figura 11.4.21, pag. 155) possui 0 sina do carbono carbindlico em dcy 79,00
correspondente a0 3 e 0s sinais representantes do grupo vinila, CG-20 e C-29, com d
150,90 e 109,32, respectivamente. Este triterpeno € comum no reino vegetal e é
conhecido como lupeol (10). Os assinalamentos dos deslocamentos quimicos de
hidrogénio e carbono-13 (Tabela 11.4.3, pag. 154) sdo semelhantes aos da literatura
(MAHATO & KUNDU, 1994).

.4,11592.4,1108.3,1837.7,784.5,880.8,720.8=

{E’u.ﬁ.sma?+2.292a.a,2355.3.1?12.3,1&42.&,14am.2,1331.2=
&
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Figurall.4.19. Espectro de IV do triterpeno 10 (lupeol).
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Tabela I1.4.3. Dados de RMN H (200 MHz) e RMN *3C (50,2 MHz) de 10 (lupeol)

em CDCE.

10

C de dy (mult)

4 38,8 -

8 40,8 -

10 37,1 -

14 42,8 -

17 43,0 -

20 150,9 -
CH

3 79,0 3,18 (dd)

5 55,3

9 20,4 1,65(d)

13 38,0

19 479 2,37 (M)

18 48,3 19(m)
CH,

1 38,7

2 27,4

6 18,3 1,36

7 34,3 1,39

11 20,9 1,85

12 251

15 27,4 1,33

16 355

21 29,9

22 40,0

29 109,3 |4,53 (dl); 4,56 (dl)
CH;

23 28,0 1,23 (s)

24 154 0,77 (5)

25 16,1 0,95 ()

26 16,0 0,92 (s)

27 14,6 0,74 (s)

28 180 1,00 ()

30 19,3 1,66 (s)
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[1-4.2. Saponina ester oidica (Substancia 19)

O espectro de RMN 'H da saponina 19 (Figura 11.4.22, pag. 158) apresenta
sinais de metilas entre dy 0,63 e dy 0,90, de hidrogénio vinilico em dy 5,31 (d largo),
tipico de H-6 de fitosterdides. Além dos sinais da parte da aglicona aparecem sinais em
dy 3,60 (m, H5%), 419 d H-1"), 4,41 ¢l H-2",4') e 4,85 €l n-3) que podem ser
atribuidos aos hidrogénios do carboidrato. Esta unidade de acUcar pode ser atribuida
como b-glicose devido a presenca do dubleto em d 4,19 (J=8 Hz) que representa o
hidrogénio anomérico (H-1') acoplando com o hidrogénio H-2' trans-diaxia. Os
demais vaores dos sinais de H-3', 4', 5" e 6' estdo assinalados na Tabela I1.4.4, pég.
157. Obteve-se o derivado 20 (3-O-b-D-tetraacetilglicopiranosilsitosterol) através da
reacao de acetilagdo com anidrido acético e piridina. O ponto de fusdo do derivado 20
(Pf: 170 °C) e os deslocamentos quimicos de RMN *H e *°C estéo de acordo com a
literatura (KOJIMA et al., 1990; CARVALHO, 2000). O espectro de RMN H deste
derivado mostra o desdobramento dos sinais dos hidrogénios do aglcar com dy.¢ 4,27
(dd, 4,0; 12,0); 4,11 (dI, 12,0), dupleto do hidrogénio anomérico dy.» 4,60 (J=8 Hz) e
0S dy-s 3,69 (M), du-2 4,96 (tl), du.4 5,02 (tl) e dy.3 5,21 (tl) (Figurall.4.24, pag. 159;
Tabela I11.4.4, pag. 157). Os espectros de RMN 3C (Figura 11.4.23, pag. 158; Figura
11.4.25, p4g. 159) de 19 e 20 apresentam 4xCH e um CH, da glicose, sendo um com d
100,76 (19) e d 99,62 (20) de CH anomérico. Na parte da aglicona temos dc 79,89 (19)
e dc 80,07 (20) do CH-3. Os sinais dos carbonos sp? em dcs 140,43 (19) e dc.5 140,34
(20) edcs 121,19 (19) edcs 122,17 (20), séo compativeis com aligacdo duplaem 5-6
do sitosterol. A comparacéo dos valores de *H e *C com s da literatura (KOJIMA et
al., 1990; CARVALHO, 2000) confirmaram a estrutura 19 como sendo o produto
natural 3-O-b-D-glicopiranosiisitosterol.

19: R=H, 3-O- b-D-glicopiranosil sitosteral

20: R=Ac, 3-O-b-D-tetraacetil glicopiranosi| sitosterol
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Tabela 11.4.4. Dados de RMN *H (400 MHZz) e *C (100 MHz) de 19 (3-O-b-D-
glicopiranosilsitosterol) em DMSO-Ds e 20 (3-O-b-D-tetraacetilglicopiranosilsitosterol)

em CDCl.
19 20
C dc dy dc dy (mult)
5 140,43 - 140,34 -
10 36,83 - 36,12 -
13 40,13 - 42,30 -
CH
3 79,89 336 (M 80,07 3,46 (M
6 121,19 5,31 (d) 122,17 5,37 (d0)
8 31,41 3191
9 49,58 50,11
14 56,16 56,73
17 55,41 56,02
20 36,20 36,04
22 33,33 35,11
23 29,25 29,12
24 45,12 45,81
25 28,69 29,59
1 100,76 419 (d, 8,0) 99,62 4,60 (d, 8,0)
2 73,45 441 (1) 71,66 4,96 ()
3 76,74 4,85 (1) 7290 5,21 (1)
4 70,08 4,471 (1) 68,83 5,02 (i)
5 76,74 3,60 (M 71,66 3,69 (M
CH,
6 61,01 62,06 4,27 (dd, 4,0; 12,0)
4.11(dl, 12,0)
1 35,48 37,85
2 29,25 29,35
4 41,84 38,84 1,90 (3)
7 28,69 31,85
11 20,59 21,03
12 38,93 39,11
15 23,85 24,26
16 27,79 28,16
28 22,60 24,25
CH;
18 11,78 0,63 (9 11,81 0,67 ()
19 18,61 0949 18,69 0,935
21 18,93 19,35 1,94
26 19,71 0899 19,80 0,88 (3
27 19,09 0,78 (9) 19,01 0,79 (9)
29 11,78 0,82 (9) 11,95 0,81 (d)
H,C-CO - - 21,03-20,63 2,23
H;C-CO - - 170,36-169,41 -
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[1-4.3. Monossacar ideos derivados (Substancias 16 e 17)

O sorhitol (16) e a substancia 17 foram identificados em mistura. A fracdo que
continha mistura de monossacarideos foi submetida a reacdo de acetilacéo,
fornecendo os derivados 16a e 18. O espectro de RMN *H (Figura |1.4.26, pag. 161) de
16 e 17 mostra sinais em 2,80-3,66 ppm compativeis com deslocamentos quimicos de
hidrogénio da mistura de monossacarideos. O singleto em 3,30 ppm que pode ser
atribuido a grupo metoxila de 17. Os espectros de RMN 3C (PND e DEPT, Figura
11.4.27, p4g. 161) de 16 e 17 possui sinais (HC-O) em 69,67, 73,3, 73,5, 74,16, 73,46
e 83,06 e de OCH3; em 57,84 ppm que sdo compativeis com o quebracitol 17 e 65,14
(CHy), (4xCH) dc 71,28 (2x) e 73,00 (2x) que foram atribuidos a 16, (Tabela 11.4.5,
pag.160). A identificacdo dessas substancias 16 e 17 foi feita através de comparacéo
com dados da literatura (POUCHERT & BEHNKE, 1993). O espectro de massas
(Figura 11.4.28, pag. 162) dos derivados acetilados 16a e 18 revela os picos m/z (% dos
sinais): 404 (M, 2), 405 (M~*+1, 9), 375 [(M+ 1) -H,CO, 40Q], 345 [(M+ 1) -H,CCO e
H.0, 38] parao derivado 18 e os picos: 434 (M ™, 3), 182 (M- 6 x H,CCO) para 16a.

16: R=H
16a: R=Ac

Tabela I1.4.5. Dados de RMN *H (400 MHZ) e *3C (100 MHz) de quebracitol (17) e
sorbitol (16) e seus derivados acetilados 16a e 18.

dc dC dC
(POUCH ERT & BEHNKE, 1993)

C 16 + 17 16 17 16a + 18

1 83,0 73,0/CH-3 839 72,9 76,8 69,2

2 76,4 73,0/CH-3 75,6 72,9 70,8 69,2

3 74,2 71,3/CH-2 74,7 72,2 70,7 67,5

4 735 71,3/CH-2 74,3 72,2 68,9 67,5

5 733 65,1(CH,-1) 731 66,1(CHy,) 67,1 61,6 (CH,)
6 69,7 65,1(CH,-1) 699 66,1 (CH,) 65,9 61,6 (CH,)

57,8 (CHy) 59,7 (CH3) 57,9 (CH3)
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Figura11.4.26. Espectro de RMN *H (400 MHz) do quebracitol (17) e sorbitol (16), em
MetanolD.
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Figura |1.4.27. Espectro de RMN *C e DEPT (100 MHz) do quebracitol (17) e sorbitol (16), 101

em Metanol- Da.
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[1-4.4. Flavonéides
[1.4.4.1 Epicatequina (Substéancia 1)

O pico 291 (100%, M" + 1) detectado no espectro de massas FAB
(Figura11.4.29, pag.164), andlise espectrométrica de RMN *H (Figura 11.4.30, pég.165)
e 1C (BBD e DEPT) (Figura 11.4.31, p4g.166) e comparacdo com modelos da
literatura foram usados para definir a férmula molecular C15H1406 paraasubstancia 1.
O espectro de RMN 3C apresenta vérios sinais com intensidades diferentes, revelando
se tratar de uma mistura. Esta observacdo pode ser feita com andlise de RMN H. Os
sinais intensos com dc: 29,4 de CH,, 67,6 e 78,0 de CH carbindlicos estéo de acordo
com o sistema de H,C-HCO-HCO-CH, observado no espectro de RMN *H com dy:
2,85 (dd; 4,4; 16,6), 2,72 (dd; 2,9; 16,6), 4,16 (m) e 4,78 (m). Os demais sinais de CH
em 96,9 e 96,4 ppm do C-6 e C-8 do anel A e 115,9, 116,4 € 119,9 ppm do anel B de
um flavondide permitem propor para 1 a estrutura de um flavonol. No anel A, os sinais
de C-9 e C-10 foram identificados pela comparacéo dos espectros de RMN **C-HBBD
e RMN3C-DEPT, permitindo a distincéo entre os carbonos metinicos e quaternérios e
pela grande diferenca de deslocamento quimico entre eles, sendo que C-9 é compativel
a um carbono quaternério oxigenado de um anel heterociclico. O assinalamento dos
carbonos arométicos oxigenados G5 (dc 157,8) e G7 (dc 158,2) demonstra uma
pequena diferenca de deslocamento quimico Dde= 0,4, e entre os carbonos metinicos
CH-6 (dc 96,9) e CH8 (dc 96,4) de Ddc= 0,5 podendo ser justificado pela
proximidade do C-7. A atribuicdo desses carbonos foi feita pela comparagdo com a
literatura(AGRAWAL, 1989).

O valor do pico em myz 291 [M* + 1] no espectro de massas é compativel com
a formula molecular Cy15H140s (Figura 11.4.29, pag.164) e confirma a propostade 1. O
pico em m/z 272 [M-H,OJ]" et de acordo com a facilidade da perda de agua
(Esquema 11.4.3, pag.164). A Tabela 1.4.1 com os dados espectrométricos da
epicatequina 1 esta contida no capitulo | (pg. 24), juntamente com outras discussdes
sobre a substéncia.
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FiguraI1.4.30. Espectro de RMN "H (400 MHz) em metanok D, de 1 isolada de D. martiana.
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Figura I1.4.31. Espectro de RMN “°C (100 MHz) e DEPT em metanok D, de 1 isolada

de D. martiana.
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11.4.4.2 Quercetina e Canferol (Substancias 21 e 22)

Os espectros de 1V dos flavonois 21 e 22 (Figura 11.4.32, pag. 169 e Figura
11.4.34, p4g. 170) revelam semelhanca nas bandas de absorcdo para o grupo hidroxila
(3406 e 3322 cm'?, estiramento de OH), grupamentos C=0O (1659 e 1662 cm') de
carbonila conjugada, C=C (1613 e 1609 cm*, 1569 e 1562 cm™ 1450 e 1454cm’t) de
anel aromético. As diferencas nos espectros de RMN *H dos flavonois ocorrem devido
a presenca de uma funcéo oxigenada a mais no anel B de 21. Essa hidroxila adicional
no C-3 muda o perfil do sistema AA’BB’ mostrado nos espectros de 22, apresentando
ossinaisemdy 7,83 (d) referente a0 H2' e ossinaisdy 7,68 (d, 7,8 Hz) do H-6" edy
6,97 (d, 8,2 Hz) do H-5 no flavonol 21 (Figura 11.4.33, pag 169; Tabela 11.4.7, pag
168). Esses valores de deslocamentos quimicos estdo de acordo com o modelo da
literatura (HARBORNE, 1993) para a quercetina. O sistema AA’BB’ é visualizado nos
espectros de RMN 'H (Figura 11.4.35, pag 170), COSY-'H-H (Figura 11.4.36, pag
171) e %C (Figura 11.4.37, pag 172) de 22. O acoplamento detectado no espectro de
COSY -'H-'H envolvendo os sinais dy 8,07 (d, 8,8 Hz) com 6,89 (d, 8,8 Hz) e os sinais
intensos de CH no espectro de carbono-13 com dc 116,4 e 130,8 confirmam a proposta
do sistema AA'BB’ indicando uma funcéo oxigenada no C-4'. Os sinais de CH em
94,6 e 99,39 ppm revelam que as posicies C-6 e 8 do anel A estdo livres de
substituintes. Os valores de deslocamentos quimicos visualizados nos espectros de
COSY e RMN C quando comparados com a literatura (HARBORNE, 1993)
mostram Dd em torno de 1,5 ppm devido a mudanca de solvente de DM SO-Dg para
MetanotD,4. O sinal da hidroxila em ligacdo de hidrogénio HO-5 em 12,13 ppm
aparece somente quando o espectro é realizado com Acetona - Ds.

O valor do pico em m/z 287 [M™ + 1] no espectro de massas € compativel com
a formula molecular CisH100s (Figura 11.4.38, pé&g.173), confirmando a proposta de
22.
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Tabela 11.4.6. Dados de 'H-"H-COSY (400 MHz) e **C (100 MHz) do canferol (22) em

Acetona-Ds.
HO

C O (mult.) (HARBORNE, 1993)
2 - 148,1 146,3
3 - 137,2 135,6
4 - 177,4 175,9
5 - 160,6 160,7
6 6,17(d, 2,0 Hz) 99,4 98,2
7 - 162,6 163,9
8 6,38, 2,0 Hz) 94,6 935
9 - 158,3 156,2
10 - 104,7 103,1
T 123,8 121,7

26 8,07(d, 8,8 Hz) 130,8 1295

35 6,890, 8,8 Hz) 116,4 1154
4 - 160,6 159,2

Tabela 11.4.7. Dados de RMN *H (200 MHz) da quercetina (21) em Acetona-De.

OH O 21
C dy (Acetona-Dg) dy (DM SO-Dg)
(HARBORNE, 1993)
2 - -
3 N _
4 - -
5 - -
6 6,25(s) 6,20 (d, 2,1 H2)
7 - -
8 6,52 (s) 6,42 (d, 2,1 Hz)
9 N -
10 - -
1 -
2 7,83 (d) 7,69 (d, 2,1 H2)
6 7,68 (d, 7,8Hz) 7,55 (dd, 8,5, 2,1 Hz)
34 - -
5 6,97 (d, 8,2Hz) 6,9(d, 8,5Hz)
HO-5 12,13 (s) -
HO-73 4 9,67 (d) -
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Figurall.4.32 . Espectro de IV do flavonol 21 (quercetina).
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11.4.4.3 FlavonGides glicosilados
a) 3b-O-D-glicopiranosil canferol (Substancia 23)

O espectro de RMN H da substancia 23 (Figura 11.4.39, pag. 176) mostra
sinais de um flavondide com sistema AA’BB’ juntamente com sinais de hidrogénios
carbindlicos. Os acoplamentos verificados no COSY-*H-'H (Figura 11.4.40, pag. 177)
entre os sinaisd 6,5 (d, 8,8 Hz), atribuido aos H3',5', com d 8,4 (d, 8,8 Hz), dos H-
2',6', e 0 acoplamento meta entredy 6,1 (d, 1,6 Hz), do H-6, com dy 6,3 (d, 1,6 Hz) do
H-8 sugerem a proposta do flavondide canferol. O sina de absor¢éo do hidrogénio
anomérico do aclcar € d 5,03 (d, 8,0 Hz, H1"). A unidade de carboidrato pode ser
localizada no C-3 com base na andlise dos valores dos deslocamentos quimicos dos
carbonos (Figura 11.4.41, p4g. 178) e comparagdo com a literatura (AGRAWAL,
1989; HARBORNE, 1993). As desprotecOes sao verificadas nos carbonos G2 dD
10,5), 2H-2',6' (dD 2,9) quando comparados com o canferol (HARBORNE, 1993). A
unidade de aglcar foi proposta como sendo a b-D-glicose pelo valor de J=8,0 Hz
apresentado pelo hidrogénio anomérico H-1" e pelos acoplamentos verificados no 'H-
'H-COSY entre dy 5,03 (H-1") e dy 3,8 (H-2"). Os flavondides glicosilados sdo
comuns em vdrias familias de plantas, jA em Apocynaceae temos poucos
representantes dessa classe, este é o primeiro relato da 3-b-O-D-glicopirarosil canferol
nesta familia.
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Tabela 11.4.8. Dados de RMN H (400 MHz) e 3C (100 MHZ) do flavondide
glicosilado 23 (3-b-O-D-glicopiranosil canferol) em MetanolD;.

2Espectros de tH-!

OH
OH
R= H R
¥
OH

C de dn (HARBORNE,
P 23 1986)
2 158,6 156,3
3 133,0
7 1774
5 161,1
6 96,2 6,1(d, 1,6) 97,7
7 164,1
8 o1,1 6,3 (d, 1,6) 93,3
9 155,2 156,3
10 103,7 104,7
T 122,6 121,0
2.6 132,4 8,4 (d, 8,9) 130,7
35 116,3 6,5(d, 8,9) 115,0
3 159,8
1 105,7 5,03 (d, 8,0) 101,4
7 73,2 742
3 77,2 772
r 70,2 69,8
5 75,3 76,4
6 62,0 60,8

H-COSY foram usados para atribuicdo dos dados.
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Figura1.4.39. Espectro de RMN H (400 MHz) do flavonoide glicosilado 23 (3-b-O-D-
glicopiranosil canferol) em MetanolDj.
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Figura 11.4.40. Espectro de *H-*H-COSY (400 MHz) do flavonoide glicosilado 23 (3-b -O-D-
glicopiranosil canferol) em Metanol- Da.
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b) 7-b -O-D-glicopiranosil quer cetina e 7-b-O-D-galactopirarosil quer cetina
(Substancias 24 e 25)

Os flavondides glicosilados 24 e 25 sdo derivados da quercetina e estdo sendo
analisados em mistura devido a dificuldade de separacdo dos andlogos glicosil e
gaactosil, aém da presenca de um flavondide 3 O-glicos| na amostra. Os espectros
de RMN *H e *H-'H-COSY das substancias24 e 25 (Figura 11.4.42, pég. 181; Figura
11.4.43, pag. 182) apresentam sinais tipicos de substituicdo para o padréo quercetina. O
anel A mostra os dubletos em d 6,29 (J=1,6 Hz) ed 6,49 (J=1,6 Hz) referentes ao H-6
e H-8, respectivamente. O anel B dos dois flavondides mostra os dubletos em d 7,5
(24) e d 7,52 (25) (H-2'; J=2,4 Hz); d 6,89 (J=8,4) (24) e d 6,93 (J= 8,8 Hz) (25)
referente ao H5 e um duplo dupleto em d 7,61 (H-6'; J=2,4; 8,2 Hz) 24) e um
multipleto d 7,54 (25) atribuido a0 H-6' (Tabela 11.4.9, pag. 180). Os sinais
correspondentes as unidades de aglicares sao representados pelos sinais de hidrogénios
ligados em carbonos carbindlicos. Os hidrogénios anoméricos possuem d 5,46 (d, 7,6
Hz; H1", 24) e d 555 (d, 7,6 Hz; H1", 25). As locaizacbes das unidades de
carboidratos, no G7, de ambos os flavondides foram definidas através da andlise
espectral de NOEDIFF (Figura 11.4.44, pag. 182) com irradiacdo na frequéncia de
ambos os hid rogénios anoméricos[d 5,46 (d, 7,6 Hz, H-1", 24) ed 5,55 (d, 7,6 Hz, H-
17, 25)] gerando NOE no sina de H6 (6,29, d, 1,6 Hz) e no H-8 (6,49, d, 1,6). Os
sinais no espectro de *C (Figura 11.4.45, p4g. 183) sdo compativeis com as estruturas
propostas (Tabela 11.4.9, pag. 180). O assindamento completo foi realizado com o
auxilio dos espectros de RMN 2D: HMQC (Figura 11.4.46; Figura I1.4.47, pags. 184-
185), HMBC (Figura I1.4.48-Figura I1.4.50, pag. 186-188). A comparacdo com dados
da literatura permitiu identificar o flavondide 24 como sendo 7-b-O-D-glicopiranosil
quercetina (HARBONE & MABRY, 1986; AGRAWAL, 1989) e 25 como 7-b-O-D-
galactopiranosi| quercetina (AGRAWAL, 1989). O valor do pico em myz 465 [M™ +
1] no espectro de massas FAB confirma a proposta dos flavonoides 24 e 25. A matriz
utilizada no espectro € glicerol (M: 92), levando o aparecimento dos picos m/z 369 (4 x
92 +1), m/z 461 (5 x 92 +1), m/z 391 [299 (301- 2H) + 92 ] e m/z 361 [ (163 2H) +
2x92 — 2H], conforme Figurall.4.51, pag. 189.
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Tabela 11.4.9. Dados de RMN *H e H-'H-COSY (400 MHz) e 13C (100 MHz)

em MeOD, e 2D em DM SO-Ds dos flavondides glicosilados 24 e 25 (7-b -O-
D-glicopiranosil quercetina e 7-b -O-D-galactopiranosil quercetina).

24 +25
24 + 25 7-O-glicosil | 3-O-galact.
C de dy (mult., H2) HMBC (AGRAWAL, | (AGRAWAL,
o) ?33h) 1989) 1989)
2 158,9 H-6', H-8 147,9 156,2
3 135,9 135,9 1334
4 179,7 175,9 177,7
5 163,2 H-6 160,3 161,3
6 100,0 6,29 (d, 1,6) H-8 98,7 98,8
7 166,2 H-6, H-8 162,7 164,2
8 94,8 6,49 (d, 1,6) H-6 94,5 937
9 158,6 H-6, H-8 155,7 156,4
10 105,6 H-6 104,7 104,2
1 122,9 121,9 121,2
2 117,9 117,7 7,5/7,52 d, 2,4) H-6 115,3 113,9
3 146,8 H-5,H-2 145,0 145,1
4 150,1 H-6' ,H-2' ,H-5 147,8 147,1
5 116,2 116,3 6,89(d, 8,4)/6,93(d, 8,8) 115,9 115,3
6 123,0 123,3 | 7,54 (m)/7,61(dd, 2,4; 8,2) H-5, H-2 120,1 122,9
1’ 105,5 5,46 (d, 7,6) 100,3
2 75,8 732
3 78,5 76,5
4 70,1 69,9
5 78,5 77,2
6 62,7 60,9
172 104,4 5,55 (d, 7,6) 102,0
2 73,3 715
3? 75,2 734
48 71,3 68,1
5 77,3 75,9
6" a 61,9 6014

@galactopiranosil
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24: R=glicopiranosil
25: R=galactopiranosil
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Figurall.4.42. Espectro de RMN *H (DM SO-Dg) e *H-*H-COSY (MeOD, 400 MHz) dos
flavondides glicosilados 24 e 25 (7-b-O-D-glicopiranosil quercetina e 7-b -O-D-
galactopiranosil quercetina).
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Figura |1.4.43. Espectro de *H-'H-COSY (400 MHz) ampliado de 24 € 25 (7-b-O-D-
glicopiranosil quer cetina e 7-b-O-D-galactopiranosil quercetina) em MeOD,.

H-1" (24)
c
M-8 ﬂ* l
T Tl T B0 GB N CBLE R Bl B EE A SR g
ek H-1" (25)

A

12 11 10 9 B 7 6 ppm

Figurall.4.44. Espectro de NOEDIFF dos flavondides glicosilados 24 € 25 (7-b -O-D- 182
glicopiranosil quercetina e 7-b -O-D-galactopiranosil quer cetina) em DM SO-De.
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CAPITULO 11
ESTUDO QUIMICO DE Caesalpinia peltophoroides
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[11. 1. Introducéo

A familia Leguminosae é a segunda maior familia das Dicotiledéneas, muito mais
significativa economicamente até mesmo que a Asteraceae. As Leguminosas possuem grande
importancia econdmica, porque apresentam varias espécies que sdo usadas ha aimentacdo
humana, corantes, gomas, resinas, taninos, inseticidas, moluscicidas, grande numero de
fa&rmacos, &vores ornamentais, arbustos e ervas. Essa familia apresenta distribuicéo
cosmopolita, sendo abundante nas regides tropicais, subtropicais e temperadas de ambos os
hemisférios (HEGNAUER & GRAYER, 1993). Sdo plantas de habitos variados, desde
grandes arvores das matas tropicais, arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes e também
trepadeiras; vivem nas mais variadas latitudes e altitudes. Essa familia possui trés subfamilias
importantes: Mimosoideae, Caesal pinioideae e Faboideae (Papilionoidae) (JOLY, 1998).

O género Caesalpinia € bastante heterogéneo apresentando mais de 100 espécies nos
paises tropicais (CRONQUIST, 1981). Essas espécies sdo fontes industriais de taninos
hidrolizaveis e condensados. A utilizagdo em curtumes diminuiu significativamente, mas por
outro lado surgiram outras aplicacbes como revestimentos protetores, adesivos plasticos,
envelhecimento de dcoois e em tintas (BRUNETON, 1991). Os primeiros trabalhos citados
de Caesalpinia estéo relacionados com o doseamento de taninos, como exemplo, andise da
vagem de C. digyna (FAUST, 1913) e de C. brevifolia e da semente de C. coriaria
(NORTON, 1918), além da descoberta da brasilina, principio ativo de C. echinata (pau-brasil)
e C. sappan, através de reactes histoquimicas (KISSER et al., 1924). A brasilina é utilizada
como protétipo para inimeros testes bioldgicos (HIKINO et al., 1977; CHOI et al., 1997;
CHOI & MOON, 1997; KIM et al., 1995; KHIL et al., 1997).

A atividade moluscicida de C. peltophoroides contra Biomphalaria glabrata, mostrou que
0s extratos hexanico e etandlico das folhas, etandlicos da casca do caule e raizes foram ativos
para caramujos e/ou desovas (MENDES et al., 1984) e os extratos hexanico e etandlico das
flores foram inativos para caramujos e desovas (MENDES et al., 1986).

Esse é o primeiro estudo fitoquimico dessa espécie.

C. peltophoroides geramente apresentam atura de 816m, com tronco de 30-40cm de
didmetro. As folhas sdo compostas, bipinadas de 20-25cm de comprimento, com 17-19 pares
de pinas, os foliolos se apresentam em nimero de 13-27 por pina, de 10-12 mm de
comprimento. Esta espécie floresce no fina do més de agosto, prolongando-se até meados de
novembro. Os frutos amadurecem desde o final de julho a meados de setembro (LORENZI,
1998).

Distribuicdo geogr éfica: A sua verdadeira origem é muito discutivel, além da ocorréncia na
Mata Atléantica do Rio de Janeiro, encontramos exemplares no Sul da Bahia e também no
Pantanal Matogrossense (LORENZI, 1998).

Importancia econdmica: Arvore ornamental (CORREA, 1978), com atrativo para as flores
amarelas.

Nomes locais: Conhecida como sibipiruna, pau-brasil, sebipira, sepipiruna.
[11. 2. Substanciasisoladas de espécies de Caesalpinia (L eguminosae)
A) Literatura:
A Tabela I11.1, pag. 195 descreve algumas das substancias isoladas de espécies do

género Caesalpinia (primeira colunad), as estruturas quimicas (segunda coluna), as espécies
(terceira coluna) e as referéncias bibliograficas originais das citacbes referentes as

194



substancias. Algumas referéncias da tabela e de espécies de Caesalpinia citadas foram obtidas
somente de resumos do Chemical Abstract. Além das substancias fendlicas, foram isolados de
especies do género Caesalpinia: b-sitosterol OOMINGUEZ, et al., 1969), acidos aminados
(WATSON & FOWDEN, 1973; EVANS & BELL, 1978), elagitaninos (AWASTHI, et al.,
1980), triglicerideo (RASTOGI, et al., 1996) e triterpendides (SAEED, et al., 2001).

Tabela 111.1. Ocorréncia de alguns constituintes bioproduzidos por espécies do género

Caesalpinia, familia Leguminosae.

Substancias Estruturas Espécies deCaesalpinia Referéncia
caesamin A Caesal pinia minax (JANG et al., 2001)
caesalmin B
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peltoginoides,
homoisoflavo-
néides e 3-O-
ram miricetina

Caesalpinia pulcherrima

(MCPHERSON et al.,
1983, PARIS &
DELAVEAU, 1965)

acidos glicosil Caesalpinia pyramidalis | (MENDES et al.,
fenilprope- 2000)
noides
OH
brasilina Caesalpinia sappan e| (KISSER et al., 1924)

echinata (pa-brasil)
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&cido OH Caesalpinia brevifolia | (SCHIMIDT &
brevifolinico e O BERNAUER, 1954,
brevifolina H SCHMIDT, e al.,
HO X © 1967)
HO <
o}
OH
HO X (o)
HO o
o}
flavondides: Caesalpinia gilliesii (SUAREZ e al.,
canferol, 1984)
guerceting,
luteolina
Galotaninos Caesalpinia brevifolia e| (HASLAM et al.,
H—C—OR, coriaria 1961)
H—C—ORy
RIO—C—H
H—C—ORy
"
CHy—OR;
OH
Ri= _CoQOH
OH

X o—< §—OH
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B) Substanciasisoladas deste trabalho:

26

2816, 8,14

3

HO » _COOCHCH3
1
4
HO 5 N '
OH
35
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Derivados obtidos atr avés deste trabalho:

H3CO COOCH3

H3CO
OCH3
34
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[11.3. Parte experimental

[11-3.1. Material vegetal:

As flores de Caesalpinia peltophoroides foram coletadas no Campus da Universidade
Estadual de Londrina em Outubro de 2000 e identificadas por Flavia A. Coclet. Uma exsicata
dessa espécie (N° 29577) esta depositada no herbério da Universidade Estadual de Londrina
(FUEL), Londrina, Parand, Brasil.

[11-3.2. Isolamento e purificagdo dos constituintes:

As flores de C. peltophoroides (1600,0 g) foram submetidas & maceragdo com etanol
95%, a temperatura anbiente. A solucdo extrativa foi concentrada em evaporador rotativo
através da retirada de solventes a 40°C sob pressdo reduzida. O residuo obtido correspondeu
a0 extrato etandlico CFE (90,0 g). O extrato foi suspenso em MeOH\H,O (9:1) e submetido,
sucessivamente, a particdo com hexano/éter (1:1), AcOEt e butanol, Esquema ll1.1, pag. 201.
O residuo em hexano/éter (CFEHE, 25,0 g) foi cromatografado em coluna de gel de silica,
eluida com hexano, CH,Cl, e MeOH com aumento gradual de polaridade até MeOH 100%.
Foram coletadas 50 frages de 250 ml. A andlise das fracdes 15 permitiu identificar: b-
sitosterol 29 (15,0 mg), 3-O-b-D-glicopiranosiisitosterol 19 (24,0 mg) e o0 esqualeno 27 (12,0
mg). A substancia 19 (24,0 mg) foi submetida a acetilagdo com anidrido acético e piridina
obtendo-se o derivado 20 (20,0 mg). As fragdes 15 e 16 forneceram mistura de ésteres
alifaticos 28 (30,0 mg) e de glicerideos 26 (51,0 mg), respectivamente. O residuo em AcOEt
(CFEAC, 32,5 g) foi cromatografado em coluna de gdl de silica, com CH,Cl, e MeOH, com
aumento gradual de polaridade até MeOH 100%. Foram coletadas 63 fragdes de 250 ml. A
fracdo 10 foi recromatografada em coluna de silica gel, obtendo-se a substancia 30 (31,0 mg).
As fragbes 11, 12 e 15 foram filtradas em coluna de Sephadex LH-20 usando MeOH 100%,
obtendo-se o flavondide luteolina 31 (2,5 mg), galato de etila 35 (15,0 mg) e &cido gdico 33
(50,3 mg), respectivamente. As substancias 31 (2,5 mg) e 33 (20,0 mg) foram solubilizadas
em metanol e metiladas com diazometano, fornecendo os derivados 32 (3,0 mg) e 34 (21,0
mg). As fragoes 17-18 foram cristalizadas com metanol obtendo-se o brevifolato de etila 36
(20,0 mg). O residuo butandlico (30,0 g) quando anadlisado em TLC mostrou um rastro
amarelo, e apresentou resultado positivo para taninos. O teste para taninos foi realizado com
solugdo alcodlicade FeCk (MATOS, 1997).
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1) Hex/éter (1:1)

Caesalpi nia peltophoroides
(Flores: 1600,00)

l - Etanol

95%

Ext. etandlico-CFE

90,09

2) ACOE

3) Butanol

Residuo Hex/éer-CFEHE

(25,00)

-C.C.
el de silica (Hex.,CH,Cl;,MeOH)

50 fracgdes

v

v v

Resduo AcOEt-CFEAC

Y
Residuo Buandlico

Fr.
1-5

l

29 (15,0 mg)
19 (24,0 ny)
27 (12,0 )

Fr. Fr.
15 16
28 26

(3259) (3009)
-C.C. -Sol. acodlica
dlicagd FeCls
63 fragdes -Presencade tarinos
Y l y v \
Fragio 10| [Fragio 11 Fraggo 12 |Fra(;§o 15 | Fragfo 17-1
hadex - Sephadex -Cristdizag8o
-C.C. - Sephadex >
LH-20 LH-2 MeOH
slicage LH-20 0 €
30(3L,0mg 31(25mg 3B (I50mg  33(503mg  36(20,0mg)
-Mdtilagéo I
. -Mdilagéo
J Diazmetano Diazometaro (20,0 mg)
32(3,0 ng)
34(21,0mg)

Esquema I11.1. Marchaparao isolamento das substanci as das flores de C. peltophoroides.
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[11-4. Resultados e discusséo
[11-4.1 Determinacao estrutural dos constituintes de C. peltophoroides

[11-4.1. Esteroides
a) b-Sitosterol (Substancia 29)

O espectro de IV (Figura I11.4.1, abaixo) da fracdo contendo esta substancia revela
bandas de absorcdo para grupo hidroxila (3425 cmit, estiramento O-H), grupamentos CH, e
CHs (2929 cmit e 2855 cmmit), C=C (1647 cmit) e C-O (1057 cmit). O espectro de RMN de *H
(Figura 111.4.2, pag. 203) apresenta sinais entre dy 0,6 e 2,0 de grupos metilicos, um
multipleto em dy 3,5 para o hidrogénio carbindlico (H-3), singleto largo em dy 5,4
correspondente ao H6, olefinico. Estes valores estdo de acordo com os dados da literatura
(KOJIMA et al., 1990). A andlise no CG-EM (Figura 111.4.3, pag. 204) e comparagdo com
padrdes da biblioteca do cromatografo confirmam a proposta para o sitosterol 29.

5425.5,2929.1,2855.8,@;;3_.%,_;_&5_7)4.1591.6,1507.9,1461.8=
1413.4,1377.6,1336.9, .3,1228.4,1183.3,1130.3,1057.7=
L000.5,897.4,866.1,803.1,764.2,736.8,671.2=
513.5,532.8,469.6,440.6=

X1 CPEHEHEX NaCl Juliana 7781 Op.Eli UFRRJ 14:19
53. 044 "
uT
|
|
28.82 - v .
4200 3000 2000 1000 em-!

Figuralll.4.1. Espectro de IV do esterGide 29 (sitosterol).
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Sim.: 677, RevSim.: 836 Formula: C20H500
MW: 414 CAS No: 83-47-6

Entry #: 5248 of MAINLIB

NIST No: 38773 Other Databases: HODOC EINECS

3

Figuralll.4.3. A, B: cromatograma e espectro de massas do esterdide 29 (sitosterol) e

C: Resultado da pesqguisa na biblioteca do cromatogréfo.
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b) Sitosterol glicosilado (Substancia 19)

O espectro de 1V da saponina 19 (Figura 111.4.4, abaixo) revela uma banda larga em
3411 cm! (estiramento de OH), absorcBes em 2935 cmit e 1462 cmit que S0 referentes a
presenca de CH, CH, e CHs; e a banda em 1164 cmi'! que pode estar representando o
estiramento de GO de éer. A andise de RMN 'H (Figura 111.4.5, pag. 206) do derivado
acetilado 20 confirma a proposta para o sitosterol glicosilado 19. Os dados espectrométricos
estdo relacionados na Tabela 11.4.4 (pdg 157, Capitulo 1) e comparados com dados da

literatura (KOJMA et al., 1990; CARVALHO, 2000).

5411.3,;2‘?35.9,287@.8.1_.936.&,1462.4,1375.3,1257.5,1164.3:
10720 1023.9.890.5,833.6,803.2,623.1,487.1=
2 C5 85 Juliana KBr 7825 Op.Eli UFRRJ

38,19 T

T L

i . \ uﬁ

i

|
VAR A
W, \% |

m
|
2]

(1]

v A

4888

(X

2000

Figuralll.4.4. Espectro de |V do esterGide 29 (sitosterol).
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19: R=H, 3-O- b-D-glicopiranos| stogerol

20: R=Ac, 3-O- b-D-tetraacetil glicopiranos| Stostel

~ LOLLLLLSTTITTIIT ST IS o ™M NaNNNTdA dd - [=felo)elol)
I e e e DV 1Sl VO BT o
| I
|
H-3,2 .4 |
|
e
B g g 2lle 2
T 7.0 6.5 6'.0I i I5‘.5I o I5‘.0I i I11‘.5I i IAI.OI i I3‘.5I o I3‘.0I o IZI.5I i I2‘.0I i I1‘.5I i I1‘.0I i IUI.SI o I0‘.0I T

Figuralll.4.5. Espectro de RMN *H (200 MHz, CDC}) do esterdide 20 (sitosterol
glicosilado).
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[11-4.2. Esqualeno (Substancia 27)

O espectro de IV (Figura 111.4.6, pag. 209) de 27 apresenta bandas de absorcdo em
2923 e 2855 cmi! relativas a estiramentos de G-H de grupos CHz e CH,, confirmadas pela
banda em 1447 cm!. As bandas em 1666 (estiramento de C=C), 1033 e 835 cm'
(estiramento GH) permitem sugerir cadeia carbonica insaturada. O espectro de RMN H
(Figura 111.4.7, pag. 209) apresenta sinais em dy 0,8-1,6 de grupamentos metilas e
metilénicos, sina ssimples em 1,7-1,9 ppm correspondente a metila ligada a ligagcdo dupla, e a
um tripleto largo em dy 5,09 correspondente aos hidrogénios olefinicos. O espectro de RMN
13C (Figura 111.4.8, p4g.210) possui sinais em de ligacgo dupla trisubstituida dc 131,3 (C-2),
dc 124,34 (CH-3), de grupos metilicos e metilénicos em dc 39,7 (CH,-1'), d:- 25,68 (CHs-5) e
dc 16,01 (CHs-1). A numeracdo dos carbonos esta de acordo com o Esquema l11.2, abaixo. A
analise do espectro obtido com CG-EM, pag.211, permite identificar o pico do ion molecular
em m'z 410 [CxHso, M™] que estd de acordo com peso molecular do esqualeno. A
comparagdo do espectro de massas com os da hiblioteca utilizada no CG-EM confirmou esta
proposta. A comparacdo dos deslocamentos quimicos de carbono-13 e hidrogénio registrado
na literatura (METZGER, et al., 2002) serviu para confirmar a estrutura proposta para 27.

O esgualeno é um precursor biossintético de varios triterpenos e esterGides, através de
ciclizagdo via intermedi&rio 2,3-0xido, levando a biossintese de cicloartenol em plantas e
lanosterol em animais e fungos (DEWICK, 1997), conforme Esguema 111.3, pag.208. No
género Caesalpinia ja foi isolado sitosterol (DOMINGUEZ, et al., 1970) e triterpendides
(SAEED, et al., 2001), justificando a presenca do esqualeno. A biossintese dos esterdides tém
como etapa principa a sintese do esgqualeno, derivado do mevanolato, sendo semelhante em
animais, plantas e fungos.

Esquemalll1.2: Esqualeno
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Esguema l11.3. Biossintese de triterpenos e esterdides.
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Figuralll.4.7.

Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCl3) de 27 (esqualeno).
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Figuralll.4.9. A: espectro de massas e cromatograma da substancia 27 (esqualeno)
obtidano CG-EM e B: Bilioteca do cromatogréfo.
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[11-4.3. Esteres alifaticos (28)

O espectro de IV destafra%éo (Figuralll.4.10, pag. 213) apresenta bandas de absorcéo
intensas em 2919 e 2850 cmi de deformagBes axiais de C-H e 724 cm'® que sdo
caracteristicas de cadeia linear hidrocarbonica longa. As bandas em 1737 cmit e 1172 cmi?
estdo de acordo com a presenca de carbonila de ésteres aliféticos. O espectro de RMN *H
(Figura 111.4.11, pag. 213) apresenta um singleto intenso em dy 1,23 atribuido ao grupo
(CH2)n, um tripleto em dy 4,03 correspondente ao CH, ligado ao oxigénio do éster e um
tripleto em dy 2,26 para o CH, afa a carbonila. Os sinais em dy 0,84 (t) e 1,54 (m)
correspondem aos sinais da metila termina e grupos metilenos de cadeia carbonica normal.
Os tamanhos das cadeias carbénicas dos componentes da mistura foram determinados através
da andlise dos picos dos M™ detectados para cada sinal do cromatograma obtido em
espectrometro de massas, CG-EM (Coluna CP-SIL8CB, 30mx0,25x0,25mm e lonizagdo 70
€V) e comparacdo dos espectros de massas com padrdes da biblioteca. Todos espectros de
massas (Figura 111.4.12, pég. 214) contém o pico nVz 157 (H3C-(CHz)e-O+) que define parte
da cadeia do éster. Fazendo a diferenca do pico m/z 157 com os picos dos ions moleculares
em 396 (M™, 100%), 312 (M™, 40%) e 284 (M™, 25%) permitiu definir o valor de n e,
entretando, o tamanho da cadeia acila dos ésteres componentes 28. Os ésteres majoritarios
sd0: octanoato de decila (1), decanoato de decila (2) e hexadecanoato de decila (3).

CH3(CH2),COO(CH,)9CH3 M* - 157 =m, onde
1:n=6 (M"284) m - 15 (CH») - 28 (CO) =n
2:n=g (M7312) : 143) <ol
3 n=14 M°3%)
\(\/)60 r‘ + VO+
O  CHy—(CH,)n-CHs m/9157 212
VA

«C-(CH>)N-CH1
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Figurall11.4.10. Espectro de IV da mistura de ésteres aliféticos (28).
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Figuralll.4.11. Espectro de RMN *H (200MHz, CDCl;) da mistura de ésteres aliféticos (28).
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Figuralll.4.12. Espectro de massas da mistura de ésteres aliféticos (28) obtido no CG-

EM.
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Esquema l11.5. Mecanismo de fragmentacdo proposto parajustificar os picos detectados
no espectro de massas do M™* 396 da mistura de ésteres graxos.
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[11-4.4. Mistura de glicerideos (26)

O espectro de 1V da mistura de glicerideos (Figura 111.4.13, pag. 217) revela bandas de
absorcdo em 3437 cmi? (estiramento OH), 2920, 2851 e 722 cmi' de cadeia hidrocarbénica e
1733 cm! (estiramento C=0) de carbonila de éster. A comparagdo dos dados
espectrométricos de RMN 'H e *C com dados da literatura sugerem a presenca de
glicerideos, formados por cadeia normal hidrocarb6nica com a presenca de hidroxila em uma
ou mais cadeias (CARVALHO et al., 2000), Esquema I11.6, abaixo. Os sinais verificados no
espectro de RMN H (Figura 111.4.14-15, pag. 217-218) com dy 5,26 (m), 4,30 (dd, 12,0, 4,0
Hz), 4,15 @dd, 12,0, 6,2 Hz), 3,58 (m), 2,3 (M), 1,6 (M) e 1,29-1,21 (m) e 0,87 (t, 6,6 H2)
juntamente com a ligacéo nos respectivos carbonos (Figura I11.4.17, pag. 220) com d¢ 68,85
(CH), dc 62,0 (CHy), dc 62,0 (CHy), dc 71,9 (CH), dc 34,3 (H2C-CO), dc 37,43/37,52 (H,C-
COH), dc 31,9/29,7/25,5/24,0/21,9 (CH,), e dc 14,08 (CHs) estdo de acordo com a presenca
de triglicerideos. Além dos sinais de carbonos (Figura 111.4.16, pag. 219) em 172,8, 173,3,
173,8 e 173,8 ppm que foram atribuidos as carbonilas de ésteres. O acoplamento verificado no
COSY-'H-H (Figura 111.4.18, pag. 221) entre os sinais em dy 3,58 e dy 1,6 confirma a
presenca da hidroxila na cadeia lateral do triglicerideo. A andlise do espectro de massas
obtido com CG-EM (Figura I11.4.19-20, pag. 222-223) permite detectar os picos com m/z 239
e 267 referentes as cadeias laterais formadas pelos ésteres palmitico e estedrico, juntamente
com picos tipicos de hidrdlise de cadeias de ésteres, como exemplo m/z 83 e 55. A andlise dos
dados espectrométricos e comparacdo com a literatura (CARVALHO et al., 2000) permitiu

O

M 416 (dd, 11 6 Hz)
0 RO_{ H,

n
Hb\_/

O N7 620/ 415(m)
ey AN v ¥

A )D RO ) 885/ 53 (m)
62,0/ 43 (m) 26 64,3/4,3(dd)

a ) —> 343/23()
On—> 55259/13(M

on
—>» 375/16(M)
29,6/ 1,24 (m) H
—>374/16(M

On
——> 311/1,2-16(m)

227/ 1,216 (m)
137/0,83(t)

Esquema 111.6 Propostas estruturais e deslocamentos quimicos da mistura de glicerideos.
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Figuralll.4.13. Espectro de IV da mistura de glicerideos (26).
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Figuralll.4.14. Espectro de RMN *H (400MHz, CDCk) da mistura de glicerideos (26).
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Figuralll.4.15. Espectros ampliados de RMN *H (400MHz, CDCl3) da mistura de glicerideos (26).
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Figuralll.4.16. Espectro de RMN *°C (100MHz, CDCl3) da mistura de glicerideos (26).
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Figuralll.4.17. Espectro de HETCOSY (100MHz, CDC}) da mistura de glicerideos (26).
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Figuralll.4.19. Espectros de massas obtido no CG-EM (A: Tempo de retencéo: 42,60-42,65 e
B: 24,35-24,38) da mistura de glicerideos (26).
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Figuralll.4.20. Espectros de massas obtido no CG-EM (C: Tempo de retencéo: 31,42-31,62 e
D: 42,77-42,82) da mistura de glicerideos (26).
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[11-4.5. 5-hidroximetilfurfural (30)

O espectro de 1V (Figura l11.4.21, pag 225) apresenta bandas de absorcdo para grupo
hidroxila em 3350 cmi! (estiramento O-H), 2854 cmi' (estiramento C-H), 1667 cm'
(estiramento C=0) que pode ser atribuido a aldeido conjugado, 1523 cmi* (estiramento C=C)
e 1020 cm* (estiramento C-O). O sinal dy 9,55 (S) no espectro de RMN *H (Figura 111.4.22,
pag 225) foi atribuido ao hidrogénio do aldeido edy 7,18 € 6,5 (1H, d, J=3,6 Hz) para os dois
hidrogénios furénicos H-3 e H-4, respectivamente. O valor da constante de acoplamento (3,6
Hz) est4 de acordo para hidrogénios 3 e 4 de anel furénico. Os hidrogénios oximetilénicos
apresentam dy 4,7 (2H, ) e o grupamento hidroxila aparece como um singleto largo em dy
3,08, 0 que pode ser comprovado pela adicdo de D.O na amostra, levando a troca de
hidrogénio por deutério e desaparecimento desse sinal (Figura 111.4.23, pag 226). O espectro
de COSY H-!H (Figuralll.4.26, pag 228) confirma o acoplamento entre o H-3 e H-4 do anel
furanico. A andlise do espectro de RMN **C e DEPT 90° e 135° (Figura ll1.4.24-25, pag 226-
227) revelaos sinais dc 177,7 (CH) de aldeido a, b insaturado, dc 152,2 e 160,7 (C), 123,1
(CH) e 109,9 (CH) e um grupamento CH, em 57,4 ppm ligado a um grupo OH. O espectro de
HETCOR (Figura 111.4.27, pag 229) permitiu fazer as correlages inequivocas dos dy e dc
(Tabela 111.4.1, abaixo). O pico verificado no cromatograma do espectro de massas (Figura
[11.4.28-29, pag 230) com mVz 127 [(M + H)™, 100%)] permitiu confirmar a férmula molecular
CsHeO3 para 30. Os picos adicionais em m/z 109 (16%), 97 (50%), 81 (12%) e 69 (25%) estéo
de acordo cm a estrutura do hidroximetilfurfural (Esquema 111.7, pag 231). Os dados
espectrométricos sdo semelhantes aos registrados na literatura (KUO et a., 2002) para 5
hidroximetilfurfural.

Tabelalll.4.1 Dados de RMN *H (200 MHz) e 1*C (50 MHz) da substancia 30 (CDCk).

30

C dc dy (mult,Hz)

2 152,2 -

5 160,7 -
CH -

3 1231 7,18 (d, 3,7)

4 109,9 6,5 (d, 3,7)

6 177,7 9,5(9
CHZ

7 57,4 4,65 (9
OH - 3,08 (d)
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Figuralll.4.21. Espectro de |V de 30 (5-hidroximetilfurfural).
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Figuralll.4.22. Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCk) de 30 (5-hidroximetilfurfural).
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Figuralll.4.23. Espectro de RMN *H com adi¢do de D,O (200 MHz, CDCl) de 30 (5-
hidroximetilfurfural).
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Figuralll.4.24. Espectro de RMN +*C (50 MHz, CDC}) de 30 (5-hidroximetilfurfural),e
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Figuralll.4.25. Espectro de DEPT 90° e 135° (50 MHz, CDCl) de
30 (5-hidroximetilfurfural).
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Figuralll.4.27. Espectro de HETCOSY (50 MHz, CDC3) de 30 (5-hidroximetilfurfural).
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Figuralll.4.28. Cromatograma de 30 (5-hidroximetilfurfural), Coluna: CP-SIL8CB
(30mx25x0,25mm), Temperatura: 90C/1min-5C/min-200C/10min, lonizacdo: El (70eV).
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Figuralll.4.29. Espectro de massas de 30 (5-hidroximetilfurfural).

230



H

A\ >C=O HO®
H
o OH 2 |
N G H@
Ho® O

miz 127 (M** + H, 100%) Mz 97 (50)

|| H
o M o\ OH _i> @</”§>\/OH—> GE.()}W\/OH @OED\FP\/O

H mz 97 (50)

miz126 (M™, 37%) PCO
30: CgHgO3 (M=126 1)
OH
S

H H
[\ OH miz 69 (25)

H
H20
f } J\ Bl )
0] —> U=L= — e A
H @ YQ\Q > 0 g %:WH
H o) ﬁ
CH

miz 109 (16) ,

PCO
H

H
® | ® |
HZC/C:CZCHZ «— O=C C—C=CH,

m/z 53 (5) mz 81 (12)
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[11-4.6. Acido galico e Galato de etila (Substancias 33 e 35)

Os espectros de IV (Figura 111.4.30, pag. 234; Figura 111.4.38, pag. 239) mostram
bandas de absor¢do caracteristicas de &cidos fendlicos e de seus derivados.

Substancias (Regi&o de Absorgdo-cm~, KBr) | Atribuicdes
33 35
3410-2600 3450-3290 estiramento O-H
- 2978 estiramento C-H
1692 e 1618 1696 e 1619 estiramento de carbonila de COOH (33) e COOR (35)
conjugados
1333 e 1268 1315 e 1248 estiramento C-O

Os espectros de RMN *H (Figura 111.4.31, pag. 234; Figura 111.4.36 pég. 237; Figura
111.4.39, pag. 239) mostram sinais de hidrogénios aromaticos em d 7,01 (2H, s) ed 9,01 (OH,
d) (33), apos metilacdo com diazometano o derivado 34 apresentou sinaisem dy 7,27 (2H, 9)
e metoxilas em dy 3,86 (3 x CH3) e 3,78 (1 x CH3). Esses dados comprovam a presenca de
quatro hidroxilas livres em 33 e dois hidrogénios, de anel aromético. O espectro de 35 revela
dois hidrogénios arométicos em dy 7,03 (2H, s), um quarteto em dy 4,27 (2H) e um tripleto
em dy 1,3 (3H, J=6,92 Hz). O espectro 2D *H-'H-COSY (Figura I11.4.40, pag 240) de 35
mostra o acoplamento entre os sinais em dy 4,27 (2H, q) e dy 1,3 (3H, t, J=6,92 Hz)
correspondente ao grupo etoxila do éster. Os dados espectrométricos de RMN 13C (BBD,
Figura 111.4.32, pag. 235), DEPT (Figura 111.4.33, pag. 235) e 2D (HETCOR, Figuralll.4.35,
pag. 237) e espectro de massas (Figura 111.4.34, pag. 236; Esquema 111.9, pag. 236) sédo
compativeis com a estrutura proposta para 33. A andlise dos espectros de RMN *3C (Figura
111.4.37, pég. 239) do derivado 34 e comparacdo com valores registrados na literatura (JI, et
al., 1992) permitiu propor a estrutura do acido galico metilado para a substancia 34. A tabela
111.4.2, pag. 233 mostra os dados identificados nos espectros de RMN H e °C (1D e 2D) de
33, 34 e 35. O espectro de RMN 3C e DEPT (Figuras 111.4.41-42, pég. 241-242) de 35
apresenta sinais de carbonos quaternarios em dc 169,5 (carbonila conjugada), dc 146,39, dc
139,63 (carbonos aromaticos oxigenados), dc 121,68 e um sinal intenso de C-H em d¢ 109,94.
Esses sinais foram iguamente encontrados nos espectros de *C de 33 e 34, os sinais
diferentes foram dc 61,67 (CHy) edc 14,61 (CHg).

O &cido gdlico e gadato de etila podem ser formados a partir da hidrélise de taninos
(galotaninos e elagitaninos) que sdo freqlientes em espécies de Caesalpinia. Esta observacao
foi feita no estudo das espécies C. brevifolia, C. coriaria e C. spinosa (HASLAM, et a.,
1961). Elagitaninos, ac. gélico, galato de etila e tragos de &cido elagico foram isolados da
cascade C. pulcherrima (AWASTHI, et al., 1980). Nas sementes de C. gillies também foram
detectadas a presenca de taninos (AL-YAHYA, et al., 1988). Algumas atividades destes
fendis tém sido citadas na literatura como: o &cido gdlico estimula a produgdo de écidos
cindmicos, flavonodides e benzofenona e age ativando a PAL (feniladanina aménia liase)
(SIMOES, 2001). Os galotaninos apresentam duas principais caracteristicas: plantas ricas em
galotaninos sdo geralmente pobres em produtos fitoquimicos de importancia como
marcadores em sistemética vegetal e 0 &c. galico € um poderoso antioxidante (sequestrador de
radicais), portanto, age inibindo a biossintese de vérios metabdlitos especiais (SIMOES,
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Esquema 11.8 Biossintese do &cido gdico, via acido chiquimico.
2001). A rota biossintéica do &c. gdlico ocorre a via acido chiquimico conforme apresentado
no Esquemalll1.8, pag. 233 (DEWICK, 1997).

Tabelalll.4.2. Dados de RMN *H e **C do &cido gdlico (33), 4cido gélico metilado (34) e
galato de etila (35) em Metanol-D, e (RMN H, 34) en Acetona-Ds .

C 33 34 35
dy (mult.) dc dy (mult.) dc dy (mult., H2) dc
1 - 170,41 - 169,02 - 168,52
2 - 121,89 - 121,46 - 121,68
3 7,01 (s) 110,28 7,28 (s) 110,04 7,04 (s) 109,94
4 - 146,33 - 146,50 - 146,39
5 - 139,57 - 139,75 - 139,63
6 - 146,33 - 146,50 - 146,39
7 7,01 (s) 110,28 7,28 (s) 110,04 7,04 (s) 109,94
CH, - - - - 4,27 (9) 61,67
CHs - - - - 1,30(t, 6,92) 14,61
OH 9,01 (sl) - - - - -
CHs-1, - - 3,86 (s) 52,25 - -
4,5, 6 3,77 (s)
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Figura I11.4.31. Espectro de RMN *H (200 MHz, Metanol-D;) de 33 (4cido gélico).
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Figura I11.4.32. Espectro de RMN *C (50 MHz, Metanol-D5) de 33 (4cido gélico).
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Figurall1.4.33. Espectro de DEPT 90° e 135° (200 MHz, Metanol- D) de 33 (acido galico).
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Sample ID CPEPC - 15 Operator: Frances
Instrument ID Saturn GC/MS #1 Last Calibration None
Acquisition Date: 9/24/02 3:34 PM Data File c:\... \cpepc - 15.sms
Calculation Date 9/24/02 4:02 PM Method c:\... \joao.mth
Inj. Sample Notes
A kCnums. [ RIC merged CPEPC - 15.SMS
400
300
200
100
1 : ? v 5 8 7 s \d minutes
Spect 1
BP 126 (1433065=100%) CPEPC - 15.SMS 5.940 min. Scan: 637 Chan: 1 lon: 526 us RIC: 5356563 BC
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Figuralll.4.34. A: cromatograma e B: espectro de massas de 33 (&cido galico), [Coluna: CP-
SIL8CB (30mx0,25x0,25mm), Temperatura: 130C/1min-2C/min-290C/5min, lonizacdo: El
(70eV)].
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Esguema 111.8: Mecanismo de fragmentacdo proposto parajugtificar os picos detectados no espectro
de massasde 33 (&cido gdico), Figura l11.4.34.
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Figura I11.4.36. Espectro de RMN *H (200 MHz, Acetona-Ds) de 34 (4cido galico metilado).
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Figuralll.4.39. Espectro de RMN *H (200 MHz, Metanol-Dg4) de 35 (galato de etila).
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[11-4.7. FlavonGide L uteolina (Substancia 31)

Os espectros de 1V de 31 e de seu derivado metilado 32 (Figura 111.4.43, pag. 246 e
Figura 111.4.47, pag. 248) apresentam semelhancas nas bandas de absor¢do para o0 grupo
hidroxila (3424 e 3324 cmi®, estiramento de OH), grupamentos C=0 (1657 e 1658 cmi') de
carbonila conjugada, C=C (1610 e 1608 cm*, 1512 e 1505 cmi™ 1449 e 1442 cmt) de anel
aromético. Os espectros de RMN H (Figura 11.4.44, pag. 246), COSY-'H-1H (Figurall.4.46,
pag. 247) de 31 demonstram sinais tipicos de flavondide, com o sinal em 13,03 ppm para o
hidrogénio do grupo OH em ponte de hidrogénio. Os singletos em dy 6,24, 6,52 e 6,58 sd0
referentes aos H-3, 6 e 8, respectivamente, dos anéis A e C. O anel B apresentady 7,49 (d) do
H-2', sinais de H5 com d 7,00 (d, 7,8 Hz) e H6' com d 7,48 (d, 7,8 Hz). O espectro de
COSY-'H-1H apresenta sinais de acoplamento meta entre os sinais dy. 6,52 () com dy.g 6,58
(d) e acoplamento orto envolvendo os sinais dys 7,00 (d, 7,8 Hz) com dys 7,48 (d, 7,8 H2).
Com a adicdo de D,O na amostra ocorre 0 desaparecimento do sinal em 13,03 ppm, devido a
trocade H por deutério (Figura11.4.45, pag. 247). O espectro de RMN de *H (Figura 111.4.49,
pag. 249) do derivado metilado (32) revela de trés metoxilas com dy em 3,86, 3,94 e 3,96,
além dos sinais dos hidrogénios arométicos com melhor resolugdo. Os picos 328 [(M™),
100%)], 313 [(M - CHs), 1%] e 299 [(M — CO - H), 25%)], detectados no espectro de massas
deste produto (Figura 111.4.48, p&g. 248: Esquema 111.10, pag. 245) serviu para confirmar a
estrutura proposta para a flavona natural. Os dados de RMN *H (HARBORNE, 1993) foram
comparados com os da luteolina e de seu derivado 7, 3', 4’ trimetil luteolina (DEVI et al.,
1979). A luteolina j& havia sido isolada anteriormente da espécie Caesalpinia gilliesii
(SUAREZ, et al., 1984).

Tabelalll.4.3. Dados de RMN *H do flavonéide luteolina (31) em Acetona-Ds e do derivado
7,3, 4 trimetil luteolina (32) em CDCk .

H 31% (Acetona-Dg) 32 31 (HARBORNE, 1993)
dy (mult., H2) Oy (mult., Hz) dy (DM SO-Dg, mult., Hz)
3 6,24 (9) 6,57 (S 6,69 (9
6 6,52 (9 6,36 (9 6,22 (d, 2,1)
8 6,58 (9) 6,48 () 6,47 (d, 2,1)
2 7,49 (d) 7,32 (d) 743 (d, 2,1)
5 7,00 (d, 7,9) 6,95 (d, 8,49) 6,92 (d, 9,0)
6 7,48 (d, 7,8) 7,50 (d, 8,0) 7,44 (dd, 2,1; 9,0)
OH-5 13,03 (5 12,77 (9 -
CHas-7 3,86 (9
CHs-3 4 3,94/3,96 (9*

O espectro de COSY- “H - “H foi usado nas atribuicdes. * Os valor es podem ser invertidos.
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mz328 (M™)

32: C1gH1506 (M=328 1)

MS: 328 [(M"), 100%]
313[(M™"- CHy), 1%)
299[(M* - H, -CO), 25%)]

O  miz299(25)

Esquema 111.10. Mecanismo de fragmentac&o proposto para justificar os picos detectados
no espectro de massas de 32 (7, 3', 4’ trimetil luteolina).
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111-4.8. Brevifolato de etila (Substancia 36)

O espectro de IV (Figura 111.4.50, pag. 254) revela bandas de absorcdo para grupo
hidroxila, 3453, 3228 cm* (estiramento O-H), 1736, 1695 e 1667 cm® (estiramento de C=0O
de carbonila de éster e lactonaa,b insaturada), 1599, 1526 crmi (estiramento de C=C) e 1391,
1329 e 1280 cmi* (estiramento C-O). Estes dados estdo de acordo com substancias fendlicas
detectadas através de reveladores quimicos em camada fina. O espectro de RMN H (Figura
111.4.51-53, pé&g. 255-257) apresenta um tripleto em dy 1,2 (J=7,7; 3H) atribuido ao grupo
metila, um quarteto em dy 4,08 (J=7,0; 2H) para hidrogénios metilénicos de um grupo etoxila.
Os snais em dy 2,98 com Jx=18,4 (geminal), Jx=8,04 (vicina), dy 2,42 com J4=18,4
(gem.), Jac=2,2 (vic.) eem dy 4,41 com J.x=8,0 e J,=2,2 foram atribuidos a um sistema ABC
correspondente aos hidrogénios H2a', H2b’ e H3' que estdo acoplando entre si, conforme
indicado na estrutura 36. O hidrogénio aromatico (H-8) aparece como singletoem d 7,3.

O
Jaxial .equat. \ ~

Ha

Joos . _—
axial,axial O OB

Hy
36

A andise do espectro de RMN *C e APT (Figura 111.4.54, pég. 258) permitiu
confirmar o grupo etoxila com os sinais em d¢ 13,9 (CH3) e dc 60,60 (CH,-O). O anel de 5
membros é representado pelos carbonos em d 37,05 (CH»-2'), d 40,73 (CH-3') e a carbonila
em d 193,07 (C-1'). A unidade aromaética esta representada pelos sinais em 108,07 (CH-8),
112,9 (C-9), 114,9 (C-10), 138,55 (C-3), 140,31 (C-6), 143,7 (C-5), 145,8 (C-4), 149,7 (C-7),
160,17 (C-1) e 172,04 (C-4') presentes no espectro de RMN 3C cuja andlise comparativa
com o espectro de APT permitiu identificar suas respectivas multiplicidades. A andlise dos
espectros de HMQC (Jch) e HMBC ¢3J) (Figuras 111.4.55-58, pég. 259-262) permitiu
confirmar a estrutura proposta 36. A comparacéo dos dados de 36 com valores da literatura
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(PARVEEN, et al., 1988; GOTTLIEB, et al., 1991) (Tabela l11.4.4, pag. 253) para o brevifolato
de etila confirmam a proposta estrutural. A brevifolina (modelo 1) e o acido brevifolinico
(modelo I1) j& haviam sido isolados da espécie Caesalpinia brevifolia (SCHMITH &
BENAUER, 1954; SCHMITH et al., 1967). Esta é aprimeira vez que o brevifolato de etila &
registrado no género Caesalpinia. A prosposta da rota biossintética dessa substancia esta
descrita no Esquema 111.11, pag. 252. Este constituinte natural junto com outros constituintes
fendlicos foram divulgados ra literatura (DANIEL, et al., 2004).
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HO. OH 0
O—H
g7

acido gglico

L S CO,H H

Via &cido chiquimico HO. a4
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Esquema lll.11 - Proposta bioss ntética para o brevifolato de etila 36, (dados
néo publicados).
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Tabela I11.4.4. Dados de RMN !H e *C (1D e 2D) do brevifolato de etila 86) em

DMSO-Dsg.
36 (“Jch) 36 (HMBC - “°JcR) Literatura (GOTTLIEB, etal.,
1991) em piridina-Ds
C de oy (mult., H2) “JcH “Jew de ohy
1 160,2 - H-8 161,41 -
3 138,6 - H-3 139,65 -
4 145,8 - H-3 147,10 -
5 143,7 - 145,88 -
6 140,3 - H-8 142,40 -
7 149,7 - 151,43 -
8 108,1 73(9 109,08 7,91 (s)
9 112,9 - 114,57 -
10 114,9 - H-8 116,33 -
T 193,07 - H-2 193,18 -
2 37,1 2,98 (dd; 18,4; 8,04) H-3 38,04 3,19 (dd; 18,5; 8,0)
2,42 (dd; 18,4; 2,2) 2,87 (dd; 18,5; 2,0)
3 40,7 4,41 (dd; 8,0; 2,2) H-2 42,18 4,91 (dd; 8,0; 2,0)
4 172,0 - H-3 H-2'";,CH, 172,98 -
CH, 60,6 4,08 (q; 7,0) CHs 61,15 4,29 (dg; 11,0; 7,0)
4,20 (dg; 11,0; 7,0)
CHs 13,90 12t 7,7) CH;, 14,18 1,12 (t; 7,0)
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Figurall1.4.50. Espectro de |V de 36 (brevifolato de etila).
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CAPITULO IV
USO DE CLAE NA IDENTIFICA(;AO DE BIFLAVONOIDES EM FOLHAS
INTEIRAS E MOIDAS DE Ouratea semisserata (OCHNACEAE)
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IV.1. Objetivos

a) Estabelecer uma metodologia eficiente para aidentificagdo de biflavondides em espécies
de Quratea;

b) Verificar se os biflavonoides presentes em Ouratea semisserrata estéo localizados nos
extratos metandlicos das folhas inteiras ou moidas,

c) ldentificar se os biflavondides isolados de espécies de Luxemburgia (Ochnaceae) estdo
presentes Ouratea;

V.2, Experimental
IV.2.1. Instrumental

O sistema de cromatografia com fase liquida de alta eficiéncia utilizado consiste em
uma bomba modelo LC-10AD, equipado com um detector de fotodiodo (PDA) SPD-10VP
(Shimadzu) e injetor Rheodyne (1725) com alga de amostragem de 20 L. O registro dos
cromatogramas foi realizado com integrador de dados modelo CLASS-LC10 Shimadzu. A
separacdo cromatogréfica foi feita em uma coluna analitica de fase reversa C-18 (250 mm x
4,6 mm x 5mm) Betasil, utilizando um sistema isocrético de metanol/H,O/acetonitrila/écido
acético (20:40:39:1) como fase mével e velocidade de fluxo 1 mL.min™. Os extratos foram
monitorados a 240, 254, 290 e 300 nm.

Os sinais cromatogréficos foram identificados por comparacdo com os tempos de
retencdo e pel os espectros de absorcéo no UV (PDA) com as substancias padréo.

IV.2.2. Material vegetal
As folhas de Ouratea semisserrata foram coletadas na Cachoeira das Andorinhas,
Ouro Preto, Minas Gerais.

IV.2.2.1. Elaboracéo dos extratos

As folhas secas de Ouratea semiserrata (499 g), antes de moer, foram extraidas com
hexano e em seguida com metanol/H,O (9:1), a temperatura ambiente até completa
exaustdo. As solucdes extrativas foram concentradas em rotavapor, sob pressdo reduzida
fornecendo 3,2 g de extrato hexéanico e 12,5 g do extrato metandlico. Apds a evaporacao do
solvente as folhas foram moidas e extraidas novamente com hexano e metanol/H,O (9:1),
obtendo-se 2,0 g de extrato hexanico das folhas moidas e 30,0 g do extrato metandlico das
folhas moidas. Os extratos metandlicos antes de moer (800 mg) e moidos (800 mg) foram
fracionados com CHCl (100%) e MeOH (100%) em coluna aberta de gel de silica (5,0 g)
com carbonato de cédlcio (2,0 g) e carvao ativo (2,0 g) para retirar a clorofila. As fragdes
cloroférmicas e metandlicas foram evaporadas, redissovidas em MeOH e filtradas em
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membrana de nylon (Millipore), antes da andlise por CLAE. Na andlise por CLAE foram
utilizados os extratos metandlicos das folhas inteiras e moidas.

IV.2.3. Reagentes e flavonoides padr 6es

Todos os solventes utilizados foram grau analitico e espectroscopico VETEC (Tedia,
Brasil). Os padrdes de flavondides foram: agatisflavona 8) e 7"-metilagathisflavona (5)

isolados de O. hexasperma (conforme Capitulo 1) , amentoflavona (37) e
podocarpusflavona (37a) isolados de O. semiserrata (VELANDIA, et al., 2002), 2",3"-

diidroochnaflavona (43) isolada de Luxemburgia nobilis (OLIVEIRA, et al., 2002) e
luxenchalcona (47) foi isolada de L. octandra (CARVALHO, et al., 2004). Todos &
padrdes foram solubilizados em MeOH e usados como solugdo estoque.

1VV.3. Resultados e discussao
IV.3.1. Perfil dos flavonoides padrdes por CLAE

Na Figura 1V.3.1, abaixo estdo as estruturas dos biflavondides padroes:
agatisflavona (8), 7”-metilagathisflavona (5), amentoflavona (37), podocarpusflavona
(37a), 2”,3"-diidroochnaflavona @3) e luxenchalcona (47). Todos foram cromatografados
separadamente, para determinagdo do tempo de retencéo e obtencdo do espectro de UV. Os
cromatogramas e 0s espectros de obtidos por CLAE sdo mostrados na Figura 1V.3.1.
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FiguralV.3.1. Cromatogramas e espectros de UV dos flavondides padrdes [Coluna C-18
(250 mm x 4,6 mm x 5nm) Betasil, eluente metarol/H,O/acetonitrila/acido acético
(20:40:39:1)]. A) agatisflavona, Tempo de retencdo: 3,763 B) 7”-metilagathisflavona,
Tempo de retencdo: 6,065 C) amentoflavona, Tempo de retencdo: 4,322 D)
podocarpusflavona, Tempo de retencdo: 8,459 E) 2”,3"-diidroochnaflavona Tempo de

retencdo: 9,741 e F) luxenchal cona, Tempo de retencéo: 16,158.
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IV.3.2. Perfil cromatografico dos extratos de Ouratea e identificacdo das substancias

As andlises por CLAE dos extratos metandlicos das folhas inteiras e moidas de O.

semiserrata sdo mostradas na Figura 1V .3.2, pag. 272.
A identificagéo das substancias nos extratos foi feita por comparagéo dos tempos de

retencdo entre os picos desconhecidos e os flavondides padres e comparagdo dos espectros
de absorcdo no UV (detector de fotodiodo), com os flavondides padrdes.
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Figura 1V.3.2. Cromatogramas e espectros de UV dos extratos metandlicos de O.
semiserrata [Coluna C-18 (250 mm x 46 mm x 5nmm) Betasil, eluente
metanol/H,O/acetonitrila/acido acético (20:40:39:1)], sendo NI: picos ndo identificados.

Através da andlise do perfil cromatografico e dos espectros de UV foi possivel
identificar os biflavonoides. amentoflavona, podocarpusflavona e 7’ -O-metilagatisflavona
no extrato metandlico das folhas moidas de Ouratea semiserrata. O estudo fitoquimico
realizado, anteriormente, com esta espécie forneceu a podocarpusflavona e amentoflavona
(VELANDIA, et al., 2002), porém a 7"-O-metilagatisflavona foi isolada somente de O.
hexasperma (MOREIRA, et al., 1999; DANIEL, et al., 2004). Os biflavondides ndo foram
detectados no extrato metandlico das folhas inteiras. Foram observados picos adicionais
(NI) no extrato metandlico moido, cujos perfis das curvas de UV sugerem a presenca de
outros flavondides diferentes dos padrdes utilizados. O uso de CLAE semipreparativa foi
utilizado por BOSSO (2004) como tentativa de isolamento das substancias correspondentes

aesses picos adicionais.
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1VV.3.4. Conclusdes

A aplicacdo de cromatografia com fase liquida de ata eficiéncia é utilizada como
um método sensivel para a deteccdo de biflavondides (MEURER-GRIMES &
STEVENSON, 1994). A técnica conduziu a identificacdo de outros biflavondides em
menor tempo e maior precisao gque as técnicas cromatogréficas tradicionais.

O método também ¢é eficiente para o monitoramento dos flavondides nos extratos
fornecendo um perfil analitico do material em estudo, e inclusive, como identificagdo da
fracéo a ser avaliada farmacol ogicamente.

As substancias 27,3"-diidroochnaflavona (43) e luxenchalcona (47) isoladas
somente em espécies de Luxemburgia (Ochnaceae), ndo foram identificadas em Ouratea
semiserrata, confirmando a auséncia em espécies de Ouratea. Este perfil quimico permite
propor uma rota biossintética (Cap. I, Esquema 1 pg. 16) que pode ser usada como
caminho distinto na formag&o das biflavonas, tendo como intermediarios as chal conas.
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CAPITULO V
ENSAIOSBIOLOGICOS
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V.1. Objetivos

Contribuir para o estudo bioldgico de Caesalpinia peltophoroides e Ouratea
hexasperma;

Testar a atividade biol6gica das substancias isoladas em maior quantidade;

Avdiar a atividade antibacteriana dos extratos de Caesalpinia peltophoroides e
algumas substancias isoladas,

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de Caesal pinia peltophoroides;

Avdliar a atividade antitumoral frente a 5 linhagens celulares: HT-29
(adenocarcinoma de colon humano), NCI-H460 (carcinoma de pulmdo e ndo pequenas
células), RXF-393 (carcinoma rena), OVCAR-3 (adenocarcinoma de ovario) e MCF7
(adenocarcinoma de mama) dos biflavondides. 7,7’-O-dimetilanaraflavona (2), 77-O-
metilagatisflavona (5), agatisflavona (8) e fracdo com mistura de 7’-O-metil agatisflavona
(5) e agatisflavona (8) isolados de Ouratea hexasperma.

V-2. AVALIACAO DE TOXIDADE GERAL COM ARTEMIA SALINA LEACH
(SIQUEIRA, et al., 1998).

O bioensaio utilizando Artemia salina determina valores de DLsy de substéncias
ativas em meio de salmoura. O método € rapido, confidvel e barato além de utilizar
pequenas quantidades de material, sendo assm uma Gtima ferramenta para avadiar a
toxidade de substancias(MCLAUGHLIN et al., 1991).

Este teste verifica a toxidade geral dos extratos, fragdes e de substancias isoladas,
em que sdo utilizadas larvas de microcrustaceo A. salina. Os ovos de A. salina (marca
Maramar) sdo incubados em &gua de mar artificial, a 20-30 °C. Os constituintes da dgua do
mar artificial sdo: 23g NaCl, 11g MgCl,.6H,0, 4g N&SO,, 1,3g CaCl,.2H,0 e 0,7g de KCI
em 1000ml de &gua destilada (PARRA et al., 2001). Para a eclosdo dos ovos, no periodo de
48 horas, é utilizada uma caixa sendo o0 seu interior separado por uma divisdria com
microperfuracdes, de forma a que apenas um dos lados fique iluminado para permitir, por
fototropismo, a migragéo das larvas. Os extratos e/ou substancias isoladas séo dissolvidos
em DM SO e posteriormente adicionados em cinco concentragdes a tubos de vidro contendo
5ml de &gua de mar artificial e 10 a 15 larvas de A. salina. As andlises sdo realizadas em
quadruplicata. As larvas mortas e vivas sdo contadas ap6s 24 horas e os valores de DLsg
(Dose Letal-50%) calculados através de métodos estatisticos de regressdo linear (MEYER
et al.,, 1982). Os resultados sdo considerados bioativos se os valores de DLsg forem
inferiores a 1000 ng/ml (MEYER et al., 1982).

Foram redlizados os testes de toxidade geral com extratos de Caesalpinia
peltophoroides e Ouratea hexasperma (a preparacdo dos extratos testados esté descrita nos
Capitulos | elll).

Foram avaliados os seguintes extratos de C. peltophoroides:

Flores
Extrato etandlico: DLsp = 33,5 ng/mL
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Extrato etandlico-Particdo AcOEt: DLgy= 29,3 ng/mL
Extrato etandlico-Particdo Butandlica: DLse= 66,5 ng/mL

Foi avaliado o seguinte extrato de Ouratea hexasperma:

Folhas
Extrato metandlico: DLsy = 54,17 ng/mL

O extrato Etandlico-Particdo AcOEt de C. peltophoroidesfoi o extrato mais ativo.

V-3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Este experimento foi realizado em colaboraggo com o Departamento de
MicrobiologiaMIB, Laboratério de Bacteriologia, Universidade Estadual de Londrina-
UEL, pelo grupo de pesquisa da professora Dra. Halha O. Saridakis e com a participagdo do
aluno de mestrado Wanderlei Schmitz.

V.3.1. Introducéao

O uso de plantas como fitoterapicos tem aumentado nas Ultimas trés décadas. Na
verdade ha uma caréncia de antibidticos na terapia, levando a uma intensa pesguisa de
novos farmacos. Os antibidticos constituem um grupo especia de agentes terapéuticos,
produzidos e obtidos a partir de organismos vivos. Essas substancias apresentam, em
pequenas concentragdes, as seguintes propriedades. atividade letal ou inibitdria contra
muitas espéecies microbianas, prevencdo do desenvolvimento de cepas resistentes, auséncia
de efeitos indesgjaveis ao hospedeiro e estabilidade quimica (YUNES & CALIXTO, 2001).
O estudo da atividade antibacteriana do extrato das flores e substancias isoladas de C.
peltophoroides foi 0 primeiro realizado nessa espécie (DANIEL, et al., 2004). Para avaliar
a atividade bactericida/bacteriostatica dos extratos e substancias isoladas séo realizados
testes de acordo com métodos tradicionais como Técnica de Pour-Plate e Difusio em Agar
(SAEED, et al., 2001).

V.3.2. Materiaise M é&odos

Os extratos de C. peltophoroides e as substancias usadas para os testes foram
obtidos de acordo com o esquemallll.l, descrito no capitulo 111.

As bactérias utilizadas para os testes foram: Acinetobacter baumanii (isolado
clinico), Escherichia coli (ATCC25922), Klebsiella pneumonie (ATCC 13883), Salmonella
choleraesuis (ATCC10708), Saphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC27853), Enterococus faecalis (ATCC 23212), Staphylococcus aureus
(ATCC25923), P=udomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC
25922). Os testes foram realizados pela dispersdo dentro de placas de Petri de um volume
conhecido de cada extrato/substancia, de modo a obter-se uma concentragdo necessaria por
ml do meio. O agar Muller Hinton (M.H.A) apds ser fundido e resfriado foi adicionado

278



sobre o extrato/substancia e cuidadosamente homogeneizado (Técnica de Pour-Plate).
V olumes conhecidos das suspensdes bacterianas foram dispostos na superficie seca do agar
e incubados a 36°C por 18 a 24 hs. Duas placas controle foram utilizadas para o
crescimento bacteriano, uma contendo agar Muller Hinton e 2% EtOH sem o
extrato/substancia e a segunda somente o M.H.A. Cada teste foi realizado em duplicata, e
os resultados obtidos apds a evolugcdo ou inibicdo do crescimento bacteriano, quando
comparados com as placas controle.

V.3.3. Resultados

Testes preliminares: 0 extrato etandlico na concentracdo de 5 mg/ml inibiu o
crescimento de K. pneumonieg, S. aureus e P. aeruginosa e em 7 mg/ml de A. baumanii, E.
coli, e S. choleraesuis (DANIEL, et al., 2002). De acordo com esses resultados, foram
testados: o extrato etandlico (2 mg/ml), particdo AcOEt (2 mg/ml), 5hidroximetilfurfural
(2 mg/ml), &cido gdico (1 mg/ml) e gaato de etila (100 ng/ml) mnforme Tabela V.1,
abaixo. As bactérias foram testadas devido a sua importancia clinica. A particéo em acetato
de etila mostrou significante inibicdo contra todas bactérias testadas

Tabela V.1. Atividade antibacteriana de extratos e substancias das flores de
Caesalpinia peltophoroides

Material testado

giﬁg&?r_ acdo (M) Extrato Particao Acido | Galato de | 5-hidroxime-
EtOH AcOEt galico etila tilfurfural
2mg/mi 2mg/mi Img/ml | 100nmg/ml Img/ml
Escherichia coli 10 +2 ++++ . na —+
(ATCC25922) 10° + +H++ ot na +
Pseudomonas 107 ++++ ++++ T+ na T+
aeruginosa 10°° 4+ -+ FH++ na +
(ATCC 27853)
Saphylococcus  107° +++ ++++ na na e
aureus 104 +++ 4+ na na o
(ATCC 25923)
Enterococus 10°¢ ++++ ++++ ++++ na T+
faecalis 10°3 et R -+ na —
(ATCC 23212)

%++++= completa inibicdo do crecimento bacteriano
+++ e ++=inibicdo parcial

+=inibicdo n&o significante

na= inativo
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V-4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Este experimento foi realizado em colaboragdo com o Laboratério de Toxicologia
Ambiental (Imunotoxicologia) - LATAI, Departamento de Biologia Animal, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, UFRRJ, pelo grupo de pesquisa do Pr. Dr. Ronald Bastos
Freire e participagdo dos graduandos do curso de biologia Kelly Zolli Alves (aluna de
iniciacdo cientifica) e Fernando Marcelo Loureiro.

V.4.1. Introducdo

Em organismos aerdbicos, o oxigénio molecular € o aceptor final de elétrons em
diferentes sistemas de transporte, 0s quais estdo presentes nas mitocondrias. Evidéncias
atuails mostram que os aspectos favoravels da vida aerébica estdo também ligados a
processos potencialmente perigosos ligados a0 oxigénio. Varias espécies instaveis, e
radicais livres reativos derivados do oxigénio sdo produzidos durante o metabolismo do
OXigénio e processos oxidativos da vida celular. Dentre eles incluemse o radical anion
superdxido (O,7). Danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio tém sido
chamadas de “ estresse oxidativo” (MARR & MULLER, 1995).

O papel dos radicais livres nos processos patol 6gicos, nas doencas, nas intoxicagoes
e no envelhecimento tem se tornado uma &rea de grande interesse. As espécies reativas de
oxigénio (ERO’'S), sdo continuamente formadas no organismo, estimando-se que cerca de
5% de todo oxigénio inspirado transforma-se em ERO’'S. Estas espécies quimicas,
geramente so inativadas pelas defesas antioxidantes do organismo. Todavia, quando
geradas em excesso, sgja por um aumento da producdo por processos morbidos ou fatores
ambientais, sgja por reducdo da capacidade antioxidante, tornam se deletérias para todas as
estruturas organicas. Esta situacdo é agravada na presenca de ions metdlicos, tais como
ferro e cobre. Os radicais livres tém sido implicados em lesdes de células, membranas
celulares vérias condicbes clinicas tais como, injurias da isquemialreperfusdo, enfarte,
cancer, artrite, vérias doencas sanguineas, doencas degenerativas, como Parkinson,
deméncia senil entre outras (ARUOMA, 1996a).

A busca de novos antioxidantes, mais especificos, mais potentes e a compreensao de
Seus mecanismos de agdo tornam esta &rea muito atraente. Em conseguiéncia disso, a
pesquisa de drogas que também apresentam efeito antioxidante (ARUOMA, et al., 1991,
PUPPO, et al., 1990) e antioxidantes de origem natural, tém progressivamente, assumido
um papel de destaque (AKANMU, et al., 1991).

Muitos estudos tém demonstrado a existéncia de capacidade antioxidante em
extratos vegetais. Extratos de plantas que sdo geralmente empregadas como condimento
(alecrim) apresentando excelentes atividades antioxidantes (ARUOMA, 1996a) e antiviral
(ARUOMA, et al., 1996b).

O fator importante € a presenca da hidroxila fendlica, que confere a capacidade
antioxidante da substancia. Contudo, a sua eficiéncia depende da sua localizagdo na
molécula, da estrutura e do nimero de hidroxilas presentes (COTELLE, et al., 1992). A
inibicdo da lipoperoxidacdo é influenciada por um certo nimero de caracteristicas
estruturais dos flavondides: 1) presenca de um grupamento hidroxila na posicéo 3 do anel
C; 2) aligacéo dupla entre os carbonos 2 e 3 do anel C; 3) o grupo carbonila na posi¢éo 4
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do anel C; 4) o padrdo e o nimero de grupos hidroxilas nos anéis A, B e C; 5) a presenca de
acucares e 6) a atividade quelante pela associagdo do grupo carbonila no carbono 4 e uma
hidroxilano carbono 3 e/lou 5 Figura V.1, abaixo (YUNES & CALIXTO, 2001).

Figura V.1. Elementos estruturais para a atividade antioxidante dos flavondides;

V.4.2. Materiaise M éodos
V.4.2.1. Preparacao dos extratos

Os extratos de C. peltophoroides usados para os testes foram obtidos de acordo com
o esquemalll.l, pag. 201, descrito no capitulo 1.

V.4.2.2. Procedimento Experimental:

Neste ensaio, as substéncias reativas com &acido tiobarbitirico (TBARS) foram
expressas em termos da concentragdo de malonil-dialdeido (MDA) e 4- hidroxinonenal (4-
HNE) em nmol/mL (RIBEIRO, et al., 2002; OHKAWA, et al., 1979), visando a
identificacdo de substancias capazes de interagir com model os geradores de radicais livres
(RL). Pela sua interagdo com RL oriundos da lipoperoxidacdo de membranas eritrocitarias
induzida por Fet++/acido ascorbico com formagdo de MDA ou sistemas ndo enziméticos
formados por agentes oxidantes, na presenca de sulfato ferroso e é&cido octandico, com
geracao de radicais livres decorrentes da formagéo de HNE. Os testes foram realizados em
quadruplicata. 100 mg dos extratos foram dissolvidos em 0,01 ml de DM SO (veiculo).
Controles apropriados foram realizados para eliminacdo de interferéncias no ensaio. Para o
controle positivo foram usados 2000 Ul de vitamina E (Tocoferol). Os ensaios foram
otimizados para cada amostra e medindo a concentracdo de MDA e HNE antes e apés a
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exposicao do extrato (KIM, et al., 2002; GAD, 2000; RIBEIRO, et al., 2002; OHKAWA,
et al., 1979). A atividade biolégica relacionada & geracdo de radicais livres foi realizada
apos aincubacdo a 37 °C de ambos os sistemas durante diferentes intervalos de 30, 60, 90 e
180 minutos, respectivamente, findos os quais, acrescenta-se acido tiobarbitarico que apds
incubacdo a 92°C durante 10 minutos, desenvolve cor, medidos fotocolorimetricamente a
532 nm.

V.4.4. Resultados

O extrato etandlico e a particdo em AcOEt das flores de C. peltophoroides foram
avaliados frente a sistemas geradores de radicais livres e verificorse que os extratos
aumentaram a concentracao de radicais livres nos dois sistemas testados, sendo a particéo
acetato de etila mais toxica (dados ndo publicados). Esses resultados contrariam a presenca
de substancias fendlicas isolados nos extratos: acido galico, brevifolato de etila, galato de
etila, que sdo potencidmente sequestradores de radicais livres. A presenca dessas
substancias deveria promover uma atividade antioxidante (SOLON, et al., 2000). A
auséncia do efeito antioxidante pode ser atribuida a concentracdo na qual o extrato foi
testado.

V-5. ATIVIDADE ANTITUMORAL DE BIFLAVONOIDES ISOLADOS DE O.
hexasperma

Realizado em colaboragdo com as Dras. Ivana Grivicich e Adriana Brondani do
Org&o Oficial da América do Sul para Desenvolvimento de Drogas Anticancer (SOAD),
Universidade Luterana do Brasil, Laboratorio de Marcadores de Estresse Celular, Canoas,
RS. Com participacdo da estagiéria Sandra da Matta.

Na tentativa de se obter novos agentes quimioterapicos mais ativos e seletivos e
menos tdxicos, sdo realizados testes com linhagens de células tumorais.

Os hiflavondides isolados de espécies Ouratea hexasperma, O. semiserrata e
Luxemburgia nobilis mostraram atividade antitumoral contra células do Carcinoma Ehrlich
(CARVALHO et al., 2002), inibicdo das DNA topoisomerases (GRYNBERG et al., 2002),
efeitos antiproliferativos e ativagdo da apoptose em células de tumor Ehrlich (GRYNBERG
et al., 1998). Esses resultados estimularam a continuidade de novas pesquisas.

V.5.1. Materiaise M étodos
V.5.1.1. Obtencao dos biflavonéides

Os biflavondides testados foram: 7,7”-O-dimetilanaraflavona (2), 77-O-
metilagatisflavona (5), agatisflavona 8) e fracdo (OFMHE-6) com mistura de 77-O-
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metilagatisflavona () e agatisflavona () (Figura V.2). O isolamento dessas substancias
esta descrito no Cap. | (Esquemal.3.1, pag. 23).

Figura V.2. Estrutura dos biflavondides

V.5.1.2. Procedimento Experimental:
Manuntencao da linhagem celular

As linhagens de celulares HT-29 (adenocarcinoma de célon humano), NCI-H460
(carcinoma de pulmdo e ndo pequenas células), RXF-393 (carcinoma renal), OVCAR 3
(adenocarcinoma de ovéario) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama) foram mantidas em meio
de cultura RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino. Todas as células
foram cultivadas a temperatura de 37 °C e pressdo atmosférica de 5% de COs..
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Estudo deinibicdo do crescimento celular

No ensaio de atividade antiproliferativa, as biflavonas foram dissolvidas em
dimetilsulfoxido (DMSO), e adicionadas a dilui¢des de cultura das células dando uma
concentracdo final de 0,25 % (v/v). As células foram incubadas em microplacas de 96
pocos. Depois de 24 horas, as culturas foram tratadas com as biflavonas por 72 horas, em
triplicata, obtendo um volume fina de 200 ..

As respostas celulares foram obtidas através do ensaio colorimétrico de
sulfordamina B (SRB) (SKEHAN, et al., 1990). As culturas foram fixadas com &cido 50%
de tricloroacético (p/v; 50 mL) e mantidas com 0.4% (pt/vol) SRB. Apoés a ligagdo célula-
SRB foram solubilizadas por adi¢do de 10 mM Tris base [tris (hidroximetil) aninometano].
Na ultima etapa, a avaliagdo colorimétrica foi realizada através a leitura em microplacas por
ELISA em 540 nm. As curvas dose resposta (Figura V.3; Figura V.4; Figura V.5; Figura
V.6, pag. 284-285) determinam os valores de ICso (concentracdo que as biflavonas inibem
50% do crescimento celular) quando comprados com controles sem adi¢do das amostras.

V.5.2. Resultados

A tabelaV.2, abaixo mostra os valores de |1 Cso dos biflavonéides, demonstrando que
todos os biflavondides testados sdo citotoxicos e o efeito antiproliferativo depende do tipo
de célulatumoral, e apenas a agatisflavona (8) ndo apresentou inibicdo satisfatoria frente as
células testadas (dados ndo publicados).

TabelaV.2. Vaoresde|Cso (MM; n 3 3) dos biflavondides sobre o crescimento das células

tumorais. As respostas celulares foram avaiadas imediatamente apds tratamento 72 horas
usando o ensaio SRB.

Cédulas 7,7"-O- 7"-O- agatisflavona + 7" -
tumorais dimetilanaraflavona metilagatisflavona agatisflavona O-metilagatisflavona
HT-29 > 50 3,38+ 0,42 >50 819+1,19
N CI-H460 0,77 £0,08 4,36 + 0,35 > 50 9,88 +1,57
RXF393 40,61+ 1,44 3,86 + 0,64 44,89+ 1,84 8,39+1,48
MCF-7 2,42+ 0,22 4,58 + 0,22 >50 9,02+1,20
OVCAR-3 2,57+0,32 4,18 + 0,82 > 50 10,45 + 2,56
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Figura V.3: Porcentagem de inibic&o das células. adenocarcinoma de célon humano HT-29

(? ), carcinoma de pulm&o e ndo peguenas células NCI-H460 (?), carcinoma renal RXF-

393 (@), adenocarcinoma de mama MCF-7 (M), e adenocarcinoma de ovario OVCAR-3
(V) depois 72 horas de tratamento com 7,7 -O-dimetillanaroflavona.
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Figura V.4: Porcentagem de inibic&o das células: adenocarcinoma de célon humano HT-29

(? ), carcinomade pulmé&o e ndo pequenas células NCI-H460 (?), carcinomarena RXF-

393 (), adenocarcinoma de mama MCF-7 (W), e adenocarcinoma de ovario OVCAR-3
(V) depois 72 horas de tratamento com 7”- metilagatisflavona.
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Figura V.5: Porcentagem de inibicdo das células: adenocarcinoma de célon humano HT-29

(? ), carcinoma de pulmdo e ndo pequenas células NCI-H460 (?), carcinoma renal RXF-
393 (@), adenocarcinoma de mama MCF-7 (M), e adenocarcinoma de ovario OVCAR 3
(V) depois 72 horas de tratamento com OFMHE-6, mistura de agatisflavona e 7’-
metilagatisflavona.
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Figura V.6: Porcentagem de inibi¢do das células. adenocarcinoma de célon humano HT-29
(? ), carcinoma ce pulméo e ndo pequenas células NCI-H460 (?), carcinoma renal RXF-
393 (¢ ), adenocarcinoma de mama MCF-7 (M), e adenocarcinoma de ov&io OVCAR-3
(V) depois 72 horas de tratamento com agatisflavona.
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V.6. Conclusdes

Os ensaios hiol6gicos com os extratos e algumas substancias isoladas contribuiram
para tracar um perfil farmacoldgico das espécies estudadas fitoguimicamente, e mostrar a
importancia da interdisciplinaridade entre vérias areas como, microbiologia, biologia,
farmacologia e quimica.

Os resultados do ensaio antibacteriano demonstraram que o extrato de C.
peltophoroides foi mais ativo que agumas substéncias isoladas, determinando a
necessidade de um ensaio preliminar com os diferentes extratos obtidos. Além de mostrar o
excelente potencial antibacteriano do extrato, quando testado em baixas concentracoes.

O ensaio antioxidante com as flores de C. peltophoroides determinou o perfil toxico
do extrato etandlico, restando a continuagdo dos ensaios com as substancias isoladas.

Os resultados do ensaio antitumoral com os biflavondides isolados de O.
hexasperma confirmam o potencial dessas substéncias para a agdo citotoxica, como ja
comprovado anteriormente contra células do Carcinoma Ehrlich (CARVALHO et al.,
2002), e nainibicdo das DNA topoisomerases (GRY NBERG et al., 2002).

287



V.7. Referéncias— Capitulo V

AKANMU, D.; CECCHINI, R.; ARUOMA, O. I. The antioxidant Action of ergothioneine.
Arch. Biochem. Biophys 288 (1), 10-16, 1991.

(8 ARUOMA, O. I. Eat, Drink and be Healthy. Chemistry in Britain, 29-31, 1996.

(b) ARUOMA, O. I.; HALLIWELL, B.; MAHMOOD, N. Evaluation of the antioxidant

and antiviral actions of herbal preparations:. Rovital and Carciverin V (C1983). Phytother.
Resear., 10, 152-155, 1996.

ARUOMA, O. |.; AKANMU, D.; CECCHINI, R. Evalution of the ability of the
angiontensin-converting enzyme inhibitor captopril to scavenge reactive oxygen species.
Chem. Biol. Interactions 77, 303-314, 1991.

CARVALHO, M. G. de; VELANDIA, J. R.; OLIVEIRA, M. C. C. de; ECHEVARRIA, A ;
BRAZ-FILHO, R.; GRYNBERG, N. F. Chemica Structure, Cytotoxic and Antitumours
Activities of Biflavonoids from Brazilian Ouratea (Ochnaceae). In: GOVIL, J. N.;
CENTRE, Res. Book. (Org.). Recent Progress in Medicina Plants, Phytochemistry &
Pharmacology Il. New Dehli, 8, 77-92, 2002.

COTELLE, N.; BERNIER, J. L.; HENICHART, J. P. Scavenger and antioxidant properties
of ten synthetic flavones. Free Rad. Biol. Med., 13, 211-219, 1992.

DANIEL, J. F. de S; CARVALHO, M. G. de; FERREIRA, D. T.; SCHMITZ, W.;
SARIDAKIS, H. O. Phenolic compounds and hydroximethylfurfural from the flowers of
Caesalpinia peltophoroides and their antibacterial activity. Revis. Latinoamer. Quim., 31
(4), 25-29, 2004.

DANIEL, J. F. de S; FRANA, M. T.; CARVALHO, M. G. de; FERREIRA, D. T,
SARIDAKIS, H. O. Atividade antimicrobiana e estudo fitoquimico de Caesalpinia

peltophoroides Anais do XVII Smpdésio de Plantas medicinais do Brasil, FT.082, 2002.
GAD, S. C. Invitro toxicology. New Y ork: Academic Press, 2nd ed., 268, 2000.

GRYNBERG, N. F.; BRIOSO, P. S. T.; VELANDIA, J R.; ECHEVARRIA, A,
CARVALHO, M. G. de BRAZFILHO, R. Antiproliferative effects and activation of
apoptosis on Ehrlich tumour cells by flavones, Proceedings of the XVII International
Cancer Congress, 317-320, 1998.

GRYNBERG, N. F.; CARVALHO, M. G. de; VELANDIA, J. R.; OLIVEIRA, M. C;
MOREIRA, I. C.; BRAZ-FILHO, R.; ECHEVARRIA, A. DNA topoisomerase inhibitors:
biflavonoids from Ouratea species. Braz. J. Med. Biol. Res, 35 (7), 819-822, 2002.

KIM, Y. K.; GUO, Q.; PACKER, L. Free radical scavenging activity of red ginseng
agueous extracts. Toxicology, 172, 149-156, 2002.

288



MARR, J.; MULLER, M. Biochemistry and Molecular Biology of parasites. Academic
Press Limited, 147-160, 1995.

MCLAUGHLIN, J. L.; CHANG, C. J; SMITH, D. L. “Bench-Top” Bioassays for the
discovery of bioactive natural products. an update. Studies in Natural Products Chemistry.

In: Atta- r-Rahman (Ed.), 387, Ed. Elsevier, Amsterdam, 1991.

MEYER, B. N.; FERRIGNI, N. R.; PUTNAM, JE.; JACOBSEN, L. B.; NICHOLS, D. E,;
MCLAUGHLIN, J. L. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant
congtituents. Planta Medica, 45, 31-34, 1982.

OHKAWA, H.; OHISHI, N.; YAGIK, S. Assay for lipid peroxides in animal tissues by
thiobarbituric acid reaction. Anal. Biochem., 95, 351-358,1979.

PARRA, A.L.; YHEBRA, R.S,; SARDINAS, |I.G.; BUELA, L. |. Comparative study of the

assay of Artemia salina of the medium letha dose (LD50 value) in mice, to determine oral
acute toxicity of plant extracts. Phytomedicine. 85 (5), 395-400, 2001.

PUPPO, A.; CECCHINI, R.; ARUOMA, O. |. Scavenging ofhypochlorous acid and
myoglobin-derived oxidants by the cardioprotective agent mercaptopropionylglycine. Free
Rad. Res. Comms. 10 (6), 371-381, 1990.

RIBEIRO, L.; TRIBESS, T.; TORRES, M. A.; SOARES, C. H. L.; PEDROSA, R. C,;
AGOSTINI, J. D. Oxidative stress in Oreochromis niloticus exposed to the tissue-industrial
efluent |. Ecotoxicology: Perspectives for the XXI secule, Sdo Carlos, Brazil: Ed Rima,
441-449, 2002.

SAEED, M.A.; SABIR, A.W. Antibacterial activity of Caesalpinia bonducella seeds.
Fitoterapia, 72, 807-809, 2001.

SKEHAN, P.; STORENG, R.; SCUDIERO, D.; MONKS, A.; MCMAHON, J,; VISTICA,
D.; WARREN, J. T.; BOKESCH, H.; KENNEY, S.; BOYD, M. R. New colorimetric
cytotoxicity assay for anticancer-drug screening. J. Nat. Cancer Inst., Inst 82, 1107-1112,
1990.

SIQUEIRA, J M.; BOMM, M. D.; PEREIRA, N. F. G. GARCEZ, W. S;
BOAVENTURA, M. A. D. Estudo fitogquimico de Unonopsis lindmanii- Annonaceae,
Biomonitorado pelo ensaio de toxicidade sobre a Artemia salina Leach. Quimica Nova, 21
(5), 557-559, 1998.

SOLON, S; LOPES, L.; SOUSAJR, P. T.; SCHMEDA-HIRSCHMANN, G. Free radica

scavenging activity of Lafoensia pacari. Journal of Ethnopharmacology. 72 (1-2), 173-178,
2000.

YUNES, R. A., CALIXTO, J B. Plantas medicinais sob a ¢tica da moderna quimica
medicinal. ARGOSeditora, 2001.

289



CONCLUSOES

a) O estudo quimico das folhas de Ouratea hexasperma resultou no isolamento de cinco

flavondides, sendo um flavonal, trés biflavondides e um flavondide glicosilado, dos quais
quatro flavonGides estdo sendo registrados pela primeira vez neste género e um

biflavondide pela primeira vez naliteratura.

b) O estudo de Dipladenia martiana, resultou no isolamento de treze substancias, novas no
género, incluindo flavondides, raros na familia Apocynaceae.

c) O estudo de Caesalpinia peltophoroides, conduziu o isolamento de dez substancias,
sendo duas novas neste género.

d) A andlise dos padrdes de biflavondides, em extratos das folhas Ouratea semiserrata, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) permitiu distinguir as biflavonas presentes
no extrato, indicar picos adicionais para posterior isolamento e mostrar a importancia do
monitoramento de extratos para a identificagdo de substancias em diferentes géneros de
plantas.

€) A avaliacdo de ensaios biol6gicos dos extratos de C. peltophoroides, O. hexasperma e
substancias naturais mostraram resultados promissores para utilizacdo dessas plantas como
fonte de farmacos que possam ser usadas na terapéutica como antibiéticos e no combate ao
cancer, respectivamente.

f) A preparacdo de derivados metilados e acetilados dos biflavondides permitiu obter
diferentes derivados €, inclusive, divulgar novos dados espectromeétricos.
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ANEXO

Cooperacao Inter-Institucional

A Universdade Federal Rural do Rio de Janeiro e a Universidade Estadua de
Londrina através de seus Departamentos de Quimica desenvolveram algumas fases da parte

experimental desta Tese em parceria. Este trabalho de cooperacéo inter-institucional foi
cadastrado na CPG-UEL sob n° 17142-300.
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