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RESUMO

O presente trabaho relata 0 estudo quimico da madeira da espécie
Schizolobium parahybae (Vell.) S. F. Blake (Leguminosae-Caesal pinioideae),
popularmente conhecida como guapuruvu. Os extratos da madeira da planta
obtidos com diclorometano e metanol foram fracionados utilizando particéo
com solvente e técnicas cromatogréficas. A andlise das fragbes usando
técnicas cromatograficas e espectrométricas conduziu ao isolamento e
identificacdo do [-sitosterol, do estigmasterol e da 3,3-dimetoxi-4',9 -
diidroxi (4-O-7",58)-lignana-7,8-deidro-9-al  (balonofonina) no extrato
diclorometénico. O extrato metandlico forneceu trés flavondides conhecidos:
3,7,4 -triidroxiflavanona (garbarzol), 7,4 -diidroxiflavona, 7,4 -diidroxi-3'-
metoxiflavona (geraldona) e a flavona 7,2°,3 4 -tetraidroxiflavona. As
estruturas foram determinadas através da analise dos seus dados espectrais de
IV, RMN de 'H (1D e 2D) e **C (PND e DEPT) e comparacdo com \elores
registrados na literatura. Todas essas substancias estdo sendo descritas pela
primeiravez no género Schizolobium. Além da flavona nova, este é o primeiro
registro dos dados espectrométricos de RMN ‘H e **C do garbanzol e da

geraldona.



XVi

ABSTRACT

The present work describes the phytochemical study of
Schizolobium parahybae (Vell.) S. F. Blake (Leguminosae-Caesal pinioideae),
commonly known as guapuruvu. The solvent partition and chromatographic
portition of the extracts from the wood resulted in the isolation of (3sitosterol,
stigmasteral 3,3 -dimetoxy-4,9 -dihydroxy-(4-O-7",5-8")-lignan-7,8-dehydro-
9-al (balanophonin) from the diclorometane extract. From the metanolic
extract were isolated 3,7,4 -trihydroxyflavanone (garbanzol), 7.4 -
dihydroxyflavone, 7,4 -dihydroxy-3 -methoxyflavone (geraldone) and the
new flavone 7,2°,3",4 -tetrahydroxyflavone. The structures were stablished by
IR, NMR *H (1D and 2D) e **C (PND and DEPT) spectral data analysis and
by comparison with literature data. The NMR spectral data of garbanzol and
geraldone are reported here for the first time.
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1- INTRODUCAO

1.1- A FAMILIA LEGUMINOSAE Juss.

A familia Leguminosae é uma das mais extensas dentre as
dicotiledbneas com mais de 600 géneros que aglomeram mais de 13000
espécies, sobretudo nas regides tropicais e subtropicais. S0 plantas de
habitos variados, existindo desde grandes arvores das matas tropicais, até
arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes e igualmente, muitas
trepadeiras, vivendo nos mais modificados ambientes e em distintas
latitudes. Um atributo muito importante apresentado por estas plantas € a
aptidéo de viver simbioticamente com certas bactérias do género Rhizobium
encontradas nos nédulos das suas raizes e que sao capazes de fixar o N, do
ar (JOLY, 1998).

Nesta familia encontram-se plantas que fornecem substancias
guimicas com os mais distintos usos. alimentos, tintas, colas, resinas, 6leos,

esséncias, remédios, inseticidas, etc.



Uma leguminosa que tem um lugar de destaque na Histéria do
Brasl €é a egpécie Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae-
Caesalpinioideae) ou, popularmente, pau-brasil. Nesta espécie ha uma
substéncia corante chamada brasileina, (Figura 1) cuja estrutura foi
elucidada por Robert Robinson (1886-1975) e colaboradores (JAEGER e
col.; 1974 e CHATTERJEA e col.; 1974). Devido a presenca dessa
substéncia, que tingia de vermelho os tecidos da nobreza de Portugal, o pau
brasil foi profundamente explorado nos trés primeiros seculos da nossa
colonizagdo quase chegando a ser extinto. Seu comércio adquiriu tamanha

importancia que ela acabou tornando-se a Unica &rvore a batizar uma nagéo.

Figura 1. A estrutura da brasileina.



As diferencas morfologicas entre as espécies desta familia
induziram os boténicos a dividirem-na em trés subfamilias que sdo:

Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae (Papilionoideae) (JOLY, 1998).

1.1.12- MIMOSOIDEAE

E a menor subfamilia das leguminosas compreendendo cerca de
40 géneros. Os representantes desta familia sGo abundantes em regibes
tropicais. No Brasl destacam-se pela abundancia de espécies os géneros
Mimosa, Calliandra, Inga, Pithecellobium, Parkia Piptadenia e
Sryphnodendron.

Caracteristicas: Arvores, arbustos, subarbustos fregiientemente

com espinhos. Folhas recompostas, com estipulas. Flores actinomorfas,
reunidas em inflorescéncias geramente em espigas ou capituliformes,
hermafroditas. Corola actinomorfa, gamopétal a, tabulosa, prefloracéo valvar.
Androceu gamostémone; isso, diplo ou polistémone; com estames
gerdmente bem maiores que as pédas. Ovario sUpero unicarpelar,

unilocular, pluriovulado. Fruto: legume, lomento ou craspédlio.



1.1.2- CAESALPINOIDEAE

Conglomera cerca de 150 géneros sendo muito bem
representada no Brasil. O género com maior niumero de especies é Cassa.
Outros géneros freglientes sdo: Caesalpinia, Dimorphandra, Copaifera,
Hymenaea, Holocalix, Svartzia, Delonix Tamarinduse Schizolobium

Caracteristicas: Arvores, arbustos, trepadeiras. Folhas

compostas, pinadas (bipinadas sd0 menos freqlentes), unifoliadas ou
bifoliadas. Flores zigomorfas, hermafroditas, diclamideas, pentameras,
gamossépala, dialipétala. Corola papilionacea. Prefloracdo vexilar. Estames:
10, (raro mais de 10 estames). Anteras com deiscéncia rimosa ou poricida.
Ovéario supero, unicarpelar, unilocular ou dividido por falsos septos,

pluriovulado. Fruto é um legume.

1.1.3- FABOIDEAE (PAPILIONOIDEAE)

Contem perto de 400 géneros sendo, deste modo, a maior
subfamilia entre as leguminosas. Pertencem a esta subfamilia varios géneros
com espécies que sdo utilizadas em nossa nutricdo: Phaseolus (feijéo),
Pisum (ervilha), Lens (lentilha), Vicia (fava), Cicer (gréo de bico), Glycine

(soja) e Arachis(amendoim).



Caracteristicas: Arvores, ervas ou trepadeiras. Folhas

compostas trifoliadas (€ raro ocorrer unifoliadas ou com mais de trés
foliolos). Flores zigomorfas, flores isoladas ou reunidas em cachos,
hermafroditas. Corola zigomorfa, diaipétala, papilionéceae, prefloracéo
vexilar. Androceu diplostémone, gamostémone, unilocular, pluriovulado.

Fruto legume, lomento, smara, foliculo ou geocarpico.

1.22 CARACTERISTICASMORFOLOGICASDE Schizolobium
parahybae (Vell.) S. F. Blake

S parahybae (Sinonimia botanica: Schizolobium excelsum
Vog.), outrora denominada cientificamente como S parahybum
(RODRIGUES, 1997), popularmente € designada pelos seguintes nomes:
guapuruvu, guapurubu, ficheira, bacurubu, guapiruvu, garapivu, guarapuvu,
pataqueira, paude-vintém (BA), bacuruva, birosca (MG), bandarra (RJ),
faveira (LORENZI, 1998). A espécie é uma avore (Figura 2,
www.arvore.hpg.com.br/guapul/guapul.jpg) com dtura de 20-30 m, com
tronco de 60-80 cm de didmetro. Ela apresenta folhas compostas bipinadas,
de 80-100 cm de comprimento, com 30-50 pinas opostas. Os foliolos séo em
ndmero de 40-60 por pina de 23 cm de comprimento. Floresce a partir do

final de agosto com a planta totalmente despida da folhagem, prolongando-



se até meados de outubro. Os frutos amadurecem em abril-julho (Figura 3 e

Figura 4, LORENZI, 1998).

Figura 2. A arvore Schizolobium
parahybae (guapur uvu).



Figura3: Figura4:
Vagensde S. Sementesde
parahybae S parahybae

Esta espécie é encontrada da Bahia até Santa Catarina, na
floresta pluvia da encosta atlantica. E uma planta decidua, helidfita, pioneira
e seletiva higrdfita, caracteristica e exclusiva da mata atlantica. Apresenta
dispersdo irregular e descontinua; é rara ao longo de encostas ingremes e
topos de morros sendo bastante freqiente nas planicies aluviais ao longo de
rios. Nas depressdes das encostas chega a formar densos agrupamentos.

Prefere as matas abertas e capoeiras, sendo rara na floresta

priméria densa. E uma das plantas nativas de mais répido crescimento.
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Sua madeira é muito leve (densdade 0,32 g/cnT), macia,
superficie irregularmente lustrosa, textura grossa (Figura 5, LORENZI,
1998), gra irregular, de baixissma durabilidade sob condigdes naturais,
aburno e cerne indigtintos. E indicado para miolo de painés e portss,
brinquedos, sdtos para calcados, formas de concreto, compensados e
caixotaria leve e pesada (LORENZI, 1998). E importante também para a
industria de papel porque o lenho e a casca déo mais de 60% de fibras (PIO
CORREA, 1984) que apesar de curtas, fornecem um papel de boa resisténcia

(RIZZINI, 1995).

Figura5: Detalhe
do CauledeS.

parahybae.
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A planta é bastante ornamental quando esta florida, Figura 6
LORENZI, 1998) porém ndo € recomendada para arborizacdo de lugares
muito freqUentados devido aos riscos de acidentes pela queda facil de ramos
em dia de vento. E 6tima para reflorestamentos de &reas degradadas de

preservacao permanente em composi¢oes mistas.

CLASSIFICACAO BOTANICA

CLASSE: Dicotilenoideae
SUBCLASSE: Rosidae
ORDEM: Rosdes
FAMILIA: Leguminosae
SUBFAMILIA: Caesalpinioideae
GENERO: Schizolobium
ESPECIE: Schizolobium

Figura 6: Flores parahybae
do guapuruvu.
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1.3 ESTUDO QUIMICO DO GENERO Schizolobium E DA ESPECIE
Schizolobium parahybae

1.3.1. ESTUDO QUIMICO REALIZADO ANTERIOR A ESTE
TRABALHO.

O género Schizolobium possui duas espécies. Uma delas é a ja
citada S. parahybae e a outra € S. amazonicum Ducke (vulgarmente: pinho
cuiabano) espécie nativa da floresta amazbnicaa O Estudo quimico
amegando o isolamento e caracterizacdo de substéncias do metabolismo
secundario ainda néo foram realizados para ambas espécies.

A literatura revela alguns trabalhos sobre estudos quimicos
referentes a0 metabolismo primario. As pesguisas com estas espécies
relatam a presenca de polissacarideos, isolados principamente do
endosperma  das sementes destas plantas, como por exemplo,

gaactomananas (Figura 7a) [ZAWADZKI-BAGGIO e col. (1992),

GANTER e cal. (1995), FRANCO e col. (1996), BRESSOLIN e col. (1997)
e PETKOWICZ e col. (1998)], xantanas (Figura 7b) (BRESSOLIN e cal.,
1997) e arabinanas (Figura 7c) (PETKOWICZ e col. 1998).

As arabinanas possuem 0 esqueleto principal formado por
residuos de a-L-arabinofuranosil unidos por ligacbes (1®6) e sfo
ramificadas por ligacOes a-(1® 3) deste mesmo aglicar (PETKOWICZ e col.

1998).
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As galactomananas sdo polissacarideos cuja estrutura €
constituida por uma cadeia linear principal formada por unidades de b-D-
manopiranosii conctados por meio de ligagdes (1® 4), sendo ramificada com
unidades do grupamento a-D-galactopiranosil através de ligagbes (1® 6)
(PETKOWICZ e col. 1998).

As xantanas sd0 macromoléculas lineares formadas por
unidades de D-glucopiranose reunidas por ligagdes b-(1® 4). A cada
segunda unidade, o C-3 da glucopiranose € substituido por um trissacarideo
carregado, composto por residuo de acido glicurénico entre duas unidades de
manose, formando uma cadeia lateral. A unidade manosil termina pode ser
substituida no G4 e O-6 pelo grupamento acetal-piruvato e, freqlientemente,
pode haver também um grupo acetil como substituinte no O6 da manose.
Esses polissacarideos sdo importantes e usados especialmente na industria de
adimentos como estabilizador, espessante, etc. Ambos polimeros,
galactomananas e xantanas, quando misturados sob condigbes adequadas
interagem em solucdo, causando aumento da viscosidade da solucéo e
formagao de gel (BRESSOLIN e col., 1997).

A goma de xantana também € empregada na industria de
cosméticos e de produtos de higiene como estabilizador, espessante e agente

de suspensdo. Em presenca de agua, forma suspensdes coloidais insolave's
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na maioria dos sol ventes organicos e bastante estaveis em presenca de &cidos
e sais e ainda resistem bem a degradacdo enzimética. E utilizada em xampus,
cremes, condicionadores, logOes e pastas de dente
(http://www.abacovital .com/fichastecni cas/polimeros/carbohidratos/X anthan

htm).
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Figura 7. Polissacarideos de S. parahybae e de S. amazonicum: (a)
galactomanana, (b) xantana e (c) arabinana.

A presenca de galactomananas em leguminosas tém sido foco

de discussdes taxondmicas para alguns pesguisadores. H4 quem defenda a
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tese de que a quantidade de galactomananas encontradas e a proporgao
manose.galactose (man:gal) deste polissacarideo podem ser usadas como
marcador taxondémico desta familia. Considerando o padréo evolucionario
aceito para Leguminosae, no qual Mimosoideae e Faboideae so derivados
de Caesadlpinioideae, os dados obtidos com o estudo de espécies de
leguminosas sugerem que ao longo da evolugdo houve um decréscimo no
conteldo de galactomananas, junto com um acréscimo na proporcédo de
gaactose (BUCKERIDGE e cal., 1995).

Em outra linha de pesquisa redlizada com S parahybae foi
verificado que elas sdo fontes de inibidores de proteinase, que constituem-se
numa classe de proteinas que se caracterizam quimicamente por
apresentarem ligagbes dissulfeto. Esses inibidores despertam interesse
porque estdo envolvidos no controle de atividades proteoliticas, exercendo
papel relevante em bio-processos como coagulacdo sangliinea, crescimento
de tumores e metéstase. Nas plantas onde ocorrem, estes inibidores possuem
acao importante contra os seus predadores naturais (SOUZA, 1995 e
TELES, 1999).

Este €0 primeiro trabalho relacionado ao estudo fitoquimico
deste género e visa o isolamento e identificacdo dos metabdlitos especiais de

Schizolobium parahybae. E, além disso, 0 estudo desta espécie faz parte de
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um projeto denominado: “Avaliacdo quimica na resisténcia de plantas a
insetos’ que estd sendo desenvolvido pelo Eng. Florestal Dr. Acacio
Geraldo de Carvaho, Departamento de Produtos Florestais, Instituto de
Florestas da UFRuraRJ em conjunto com o Pr. Dr. Mario Gerado de
Carvaho, Departamento de Quimica Ingtituto de Ciéncias Exatas,
UFRuraRJ. O Dr. Acécio obsavou que o inseto conhecido vulgarmente
como cerrador e cientificamente como Oncideres saga provoca o
andlamento da madeira desta arvore e constroi galerias no seu interior que
lhe servirdo como aojamento, causando a destruicdo da planta. Uma
metodologia para avaliar arelacdo deste inseto com S parahybae devera ser

desenvolvida.
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1.3.2- CONSTITUINTES QUIMICOS |ISOLADOS NESTE
TRABALHO.

O fracionamento cromatogréfico da madeira de S parahybae
conduziu ao isolamento e identificacdo de dois esterdides (S1 e Sla), uma
lignana (S2), um flavononol S3) e as flavonas ($4, S5 e S6). Todos estes

constituintes estéo sendo registrados pela primeira vez neste género.

S1: 22,23-diidro
Sla: D223
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2- OBJETIVOS

1

Isolar e identificar metabdlitos especiais da madeira de Schizolobium
parahybae.

2

Aplicar técnicas espectrométricas na identificacdo e verificar a
existéncia de dados na literatura das substancias isoladas.

3

Avadliar a atividade biologica de congtituintes isolados da planta.
4- Contribuir para 0 projeto sobre avadiagd da influéncia dos

constituintes isolados com o0 desenvolvimento do cerrador Oncideres

saga.



3- EXPERIMENTAL

3.1- EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho MEL-
TEMP 11, Laboratory Devices USA, utilizando capilar e sem correcéo de
valores. Os espectros obtidos na regido do infravermelho foram registrados
em espectrofotometro Perkin-Elmer 1600/1605 FT-IR em discos de KBr ou
filmes de NaCl. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear 'H e °C
(incluindo experimentos 2D) foram obtidos em espectrometros Bruker ACE-
200 [200MHz (*H) e 50 MHz (**C)] e JEOL ELIPSE INM-GX-400 (UENF)
[400MHz (H) e 100 MHz (°C)]. Como padrdo interno para referéncia de

deslocamento quimico foi usado tetrametilsilano. A medida de atividade
oticafoi realizada em Polarimetro Perkin-Elmer 8692 (UENF).

Foi usada cromatografia em coluna de silica gel (230-400 e 70-
230 mesh) da marca VETEC como fase estacionaria. A cromatografia em
camada delgada preparativa (CCP) foi feita em placas de silica gel 60 PFys;,

MERCK e VETEC sobre suporte de vidro e espessura de 1 mm. As
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substéncias foram detectadas por irradiacéo ultravioleta de | = 254 ou 365
nm. Foram usadas placas de silica gd 60 PFx, Merck para andlise
cromatografica em camada fina (CCF) e como reveladores foram usados,
além da deteccdo por radiacéo ultravioleta, reagentes de Dragendorff (para
alcadides) e Liebermann-Burchard (terpendides); solucbes de AICk-
CH;CH,OH (1%) e sulfato cérico (1%)-H,SO, (10%) (para compostos

fendlicos).

3.2 O MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DOSEXTRATOS

O material vegetal foi coletado no campus da UFRuralRJ, no
Instituto de Florestas, em abril de 2000 e identificado pelo Dr. Acacio
Gerado de Carvalho como parte do projeto, usando excicata depositada no
herbério da UFRRJ (IB-UFRRJ, n*:1171).

A madeira, apés seca e moida (1650g), foi submetida a
maceragdo exaustiva com diclorometano e metanol, consecutivamente, a

temperatura ambiente. Os extratos foram concentrados sob presséo reduzida
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em evaporador rotativo, obtendo-se 14,0 g de residuo a partir do extrato
diclorometanico denominado EGD e 50,0 g de residuo a partir do extrato

metanodlico denominado EGM .

3.2.1- PROCESSAMENTO DO EXTRATO DE DICLOROMETANO
(EGD)

A adicéo de acetona a esse extrato ocasionou a formagéo de um
precipitado branco. Esse precipitado foi filtrado em funil de Buchner, a
pressdo reduzida. A agua mée recebeu o cddigo EGDM e o precipitado o
codigo EGDP.

A &ua-mae foi concentrada em evaporador rotatério sob
pressdo reduzida. O residuo obtido foi seco em pistola com bomba de vacuo.
Este foi fracionado utilizando gel de silica como fase estacion&ria e €luido
com mistura de solventes em gradiente crescente de polaridade. A fase
movel foi composta por diclorometano, diclorometano:acetato de etila 5%,
10%, 20%, 30%, 50%, 70% e acetato de etila puro. Foram recolhidas 109
fragdes (£100ml). Apbs andlise por cromatografia de camada fina, as fragcoes
foram reunidas da seguinte forma: as letras EGDM seguida pelo grupo de
frag0es reunidas. 1-6; 79; 10-22; 23-25; 26-32; 32-34; 35-44; 45-51; 52-

61, 62-69; 70-73; 74-98; 99-104 e 105-109.
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As fragbes EGDM32-34 (110 mg) foram submetidas a
fracionamento em coluna de gel de silica com fase movel composta por
CH,Cl,; CH:Cl,:acetato de etila 5%; 10%; 20%; 30%, 40%, 50% até acetato
de etila 100%. A fracdo 3543 forneceu 28mg de um 6leo que recebeu o
cddigo EGDM32-34/35-43 (Esquema 1) e foi identificada como 2.

A fracdo EGDM1-6 forneceu um precipitado com adicéo de
metanol. Esse precipitado foi filtrado, seco, pesado (1,0 g) e submetido a
fracionamento em coluna de silica gel utilizando como fase movel os
solventes: hexano; hexano:acetato de etila 5%; 10%; 20%; 40; 80 e acetato
de etila 100%. Obtiveram-se 53 fragdes. A adicdo de metanol & EGDM 1-
6/35-39 originou a formacdo de um precipitado. Apds o acréscimo de 35
gotas de acetato de etila e aquecimento foi observado que o precipitado era
soltvel. O fraswm foi tampado e deixado em repouso. Com o resfriamento da
solucdo observou-se 0 desenvolvimento de cristais. A aguaméae foi
removida com uma pipeta. Esse processo foi repetido diversas vezes até que
0s cristais se apresentassem incolores com ponto de fusio 129-131° C. Essa
amodtra foi codificada como EGDM1-6/35-39a (60mg) (Esquema 1) e foi

identificadacomo Sl e Sla.
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Esguema 1: Fracionamento do extrato diclorometanico.

Partesaéreas / Extrato de
CH.Cl, (14,000)

Precipitacdo em
acetonalfiltracéo

EGDP EGDM

68 Fr. EGDM 1-6

109 Fr.

c.c. gel desilica

c.c. gel desilica
EGDM 1-6/35-39

EGDM 32-34
Cristalizacdo c.c. gel desilica
em CHsOH
EGDM 32-34/35-43
b-Sitosterol (S1)+ .
estigmasterol g.c. 1f||'|trante gel
(S1a) esilica
(60 mg) Lignéide
(28 mg)
(S2)

Sla: D223
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3.2.2- PROCESSAMENTO DO EXTRATO METANOLICO (EGM)

O extrato metandlico foi submetido a particdo com acetato de
etilaMeOH/H,O(7/3). Foram redlizadas diversas extragcbes com 200 ml de
acetato de etila. O extrato de acetato de etila foi concentrado a presséo
reduzida fornecendo 25,0 g de residuo. Este materid foi pulverizado com gel
de silica para aplicdlo em uma coluna de silica e como fase mével foram
utilizados. hexano:acetato de etila 30%, 50%, 70% e acetato de etila 100%.
Recolheramrse 112 fragdes (250 ml) com estas misturas e, entdo, mais
guatro fragdes (500 ml) usando metanol 100%. Apds a andlise por meio de
cromatografia de camada fina, as fracdes foram agrupadas e codificadas
como EGAC n° das fragdes: (1-2), (34), (5-6), (7-12), (13-16), (17-21),
(22-29), (30-35), (36-41), (42-47), (48-53), (54-59), (60-65), (66-71), (72-
73), (74-75), (76-77), (78-84), (85), (86-90), (91-95), (96-101), (102-106),
(107-111), (112), (113), (114), (116), (117).

Fez-se triagem para identificar as fragbes mais facels de
purificar levando-se em consideracéo a melhor separagdo com diferentes
sigemas de eluentes na andlise cromatografica em camada fina e aguelas que
mostraram a provavel presenca de determinados grupos funcionais através
do uso de reveladores quimicos. Entre estes reagentes, a solucdo de cloreto

de aluminio em etanol foi usada paa detectar a presenca de hidroxila
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fendlica na fracdo EGAC 18-21 (65 mg). ApoOs duicdo da placa em
CHCI;:CH;OH, esta foi imersa na solucéo acodlica de AICl; e observou-se
a formagdo de uma mancha verde. Esta mancha apresentara coloracdo
amarela nalampada de luz UV, sem 0 uso de AlCl;. Em seguida, esta fragéo
foi submetida a cromatografia de camada delgada preparativa, sendo euida
trés vezes com a mistura CHCl;:CH;OH 30%. A placa foi observada na luz
UV e afaixa que apresentou coloracéo amarela foi sepaada. A substancia
foi extraida da silica mediante filtracdo em funil de Richner, utilizando-se
acetato de etila e metanol. Obteve-se uma substancia sdlida que foi
codificada como: EGAC18-21/1 (20mg) (Esquema: 2) e identificada como
3.

Observou-se a formacdo de um precipitado amarelo na fragéo
EGAC30-35. Esse foi insolivel em acetato de etila e acetona, e, pouco
soluvel em metanol. Filtrou-se o precipitado em funil simples lavando-0 com
acetato de etila. O solido foi seco em dessecador a pressdo reduzida. O seu
ponto de fusdo era 300° C. Este materia foi codificado como EGAC30-
35/PDO (40 mg) (Esquema: 2) e asubstanciafoi identificada como S4.

A fracdo EGAC36-41 também forneceu uma substéncia solida
amarela com as caracteristicas fisicas (cor, solubilidade e ponto de fusdo)

semelhantes aquelas observadas em EGAC30-35. Posteriormente, por meio
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da andlise dos dados espectrais de ambos precipitados, verificou-se que eram

constituidas da mesma substancia



Esguema 2 Fracionamento do extrato metandlico.

Extrato metandlico (50g)

Particéo com acetato
deetila:MeOH/H,0

Extrato em acetato de etila

c.c. silica gel

EGAC 1821

EGAC 18-21/1

c.c. filtrante

115 fractes
(EGAC)

3,7,4 -triidroxiflavanona
(20mg)
(S3)

c.c.d. preparativa

EGAC 30-35

EGAC 36-41

Precipitacdo
Filtracéo

EGAC 30-35/PDO
7.4 -diidroxiflavona
40mg
(H4)

($4)
15mg
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A &gua mae de EGAC30-35, EGAC36-41 e EGAC48-53 e as
fracoes EGAC42-47 e EGAC54-59 foram reunidas (2,0 g) apos andlise em
cromatografia em camada fina e submetidas a cromatografia em coluna. O
eluente utilizado foi hexano:acetato de etila 50%, acetato de etila 100%,
acetato de etilazmetanol 10%, acetato de etila:metanol 50% e metanol 100%.
Recolheram-se 30 fragbes (250 ml). As fragbes 5 e 6 (codificadas como
EGAC30-59/5 e EGAC30-59/6), quando observadas sob radiacéo UV,
exibiram duas substancias en maior quantidade. Na regido de luz visivel,
ambas apresentaram coloracdo amarela, e no teste com AlCl; para hidroxila
fendlica, responderam positivamente (intensificando a coloracéo). A fracdo
5 foi submetida a cromatografia de camada delgada preparativa, sendo
eluida duas vezes com a mistura CHCI;:CH;OH 20%. Apos a eluicéo, a
placa foi seca e observada sob luz UV. Cada uma das manchas vistas foi
marcada e raspada. As substancias foram separadas da silica por filtragdo em
funil de Richner lavando-se vérias vezes com acetato de etila. Obtiveram-se
duas substancias que receberam os codigos EGAC30-59/5F2 e EGAC30-
59/5F3 (Esguema: 3) e identificadas como S5 (15 mg) e S6 (12 mg),

respectivamente.



Esguema 3: Fracionamento da EGAC30-59 do extrato metandlico.

EGAC 30-59

c.c. gel desilica

EGAC30-59/5-6

c.c.d. preparativa

EGAC30-59/5F2 EGAC30-59/5F3
MEA MEA
7.4 -diidroxi-3' - 72,34 -
metoxiflavona tetraidroxiflavona

(S5) (SB)
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4- CONSIDERACOES BIOSSINTETICAS SOBRE AS
SUBSTANCIASISOLADAS

Na determinacdo estrutural de substancias naturais, deve-se
sempre levar em consideracdo a biossintese dos principais representantes
estruturais dos diferentes esqueletos das substéncias de diversas classes de
congtituintes. Além da andlise dos dados espectrométricos, a previsio das
unidades precursoras torna possivel deduzir estruturas que seria impossivel
gualquer conclusdo. Para isso incluimos este capitulo considerando a

formacdo biossintética das estruturas dos congtituintes isolados através deste

traba ho.
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4.1- OS ESTEROIDES: b-SITOSTEROL (S1) E ESTIGMASTEROL
(Sla)

Estas substancias (Sl e S2) sfo bastante comuns em espécies de
diversas familias, pertencem a classe dos esterdides. A rota biossintética dos
esterdides ocorre atraves da via do acido mevalonico. Através desta via, trés
unidades de AcetilCoA sofrem condensacdo para formar o isopentenil
pirofosfato (IPP) que sofre isomerizacdo para dimetilailpirofosfato
(DMAPP). Estes sd0 0s precursores basicos dos terpendides e esterdides que
sofrerdo polimerizacdo dando génese a moléculas de cadeias carbonicas
crescentes de cinco em cinco atomos de carbono. A reacdo de IPP com seu
iIsdmero DMAPP formam o trans-geranilpirofosfato (GPP), a partir do qual
podem ser formados os demais terpenos. Novas ligagdes cabeca-cauda entre
GPP e IPP realtardo em  farnesiipirofosfato  (FPP) e
geranilgeranilpirofosfato (GGPP) com 15 e 20 &omos de carbono,
respectivamente. O FPP é intermediério para biossintese dos sesquiterpenos
(C15), triterpenos (C30) e esterdides (C18-C30), enquanto que, GGPP
originard os diterpenos (C20), sesterpenos (C25), tetraterpenos e
carotendides (C40) (TORSSEL, 1997 e DEWICK, 1997). As Figuras8 e 9

mostram a biossintese dos metabdlitos S1 e Sla.
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Figura 8: Rota biossintéica do acido mevalnico para biossintese de
terpendides.




AVZ—VQT *ﬁ%

Esqualeno

Oxido de Esqualeno

l

[O] das metilasC4e C14 até COOH
PerdadeCO,

S1

Figura 9: Biossintese do b-stosterol S1 e do estigmasterol Sla.
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4.2 A 33 -DIMETOXI -4,9-DIIDROXI (4-O-7", 58)-LIGNANA-7,8
DEIDRO-9-AL.

Esta substancia € classificada como uma lignana. As lignanas
apresentam o0 esqueleto basico formado por unidades fenil propanoidicas
(Gs-C5: anel aromético possuindo cadeia lateral formada por trés &omos de
carbono). O caminho que acarreta na biossintese destes compostos €
conhecido como “Via do Acido Chiquimico’, que é iniciada com a
condensacdo aldolica de dois metabdlitos da glicose: o fosfoenol piruvato
(FEP) e a eritrose-4-fosfato. Tem inicio, entdo, uma seqiéncia de reacoes
enzimaticas até a formagdo do &cido chiquimico. Este reage com mais uma
molécula de FEP para formar outro intermedi&io importante, o acido
corismico, que sofre rearranjo a écido prefénico. Por meio da perda de CO, e
H,O o &cido prefénico é transformado em &cido fenil pirdvico. Outra
possibilidade € formacdo do acido 4-hidroxi-fenil-pirGvico mediante a
oxidagdo com FAD", (Figura 10). Ambos &cidos estdo em equilibrio com
seus respectivos aminoacidos, L-fenilalanina e L-tirosina, devido ao cofator
piridoxal fosfato (PLP).

Com a perda de NH; os aminoacidos sdo convertidos aos seus
acidos cinamicos e dacoois cinamilicos correspondentes (Figura 10)

(TORSSEL, 1997 e DEWICK, 1997).
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Figura 10: Formacao dos precur sores dos lignoides.
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Uma proposta biogenética para a lignana isolada S2 pode ser
explicada pelo acoplamento oxidativo entre duas unidades monomeéricas
radicalares de dcoois cinamilicos entre s ou destes com écidos cindmicos.
Estes radicais podem apresentar varias estruturas candnicas de ressonancia.
O tipo estrutura de lignana dependera da forma como ocorrera o
acoplamento destes radicais. A Figura 11 mostra uma proposta para a

formacéo de S2

CH,OH OH0H CHOH CH,OH CH,OH
X H- AN AN A .
- I
9
Cr CH CHy ' CHy o
OH O- o) o) o)

Alcool coniferilico

Figura 11. proposta biossintética para a formacéo de S2.



4.3 OSFLAVONOIDES: S3, $4, S5 E 6

As substancias S3, S4, S5 e S6 pertencem a classe dos
flavondides. O nucleo fundamental de um flavondide esta representado na

Figura 12.

Figura 12: Nucleo
fundamental deum
flavonodide.

Estes metabdlitos especiais sdo oriundos de duas rotas
biossintéticas. a via policetidica e a via do é&cido chiquimico. Esta
biossintese ocorre mediante a reacdo entre acetil-CoA, malonil-CoA (Via
Policetidica) e 4-cumaril-CoA fomando uma chalcona (TORSSEL, 1997 e
DEWICK, 1997). Uma reacdo de adicdo a ligacdo dupla do sistema a,b-
insaturado, levard ao fechamento do anel formando uma flavanona
(naringenina). Esta flavanona pode ser oxidada especificamente formando o

diidroflavonol S3, 0 qual pode ser desdratado formando a flavona 4.
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Oxidacdo e metilacdo seletivas no C-3° de $4 pode produzir Sb. Por fim, 6
pode ser originado a partir de $4 aravés de oxidagdes nas posicoes
especificas C-2° e G3'. A Figura 13 esquematiza, sucintamente, a possivel

rotade biossintese destes flavondides.

ViaPolicetidica Via do Acido Chiquimico
CO,H OH
SCoA \\”/SCOA
\n/ + 2x
© o coas )
Acetil-CoA M alonil-CoA

o

(o] SEnz

l OH
HO o ‘
(o] O
P
o}

Naringenina

 —
1- Oxidagdo o
2- Metilagao
(S5)
(S4)
l Oxidagéo
OH

Figura 13: Biossntese dos flavondides S3, $4, S5 e S6.



5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- DETERMINACAO ESTRUTURAL DOSCONSTITUINTES
5.1.1- IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS (S1L E Sla)

As substéncias S1 e Sla foram isoladas como um solido
cristalino  (pf.:129-131°C) e identificadas através de consideracoes
biossintéticas e andlise dos espectros de IV e RMN 'H e comparacio do
espectro com padrdo da literatura (GOVINDAN e cal., 1993). Isto permitiu
identificar o b-sitosterol (S1) para esta substéncia como o principal
congtituinte presente nesta amostra. O espectro de infravermelho (Figura
14) apresentou absorgdes em 3429 cm'™, devido a deformago axial de OH e
em 2936 cmi* e 2865 cmi” atribuidas as CH, CH, e CH; hibridados sp’.

No espectro de RMN *H (Figura 15) os sinais entre dy 0,8-1,0
sd0 compativels a feicdo de sinais de esterdides. Os singletes em dy 0,65 e
0,98 representam os grupos metilas. Os demais sinais multiplos nestaregiéo

representam os outros grupamentos metilas do esteréide. O multipleto em dy
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3,55 é atribuido ao hidrogénio (H-3) do carbono carbindlico e o singleto
largo em dy 5,35 representa o hidrogénio olefinico H-6. Os multipletos em
dy 1,10 a 2,26 correspondem a hidrogénios metilenos e metinicos, do
esterdide considerado. Estes dados, comparacOes dos sinais com valores da
literatura (GOVINDAN e col., 1993) e comparacdo com amostra auténtica
de 24-etil- colest-5-em-3b-ol confirmam a estrutura proposta para S1.

O sina muitiplo em 5,15 ppm permite sugerir a presenca do
estigmasterol, codificado Sla, como um componente adicional na fracéo
anadlisada. A sua presenca é o provavel motivo da diferenca encontrada no
ponto de fusdo medido para Sl e aguele registrado na literatura para o b-
sitosterol (136° C).

Este € o primeiro registro destes esterdides nesta espécie

vegetd.
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5.1.2- IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S2

Na Figura 19 (espectro de |V de &) e na Tabea 1 estdo atribuidas as
principais bandas de absor¢do da substancia. A andise destas informactes
diadas s obtidas com os espectros de RMN 'H (1D e 2D) e RMN **C (PND
e DEPT) conduziu a identificacéo de S2 como 3,3 -dimetoxi-4,9 -diidroxi

(4-O-7", 5 -8)-lignana-7,8-deidro-9-dl.

Tabela 1: Inter pretacdo dos sinais de absor ¢do do espectro naregiao |V
da substancia S2.

n(cm™) Atribuicdo
3435 deformagdo axia do grupamento hidroxila
2920 e 2851 deformacdo axial dos CH, CH, e CH; sp°
1711 deformacao axial do grupo carbonila
1662, 1596, 1515e€1492  deformacdo axia daligacéo C=C dos dois anéis
arométicos.
965 e 828 Deformagdo angular de C- H aromatico

A comparagdo entre os espectros PND e DEPT (Figura 22
permitiu assinalar 0 nimero de carbonos metinico, metilénico, metilico e
quaternario. Considerando-se que os carbonos metilicos sGo de grupo

metoxila, pode-se deduzir aformulagdo
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parcial CH,(CH),C; perfazendo um total de 18 carbonos o que
sugere duas unidades CC; de lignana. As informagdes do espectro de 1V, a
correlacdo dos valores de deslocamentos quimicos e a natureza dos carbonos
na  estrutura  permitiram ampliar esta formulagéo para

CH,O(CH)(CH- O)(=CH)5(CH=CH- CH=0)(=C-0),(OCHs),.

Tabela 2: Valores dos deslocamentos quimicos (em ppm) dos car bonos
de S2 com asrespectivas multiplicidades (50 MHz, CDCl ).

CH, CH, CH C
56,0 63,9 52,9 1281
55,9 88,9 129,0
108,7 132,2
112,2 144.8
114,4 145,9
118,2 145,9
119,4 146,7
126,4
153,1
193,6

(OCHg), CH-O (CH)o <
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Considerando a natureza dos carbonos aromaticos (Cg) e da
porcéo C; da molécula pode-se propor a estrutura parcia | e ampliar para ll

(Figura 16).

OH o

Figura 16 : Estruturas parciais de S2.

A estrutura Il possui 5 CH aromaticos (Tabela 2, Figura 22).
O espectro de RMN 'H (Figura: 20) possui dois singletos de 1H e um
singleto de 3H na regido de hidrogénio aromético correspondentes aos 2H
(7,03; 1H e 7,12; 1H) do anel B e aos 3H do andl A, representado pelo
singleto em dy 6,9, 0 que é confirmado pelos d:. aromaticos (Figura 22,
Tabela 3).

Os espectros de RMN *H 1D (Figura 20) e 2D (Figura 21) de
S2 revelaram acoplamento entre os sinais multiplos em dy 7,4 (d; 16,0 Hz;
1H); 6,61 (dd; 16,0 Hz e 7,7 Hz; 1H) e 9,66 (d; 7,7 Hz; 1H) confirmando a

unidade (- CH=CH-CH=0).
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O sina em 3,66 ppm (m, 1H) acopla com os hidrogénios em d
3,9 (m, 2H) e com o sinal em 5,66 ppm (d; 7,0; Hz;, 2H). Este sistema é
compativel com a unidade —CH-CH-CH,-OH representada pelos carbonos
denp 63,9 € deyy: 88,9 €52,9.

Considerando as multiplicidades dos sinais dos espectros de
RMN foi possivel fazer as propostas Ila, IIb e Ilc contendo dois grupos
metoxilicos (dochz= 3.85; s; 3H e 3,92; s, 3H). A comparacdo dos
deslocamentos quimicos de 'H e **C de S2 e os valores atribuidos para I1a
conduziu a opgdo por esta estrutura para S2. As estruturas 11b e ¢ foram
descartadas, com base também nas consideracfes biossintéticas (Capitulo 3,
item 3.2) e com base nos dcy dos carbonos 2, 22 e 5 (Figura 17)
[(HARUNA e col., 1982), (HASHIMOTO e col., 1994), (YOSHIKAWA e

col., 1995)], Tabela 3

Figura 17: Propostas estruturais para S2.
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Conforme as deducbes acima e a semehanca dos dados
espectroscopicos permitiu identificar S2 como a lignana balonofonina (3,3 -
dimetoxi-4',9 -diidroxi-(4-O-7°,5-8’)-lignana 7,8-deidro-9-a) isolada
anteriormente de Balanophora japonica Makino (HARUNA e col., 1982) e
de Chosenia arbutifolia A. Skvortz (HASHIMOTO e col., 1994).

A estereoquimica relativa trans (Figura 18) HOCH»9 e Ar-7
do anel diidrobenzofurano foi proposta com base no valor da constante de
acoplamento J=7,2 Hz calculada para o dubleto do H-7. O vaor de J,,,s para
0s H-8 e H-7 registrado na literatura, é 7,1 Hz. O vaor do dedocamento
quimico do G7 (de= 89,9) encontrado para esta proposta € compativel com
vaor registrado na literatura. Este domo de carbono sofre efeito b
desprotetor do CH,-9.

A medida da atividade ¢tica de S2 foi determinada com [a]p
25°= +1 (c= 2,044 g.100 mI', CHCL). Considerando a existéncia do
estereoisomero trans-(7S,8R)-(-)-3,3 -dimetoxi-4,9 -diidroxi(4-O-7", 5 -8)-
lignana:7,8-deidro-9-al [a]p= -115 (c= 1,3 g.100 mI*, CHCl,) na literatura
(HARUNA e cal., 1982) foi possivel propor para S2 a estrutura da trans
(7R,89)-(+)-3,3 -dimetoxi-4,9 -diidroxi-(4-O-7", 5 -8)-lignana7,8-deidro-

9-d.



Figura 18: Estereoquimica relativa de S2.
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Figura 19: Espectro de |V de S2.
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Tabela 3: Dados de RMN de *H (200 MHz, CDCL,) e ®C (50 MHz,
CDCl,) de S2 e comparacdo com os dados de RMN 'H (100 MHz,
CDCly) e ®C (2505 MHz, CDCI;) da balonofonina registrados na

literatura.
S2 BALONOFONINA
C a5C dTH THH COSY| *C dH
1 128,1 127.8
2 112,2 7,12 (1H; 9) 1123 712
3 145,9 144.4
4 146,7 151,2
5 132,2 132,0
6 118,1 7,03 (1H; 9) 1180 7,02
7 1531 7,40 (1H; d; J= 16,0 Hz) H-7/H-8 152,9 7,98
8 126,4 6,61 (1H; dd; J;=16,0 Hz e J,= 7,7 HZ) H-8/H9 126,0 6,56
9 193,6 9,63 (1H; d; J=7,7 Hz) 1932 9,55
1 129,0 1291
2 108,7 6,65 (1H; 9) 108,6 6,86
3 145,9 146,5
& 144,8 145,6
5 114,4 6,65 (1H, ) 1143 6,86
6 119,4 6,65 (1H, 9) 1191 6,86
7 88,9 5,63 (1H; d; J= 7,2 H2) H-7"/H-8 88,8 5,62
g 52,9 3,66 (1H; m) H-8/H-9° 529 3,540
) 63,8 3,95 (2H; m) 63,7 3540
3-OCH3; 56,0 3,88 (3H; 9) 56,0 3,89
3-OCH; 559 392 (3H; 9 559 3,89




5.1.3- IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DE S3

O egpectro de absorcdo de infravermelho de S3 esta
representado na Figura 23. Na Tabea 4 sdo feitas as atribuigbes das

principals bandas de absorcéo.

Tabela 4: Interpretacao dos sinais de absor ¢ao do espectro naregiao |V
da substancia S3.

n(cm™) Atribuicbes
3381 Deformagéo axia do grupo OH.
2921 e 2852 Deformagao axial de CH sp°.
1703 Deformacéo axial do grupamento C=0.
1608, 1513 e 1462 Deformacéo axial daligacdo C=C do anel aromaético.
840 Deformacdo angular da ligagdo C-H do anel aromatico

O espectro de RMN *H (Figura 24) possui cinco sinais na
regido de deslocamento quimico de hidrogénios aromaticos. O deslocamento
guimico, a multiplicidade e os valores da constante de acoplamento
permitiram sugerir um flavondide. O par de dubletos em dy 7,42 (3= 8,0 Hz;
2H) eem dy 6,88 (J= 8,0 Hz; 2H) representam os hidrogénios de um sistema

AA BB do and B de um flavondide, sendo atribuidos aos H-2", 6" e H-3',
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5, respectivamente. Os sinais de acoplamento entre os hidrogénios destes

sinais (Figura 25) confirmam a proposta deste sistema.

Osdubletesem dy 5,04 (= 12,0 Hz; 1H) e d,; 4,56 (J= 12,0 Hz;
1H) sdo caracteristicos dos hidrogénios H2/H- 3 trans de um flavanonol. Os
sinais de acoplamento entre estes hidrogénios revelados no espectro 2D de
correlacd homonuclear *H,"H-COSY (Figura 25) confirma a vizinhanca
entre esses hidrogénios do anel C do flavanonol. O sinal smples em dy 6,41
(s, 1H) é atribuido ao H-8, o dubleto em d 6,62 (J=8,0 Hz; 1H) que acopla
aosinad em dy 7,72 (J=8,0 Hz; 1H) permitiram propor o sstema ABC parao
anel A um com um grupo OH em 7. O sinal em dy 7,72 é compativel com o
H-5 orto a carbonila.

A andlise dos espectros de RMN °C (PND e DEPT, (Figura
26) permitiu identificar 0 dc-o em 193,2 compativel com carbonila
conjugada e os snais em dc; 165,9; 1645 e 158,7 correspondem aos
carbonos quaternarios aromaticos oxigenados. Os demais sinais em dc
129,9; 115,8; 112,9; 111,8 e 103,6 de carbonos arométicos e os dqy de
carbonos sp° (dcy = 84,8 e 73,8) sio compativeis com os carbonos metinicos
do and C do flavondide (Figura 26, Tabela 5). Esta andlise permitiu propor

a edtrutura 3,7,4 -triidroxiflavanona. Esta substancia esté registrada na
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literatura e é conhecida como garbanzol. Foi isolada de Cicer arietinum L.
(Leguminosae) (WONG e col., 1965; WONG, 1965), de Onobrychis
viciifolia Scop. (Leguminosae) (INGHAM, 1978), de Pterocarpus
marsupium Roxb. (Leguminosae) (ADINARAYANA e col., 1982) e de
Rhus succedanea L. (Anacardiaceae) (HILLIS e INOUE, 1965). O 3-O-
glucopiranosil-garbanzol, conhecido como leconting, foi isolado de Baptisia
lecontel (Leguminosae) (MARKHAM e MABRY, 1967). O espectro de
RMN 'H desse glicosideo foi utilizado para comparacdo com o espectro de
RMN 'H de S3 e confirmagao da estrutura proposta. Este é o primeiro relato

da atribuicdo completa dos H e C do garbanzol.
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Tabeda 5: Dados de RMN *C (50 MHz, acetona-ds) € RMN *H (200
MHz, acetona-ds) de S3 e comparacao com valores de dy (60 MHz,
metanol-d,) daliteratura (MARKHAM e MABRY, 1967).

S3 L econtina (3-O-Glu-
gar banzol)
C dc dy *H,"H COSY du
2 84,8 5,04 (1H; d; = 12,0 H2) H-2/H-3 55
3 73,8 4,56 (1H; d; J= 12,0 Hz) 4,52
4 193,2 H-5/H-6
5 129,9 7,72 (1H; d; = 8,0Hz) 17,7
6 111,8 6,62 (1H; d; J= 8,0 Hz) 6,5
7 164,5
8 103,5 6,40 (1H; 9 6,38
9 165,9
10 112,9
r 129,9
2 129,9 742 (2H; d; = 8,0 H2) H-2'/H-6" 7,38
3 115,8 6,88 (2H; d; J= 8,0 Hz) H-3'/H-5 6,8
4 158,7
5 115,8 6,88 (2H; d; J= 8,0 Hz) 6,8
6 129,9 7,42 (2H; d; = 8,0 H2) 7,38




5.1.4- IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA $4

A substancia 4 apresentou-se como um sblido amarelo (pf.:
300°). O seu espectro no infravermelho (Figura 27) apresentou bandas de
absorcao em 3188 cm* (deformacio axial de OH), 1627 cm™ (deformacio
axial de C=0), 1603, 1551 e 1503 cm™ (deformagao axial de C=C do anel
aromatico) e 954, 909 e 827 cm-1 (deformacéo angular da ligacdo C=C do
anel aromético).

O seu espectro de RMN de 'H (Figura 28 e Figura 29)
apresenta sinais cujos valores de deslocamento quimico, multiplicidade e
valores de constante de acoplamento sugeriram a presenca de um sistema
AA'BB" no anel B de um flavondide. O dy 6,92 (d, J= 8,8 Hz, 2H) foi
atribuido aos H3', 5" devido ao fato destes encontrarem-se em posi¢éo orto
ao grupamento HO-4' e, entdo, sofrem efeito de protecéo por mesomeria. O
dy 7,91 foi atribuido aos H-2", 6° (d, J= 8,8 Hz, 2H) orto aligacéo dupla do
anel C de uma flavona. O espectro de correlagdo homonuclear *H,'H-COSY
(Figura 30) mostra sinal de acoplamento entre estes hidrogénios permitindo
a proposta do sistema AA'BB" do anel B de uma flavona. Os sinais em dc
128,9 e 115,97 presentes no espectro de RMN **C (Figura 31) sfo intensos
por representarem 2 CH cada um. Isto também confirma o sistema p-
dissubstituido confirmando a proposta acima. Os sinais em d¢ 160,75 e
121,85 representam os carbonos quaternarios 4 e 17, respectivamente, desta
unidade. O singleto em dy 6,72 no espectro de RMN'H e dcy 104,52 no
espesctro de RMN"C(Figura 31) sfo caracteristicos dos nlcleos H-3 e C-3,
respectivamente, no ane C de flavonas. O and A esta representado no
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espectro de RMN 'H (Figura 29) pelos dy 7,86 (d, J= 88 Hz, 1H), 6,97 (d,
J2,2 Hz, 1H) € 6,91 (dd, J= 8,8 Hz e J= 2,2 Hz; 1H) que acoplam entre S
(Figura 24) formando um sistema ABC dos H-5, H-8 e H-6, respectivamente
(Tabela 7). Os dedocamentos quimicos dos CH-5, 6 e 8 sdo 126,53, 114,87
e 102,53, respectivamente. Estes valores sdo compativeis com 0s dcy para
este padréo de substituicdo do anel A em flavonas. Os demais deslocamentos
quimicos de carbono em d. 176,41 (C-4), 162,55 (C-7), 157,45 (C-9) e
116,14 (C-10) aliados aos dados descritos acima justificam a proposta da
4 7-diidroxiflavona para $4 e sdo semelhantes aos valores registrados na
literatura para esta substéncia (SILVA e col., 2000; KOSHINO e col., 1993).
Esta substancia foi isolada de espécies do género Baptisia (MARKHAM e
col., 1970), do caule de Piptadenia rigida (SILVA e col., 2000), daraiz de
Mendicago sativa (KOSHINO e col.,1993) e da cultura de células de
Glycyrrhiza echinata (AYABE e cal., 1980).

Assm como as demais substancias descritas neste trabalho, este € o

primeiro registro desta flavona neste género.



3188.3,1627.6,1603.4,1551.9,1503.5,1448.0,1383.1,1271.6=
1230.6,1176.7,1142.7,1116.3,1041.8,954.3,909.7,827.4,763. 5=
725.1,664.3,598.9,561.6,502. 5=
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Figura 27: Espectrode 1V de $A.
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Figura 28: Espectro de RMN *H (400 MHz, DM SO-d;) de 4.
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Figura 30: Espectro de correlacdo homonuclear H,'H (200
M Hz, DM SO-ds) de S4.
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Figura 31: Espectros de RMN *°C de S4 [DEPT a 50 MHz (A) e
PND a 100 MHz (B) em DM SO-dy)].
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Tabela 3: Dados de RMN **C (100 MHZz) e RMN *H (400 MHz) de S4 e
comparacdo com valores registrados na literatura para 7,4 -diOH-
flavona: d °C, 50 MHz (SILVA e col., 2000) e d 'H, 500 MHz
(KOSHINO ecaoal., 1993).

4 (DM SO-dg) 7,4 -di-OH -flavona
(CD30D)

C dc (o “H,"H-COSY dc (o
2 162,63 165,20

3 104,52 6,72 (1H; 9) 105,11 6,66
4 176,41 180,0

5 126,53 7,86 (1H; d; J= 8,8 Hz) H-5/H-6 127,78 7,94
6 114,87 6,91 (1H; dd; ;=8,8€e2,2 Hz) 116,42 6,89
7 162,55 162,64

8 102,53 6,97 (1H;d; J= 2,2 Hz) 103,53 6,91
9 157,45 159,0

10 116,14 117,03

1 121,85 121,09:

2 128,19 7,91 (1H; d; = 8,8 Hz) H-2'/H-3 129,38 7,87
3 115,97 6,92 (1H; d; = 8,8 Hz) 116,42 6,93
4 160,75 166,0

5 115,97 6,92 (1H; d; = 8,8 Hz) H-5/H-6" 116,42 6,93
6 128,19 7,91 (1H; d; = 8,8 Hz) 129,38 7,87
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5.1.5- IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S5

O espectro de IV (Figura 32) mostra bandas de estiramento de
carbonila (Nms: 1623), hidroxila fendlica(n,s: 3196) e de esqueleto
aromatico (Nyae 1605, 1558, 1508 e 1450).

O espectro de RMN *H de S5 apresenta um singleto em dy 6,53
caracteristico do H3 do and C de flavonas. O and A esta representado
pelos dy 7,78 (d, = 884 Hz, 1H), 6,62 (d, 22,16 Hz, 1H) e 6,99 (dd, k=
8,84 Hz e J= 2,16 Hz; 1H) que acoplam entre s formando um sistema ABC
(H-5, H-8 e H-6, respectivamente) (Figuras 33, 34 e 35, Tabea 8). Os
snaisem dy 7,43 (d, = 2,16 Hz; 1H), 6,85 (d, = 8,36 Hz; 1H) e 7,56 (dd,
J= 836 Hz e L= 2,16 Hz) foram assnalados para os H-2', 5 e 6,
respectivamente.

No espectro de RMN 2D COSY assinalou-se 0 acoplamento
entre os hidrogénios arométicos (Figura 36, 37).

O singleto em dy 3,93 (s, 3H) foi atribuido a0 grupamento
metoxila em G-3° (Figura 33). O espectro RMN *H 2D NOESY confirmou
a posicéo deste grupo em 3" por apresentar sinais de interacdo espacial do
mesmo com o0 H-2'. Este espectro também foi Util para assinaar as posicoes

relativas dos demais hidrogénios na estrutura (Figuras 38, 39 e 40; Tabela

8).
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Estes dados permitiram propor para $b a estrutura 7,4 -diidroxi-
3"-metoxiflavona, conhecida como geraldona. Esta substancia foi isolada de
Trifolium subterraneum L. (LeguminosaeFabaceae) (WONG and
FRANCIS, 1968) e identificada em Trifolium repens (REDMOND e cal.,
1986). Foi detectada a sua presenca, também, em sementes de Vicia faba
(Leguminosae-Fabaceae) através de cromatografia liquida de ata eficiéncia
(TOMAS-BABERAN e col., 1991). A ocorréncia desta substancia e dos
demais flavondides descritos neste trabaho justifica o metabolismo das
L eguminosas produzindo 7-hidroxiflavonas como auxiliares no processo de
fixacdo de nitrogénio (REDMOND e cal., 1986). A suaformaglicosilada, 7
O-glicosil-geradoal, foi sintetizada por GUPTA e col. (1971). Além desta
substancia esta sendo registrada pela primeira vez no género Schizolobium,

os dados de RMN 'H desta substancia pura ndo estdo relatados na literatura.
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Figura 32 : Espectro deinfravermelho de S5 .
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Tabela 8: Dadosde RMN *H (400 MHz, CD;0D) de S5.

C dH TH,"H NOESY
2

3 6,53 (1H, ) H-3/H2'
4 H-5/H-6
5 7,78 (1H, d, J=8,84)

6 6,69 (1H, dd, J;= 8,84 Hz e J= 2,16 H2)

;

8 6,62 (1H, d, J= 2,16 Hz)

9

10

X

2 7,43 (1H, d, J= 2,16 H2)

3

"

5 6,85 (1H, d, J= 8,36 H2) H-5"/H-6"
6 7,56 (1H, dd, Ji= 8,36 Hz e J,= 2,16 H)

3-CH30 393 (3H, 9 OCH3/H-2°
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Figura 37. Ampliacdo da regido entre dy 6,580 do
espectrode 'H,"H COSY (CD;0D, 200 MHZz) de S5.
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X : parts per Million : 1H

Figura 38: Espectro de RMN *H NOESY (500 MHZ, CD5;0D) de S5.
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5.1.6- IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA S

O egpectro de IV (Figura 41) mostra bandas de estiramento de
carbonila (Nms: 1619), hidroxila fendlica(n,s: 3381) e de esqueleto
aromatico (N 1508 e 1448).

O espectro de RMN'H (Figuras 42, 43) mostra sinais em dy
6,49(s, H3) e dois dubletos (1H, 8,8 Hz) em dy 7,75 (H-6") € 6,81 (H-5).
Estes dados sdo compativeis com um anel aromético trissubstituido de uma
flavona com a posicdo 3 livre. Os demais sinais presentes no espectro de
RMN'H dy, 6,60 (d, 2.0 Hz, H-8), 6,67(dd, 8,8 e 2,0 Hz, H-6) e 7,76 (d, 8,8
Hz, H-5) podem ser atribuidos a um sistema ABC do and A da flavona
(Tabda 9). A multiplicidade dos sinais e os valores de d conduziram a
constatacdo de que o padrdo de substituicdo neste anel é idéntico ao
observado para 0 anel A das flavonas 4 e S5 e que por esse motivo
serviram como modelos para as atribuic¢des dos sinais dedy de S6. O dy em
7,76 é compativel com um hidrogénio orto a grupo retirador de elétrons do
anel e gque acopla com o hidrogénio representado pelo dd em dy 6,67 que

sofre efeito o- e p- de grupo hidroxila conforme representado em S6.
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O espectro de 'H,'H-COSY (Figura 44, 45) de S6 revela
acoplamento entre o sinal em 7,76 ppm (d, H-5) e o sinal em 6,66-6,69 ppm
(dd, H-6), restando para o outro par de hidrogénios os sinais em dy 7,75 (d,
H-6") e 6,81 (d, H5") que acoplam entre si. O experimento de NOEDIFF
(Figura 46) em que o sinal do H-3 (dy 6,49) irradiado revelou NOE no sinal
duplo em dy 7,75 (H-6"). Estes dados permitiram a proposta da 7,2°,3",4 -
tetraidroxiflavona, S6. Esta substancia esta sendo registrada pela primeira

vez naliteratura.
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Tabela 9: Dadosde RMN 'H (400 MHz, CD;0D) de S6.

C dn ™H,'H COSY
2

3 6,49 (1H, 9

4

5 7,76 (1H, d, = 8,8 Hz) H-5/H-6
6 6,67 (1H, dd, J= 8,8 Hz e J= 2,0 Hz)

7

8 6,60 (1H, d, J= 2,0 Hz) H-8/H-6
9

10

X

>

>

"

5 6,81 (1H, d, J= 8,8 Hz) H-5/H-6
6 7,75 (1H, d, J=8,8 Hz)
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Figura 44: Espectro de H',H' COSY de S6 (200 MHz, CD;0D).
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Figura 46: Espectro de NOEDIFF obtido por irradiacdo na frequéncia
do H-3
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6. CONCLUSAO

No primeiro estudo fitoguimico desta espécie vegetal, foram
identificadas sals substéncias: dois esterGides, um ligndide e quatro
flavonoides. Das quais as substancias S2, S3, S5 estdo sendo registradas pela
primeira vez em Caesal pinaceae e a substancia S6 é nova na literatura.

Os dados espectrométricos de RMN 'H de S3e S5 e RMN °C
de S3 estdo sendo registrados pela primeira vez naliteratura.
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