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RESUMO

Um espécime de Ouratea hexasperma (St. Hill) Bard (Ochnaceae) foi
coletado no cerrado do estado do Amapa, registrado no herbario amapaense
(HAMAB) sob o N° 01519 e classificado pelo boténico Benedito Vitor Rabelo
(FEEMA-Macapa-AP).

O fracionamento dos extratos wusando particio com  solventes,
cromatografia de adsorséo em coluna e camada delgada preparativa e
cristalizacdo, conduziu ao isolamento de quatro biflavondides novos e outros
constituintes que estdo registrados na literatura. O extrato hexénico da raiz
forneceu a  5-hidroxi-4',7-dimetoxi-2,3-trans-isoflavanona- (2—2")-5-hidroxi-
4" 7"-dimetoxi-2",3"-trans-isoflavanona  (hexaspermona-A) e 0 extrato obtido
com diclorometano da casca forneceu 5-hidroxi-
4',7-dimetoxi-2,3-trans-isoflavonona-(2—2")-4"'-hidroxi-5"7"-dimetoxi-2",3"-
trans-isoflavanona (hexaspermona-B) e 5-hidroxi-4',7-dimetoxi-2,3
-trans-isosavanona-(2—2")-4"'5"-hidroxi-7"-metoxi-2"3"-trans-isoflavanona
(hexaspermona-C) e a b5,7,4'-trimetoxi-isoflavona. O extrato metandlico das
folhas forneceu a 5,7,4'-trihidoxi-flavona-(6—8")-5",4™-dihidroxi-7"-metoxi-
flavona (7"-metil-agatisflavona) e o0 extrato hexanico desta parte da planta
forneceu a mistura dos hidrocarbonetos: untricontano, nonoeicosano e
eicosano, (47, 45 e 8%), um éster alifalico (palmitato de hexadecanoila) e uma

mistura de quatro triterpenos (o- amirina, B-amirina, germanicol e lupeol)

XX



As estruturas das substéncias foram determinadas através da andlise dos
dados espectrométricos de UV, IV, RMN de 'H e *C (incluindo experiéncias
bidimensionais e NOE) e EM (IE e EMBAR) das substancias naturais, de
éteres metilicos e acetatos.

A avdliagdo da atividade antitumoral, "In vitro", através da inibicdo do
crescimento dos tumores Sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlish, mostrou que a

7"-metil-agatisflavona € mais ativa do que a Quercetina

XXl



ABSTRACT

The specimen of Ouratea hexasperma (St. Hill.) Barl (Ochnaceae) was
collected in Amapa state Brazil and was identified by botanist Benedito Vitor
Rabelo. A voucher specimen (N° 01519) is deposited at the herbario
amapaense HAMAB of the museum Angelo Moreira da Costa Lima, IEPA,
Macapd, Brazil.

The solvent partition and chromatographic column and prep-TLC
fractions of the root, bark and leaves extracts afforded four new biflavonoids
and a known isoflavone.

The hexanic extract of root afforded 5-hidroxy-4',7-dimethoxy- 2,3-
trans-isofl avone-(2—2")-5 "-hidroxy-4"',7"-dimethoxy-2", 3"-trans-isoflavanone
(hexaspermone-A), the CH,CI, extract of bark afforded 5-hidroxy
-4'7 - dimethoxy- 2,3- trans-isoflavone- (2—2"')-4"-hidroxy-5",7"-dimethoxy-
2" ,3"-trans-isoflavanone (hexaspermone-B), 5-hidroxy-4',7-dimethoxy-2,3-
trans-isofavone-(2—2")-4"",5"-dihidroxy-7"-methoxy-2",3"-trans-isoflavanone
(hexaspermone-C) together with 5,7,4'-trimetoxy isoflavone the methanolic
extract of leaves afforded the biflavone 5,7,4'-trihidroxy-flavone-
(6—>8")5",4""-dihidroxy-7"-methoxy-flavone  (7"-metyl-agathisfavone), a
mixture of aliphatic alkenes, a mixture of aliphatic esters and a mixture of
pentacyclic triterpenes (a-amirin, B-amirin, lupeol and germanicol).

The biflavone was found much more potent inhibit the tumors cells
growth than quercetin.

The structures of the products were determined on the basis of chemical
and spectral data including 2D NMR experiments and MSFAB besides UV,
IV and MSIE ofthe natural products and methyl ethers and acetyl ester

derivatives.
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1-INTRODUCAO

Embora o homem seja uma criacdo da natureza e se classifique entre os
mamiferos, € certo que jA ndo pode ser considerado simplesmente como parte
integrante desta natureza. Com seus instrumentos, substéncias quimicas, meios
de transporte, e de modo especial seu raciocinio e sua capacidade de realizar
pesquisas, tornou-se a muito tempo uma forca a parte. Isso é sobremodo
verdadeiro quanto as relagdes entre o homem e as plantas.

Estima-se que 80% da populacdo dos paises menos desenvolvidos
dependem, em grande quantidade, da medicina caseira utilizando plantas para
suas necessidades primarias de saude.

A curiosidade motivada pelo uso frequente e com sucesso de certas
plantas, levou 0 homem a investigar seus principios ativos. Em muitos casos a
pesquisa mostrou 0 acerto com que eram empregados, mas em outros nada foi
comprovado.

Embora o ideal seja o conhecimento do principio ativo de uma planta
medicinal, o conhecimento da sua composi¢cdo quimica mesmo parcia contribui
favoravelmente para a descoberta de suas propriedades bioldgicas através de
testes farmacologicos das substancias isoladas. Por outro lado, a escolha de
plantas para seu estudo quimico, com base em seu uso popular € um dos meios

gue podem conduzir a descoberta de novos medicamentos e, inclusive, permite



avaliar os perigos da adogdo de determinados vegetais como medicamentos
tradicionais.

O estudo quimico de plantas, procurando conhecer a composicdo dos
diferentes metabolitos secundarios das espécies, contribui para quimica
organica em gera fornecendo modelos adequados para transformagdo quimica
como: obtencdo de produtos uteis, fontes de matéria prima para quimica fina,
substratos para testar reagentes e catalisadores, e novas idéias para
entendimento dos processos biossintéticos.

O conhecimento da quimica das especies vegetais contribui também para
outras &eas da ciéncia como farmacologia, boténica, agricultura, evolugéo,
ecologia e taxonomia quimica.

Apesar das contribuicbes da quimica de produtos naturais citados acima
verifica-se, freguentemente, uma maior tendéncia dos grupos de pesquisa em
direcionar seus trabalhos para linhas que visam somente a exploracéo
econdmica, ndo levando em consideragdo a importancia da pesquisa bésica, a
qual deve ser incentivada principalmente no meio universitario.

Para dar exemplos de aplicacdo de substancias naturais na area da
farmacologia podemos destacar uma classe de substancias muito freqiientes na
literatura, principalmente em trabalhos relacionados com atividades
farmacologica que sdo os flavonoides. Além da publicagdo de Cody e col [1],
0s resultados recentes de Cang-Oihu e col sobre a avaliagdo de atividade anti
HIV de flavonoides naturais e sintéticos, destacando-se, em suas conclusdes, a
acdo com baixa toxicidade de Acacetina (1) e ato indice terapéutico da Crisina
(2) na acéo contra este virus [2].

Baseado em avaliagdes clinicas de biflavon6ides e monoflavondides
observou-se um maior poder de acdo dos biflavondides in vivo do que os

flavondides simples [1].
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OH
(1) Ry = B-D-galactose
Ry = OCHj3 (3) R=0CH3 e Ry =0OH
(4)R=R;=H
(5) R=OHeRj=H

(2) Rj =Ry =H

Como exemplo destes compostos ativos pode-se citar, também, o uso da
Kolaflavona (3) que j& é patenteado para o tratamento de inflamagdes e
infecgbes hepéticas, o Kolavirom (4 + 5) um medicamento usado como anti-
microbial, bactericida, anti-colesterémico e anti-hiperglicémico; pode-se
destacar, também, os isdmeros Neochamagjasmina A (6) e Isochamaejasmina
(7) que possuem acdo inibitéria em promotores de tumores e, por issO sdo

usados na prevencgdo do cancer [1].




Outra conclusdo relevante relacionada a classe dos biflavonéides € que
sua presenca € uma caracteristica geral de Giminosperma ocorrendo
freqlentemente em folhas, bem como na parte aérea do caule. Esses
biflavondides na camada superficial de folhas de plantas devem ter uma funcéo
de resisténcia a invasdo de fungos e de repelirem insetos. A funcdo celular dos
biflavondides achados em madeira, casca, pélen e frutos ainda ndo foi
encontrada, mas parece que eles estdo envolvidos em mecanismos de defesa
similares, particularmente no caso de madeiras, raizes e casca

O importante papel desempenhado pelos biflavondides nas estratégias de
defesa de plantas deve ser o causador da variedade estrutural apresentada onde
a planta procura manter-se um passo a frente dos predadores. Estas variagOes
estruturais consistem nas diversidades de ligacOes interflavondides e nos
padrdes de substituicdo com grupos metoxilicos e hidroxilicos.

Um fato interessante € que nas Angiospermas onde, na maioria dos
casos, 0 papel defensivo tem sido conduzido por outros metabodlitos, tem sido
encontrado uma grande quantidade de estruturas de biflavondides. No entanto,
devemos lembrar que a evolucdo produz muitas taxas diferentes de acordo com
as mudancas em diferentes caracteristicas de um grupo. Conseguentemente, o
aparecimento desta classe de substancia pode ser de alta ocorréncia ou
aparecer esporadicamente. A frequéncia de biflavondide faz desta classe de
substancia uma caracteristica de determinado grupo de Angiosperma.

Varios exemplos de ocorréncia de flavondides e biflavondides em
Angiospermas sdo citados no trabalho de Harbone e col [3]. Entre estas
familias pode-se destacar as Ochnaceas que tem se revelado ricas nesta classe
de substancias.

Outro trabalho que revela a ocorréncia de flavonodides e biflavondides em

Ochnaceae € o de Brito [4] que mostra o perfil quimico das Angiospermas.



A familia das Ochnaceas possui 28 géneros e entre eles o género
Ouratea, cuja quimica € pouco conhecida. Foram encontrados na literatura
apenas dois trabalhos em periodicos descrevendo a identificacdo de espécies de
Ouratea [5,6]. A catequina (8) e a proantocianidina dimérica (9) isoladas da
casca e da raiz de um espécie [5] e (10) e (11) da raiz de outra espécie [6].

Outro trabalho divulgado recentemente, atraves de comunicagdo em
resumos, revela a presenca dos bhiflavondides (12) e (13) em Ouratea

spectabilis [7].
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A biflavona (14) foi isolada do extrato metandlico da folha do espécime
Ouratea hexasperma (Ochnacae) e constitui cerca de 0,3% do extrato da folha
da planta. Desta mesma planta foram isolados trés biisoflavondides novos que
foram registrados recentemente na literatura [8].

A biflavona (14) (7"-metil-agathisflavona), que até o momento ndo foi
descrita na literatura, apresentou uma grande atividade farmacoldgica inibindo
0 desenvolvimento de células tumorais (Sarcoma-180 e tumores de Ehrlish)
com acdo mais significativa do que a Quercetina (15) (fig.52; pag.104) que é
usada como padrdo para avaliar atividade de Flavondides como anti-tumoral [9
e 10].




2 - A PLANTA E SEUS CONSTITUINTES.

2.1 - Descri¢ao botanica da planta.

2.1.1 - A familia Ochnaceae.

A familia Ocnaceae DC. consta de cerca de 28 géneros e 400 espécies
tropicais e subtropicais. No Brasil ocorrem aproximadamente 9 géneros com
105 espécies.

Séo é&rvores, arbustos ou, raramente, ervas com folhas alternadas,
estipuladas, geralmente com a nervura central saliente no dorso e com nervuras
secundarias e venulas numerosas, patentes e paralelas entre si. Flores amarelas
avas ou avermelhadas, dispostas em paniculas terminais multifloras. Flores
andréginas, radiais ou zigomorfas, com 5 sépalas livres ou concrescidas na
base, de prefloracdo imbricada; pétalas livres, torcidas no botdo floral, caducas.
Androceu de iso a polistémone; estames com filetes curtos, raramente,
filiformes e longos; anteras biloculares, 4-loceladas, geralmente oblongas, base

fixas, poricidas ou rimosas, as vezes enrugadas. Estaminddios presentes ou

10



ausentes; em Lavradia, 0s estaminddios petaldides se concrescem em tubos,
que cerca 0s estames férteis e em Leitgebiea, os estaminddios se alternam com
0s estames. Em outros géneros 0s estames se concrescem em denso
aglomerado que se coloca de um lado do ovario. Gineceu formado de 2-5
carpelos (raramente mais), livres entre si, mais com estilete comum ou
concrescidos formando um ovario supero de 1 - 10 I6culos, dvulos eretos ou
péndulos, de 1 a muitos em cada loculo. Fruto apocarpico, com os carpidios
acentados sobre o receptadculo carnoso e colorido, ou frutos simples, deiscentes
ou indeiscentes. A capsula tem paredes coridceas ou lenhosas, sementes de
uma a muitas, com integumento membranoso ou 0sseo e endosperma carnoso,

farto ou ausente; embrido reto ou curvo.

2.1.2 - O género Ouratea.

Comum nos campos cerrados possuindo flores amarelas. Carpelos livres
entre si, com um estilete comum; fruto constituido de duas ou mais pequenas
drupas acentuadas sobre o receptaculo carnoso e aumentando na frutificacdo;

sementes sem endosperma.

2.1.3 - A planta Ouratea hexasperma.

Da familia das Ocnaceaes, conhecida vulgarmente como massaroca,
arbusto ou arblsculo até 5 metros de altura; ramos cobertos por cascas
suberosas; folhas subcoriaceas, brilhantes por cima, oblongo-lanceoladas ou

oblongadas, base obtusa, épice longo ou curto acuminado, margem ligeiramente



serrada; paniculas terminais ramosas; multifloras, flores com pétalas obovais
ungiiiculadas; anteras ligeiramente rugulosas; ovario 5-7 gino; estilo ténue
filiforme, 7 milimetros de comprimento. Ocorréncia nos cerrados de Minas

Gerais, Goias, Piaui, Ceara e Amapa.

2.2- Constituintes quimicos isolados de Quratea hexasperma.

Me
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO.

3.1 - Determinagdo estrutural de OHRH-3 (hexaspermona-A).

O espectro no IV (Fig. 1) de OHRH-3 apresentou banda de absorgéo
para grupo carbonila conjugado contendo grupo hidroxila em orto (efeito de
quelagdo) em 1630 cm®. Uma banda de absorcdo fraca em 3010 cm® que
sugere a presenca de anel aromatico que é confirmada com bandas em 1570
e 1520 cm™.

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCI,) (Fig.2) possui dois
sinais duplos (J=8,9Hz) em 3, 7,38 e 3, 6,87 que correspondem a prétons
arométicos, ligados aos carbonos &, 128,2 (CH) e 1140 (CH),
respectivamente, cujos acoplamentos a uma ligacdo (*J.,) S8 revelados no
espectro 2D (*Hx®H-COSY) (Fig.5). Estes sinais estdo compativeis com o
sistema AA'BB' de um anel aromatico ndo conjugado para metoxilado
Oy 3,79(s)) (1). Este sistema € proposto também, com base no acoplamento
entre estes prétons revelado no espectro 2D (*Hx'H-COSY) (Fig.4).

Os sinais em 9o, 6,13 (s; J=2.0Hz) e d, 6,14 (s; J=2,0Hz) (Fig.2)
correspondem a absorcdo de prétons aromaticos protegidos, que estdo ligados
aos carbonos em 6. 96,8 e 8. 99,1 ppm, respectivamente (Fig.5). Estes
valores de deslocamento quimico sdo compativeis com os CH arométicos com

funcBes oxigenadas vizinhas, Levando em consideragdo 0 numero de carbonos



guaternarios em (1), restam trés sinais de frequénciaz C-O (166,4; 165,0;
161,6), dois C (131,7, 108,6) e uma C=0 (198,2) (Figs.3 e 5) que, juntamente
com os CH citados anteriormente permitem propor a estrutura parcia 2. O
sinal em 9, 11,93 (s) confirma a presenca de OH em ponte com a carbonila,
que absorve em &, 98,2 ppm. Restam no espectro de RMN de 'H dois sinais
duplos de hidrogénios metinicos em 9, 4,51 (d;J=8,0Hz) e 3§, 5,18
(d;J=8,0Hz), que acoplam entre si (Fig.4) e estdo ligados, respectivamente, aos
carbonos que absorvem em 59,0 (CH-C) e 84,0 (HC-O) (Fig.5), sendo que
este Ultimo sinal é compativel com o sinal de hidrogénio metinico carbindlico.

Esta informagdo permite a proposta do sistema 3.

”]3
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Levando em consideracdo 0 numero de sinais de carbonos
quaterndrios presentes no espectro de RMN *C (PND) (Fig.3) e 2D (*Hx®C-
COSY) (Fig.5), aém do numero de grupos metoxilas presentes nos espectros,
podemos reunir as estruturas parciais 1, 2 e 3, e chegar as unidades
flavonoidicas 4 e 5. Estas unidades possuem valor de massa compativel com o

pico base m/z 299 presente no espectro de massas obtido por impacto de

elétrons (Fig.6) (Esguema 1).

[ OMe

A necessidade de um substituinte adicional para justificar os CH
(sistema 3), e 0s picos correspondentes a ions fragmentarios com massa acima
de 300 u.m.a, permitiu propor a estrutura dos dimeros 6 ou 7 para OHRH-3.
Estas propostas estdo de acordo com o valor do ion molecular M 598 u.m.a.,

detectado através de espectrometria de massas EMBAR (Fig.7 e 8).
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A comparagdo do o, e o, de C-2,2" e C-3,3' de OHRH-3, com o

modelo da literatura 8 [13] (Tabela 2), permitiu optar pela proposta 6 que
apresenta 0 grupo atila no C-3, exercendo um efeito de desprotecdo sobre o

proton metinico ndo carbindlico. Isto justifica as diferencas de deslocamento
quimico de prétons metinicos (Ad,=1,51) e carbonos ndo carbindlicos

Ad.= 9,8). A estrutura 6 esta compativel com os acoplamentos revelados no
espectro 2D 'Hx'H-COSY (Fig.3) e !Hx®C-COSY (Fig.5) (Tabela 1) e com a
quantidade relativa de prétons revelada na integracdo do espectro de RMN 'H
(fig.2).

O Esquema 1 mostra os caminhos plausiveis para se chegar aos
principais ions fragment&rios revelados no espectro de massas obtido por
impacto de elétrons (Fig.6). Os sinais em m/z; 299(100); 167(17) e 121(17)
entre outros, servem como confirmacdo adicional do padrdo de substituicéo
desta substancia

A andlise desta substdncia com a técnica EMBAR (Fig.7), mostrou
oS picos da matriz em m/z: 153, 307, 461, etc. (Fig.8), incluindo o M™
compativel com a estrutura 6 que foi denominada hexaspermona-A O
Esquema 2 mostra os fragmentos correspondentes aos demais picos presentes
no espectro EMBAR da hexaspermona-A (Fig.7 e 8).

Os espectros de RMN *H (Fig.9) e ®C (fig.10) do derivado acetilado
de OHRH-3 confirmou a presenca de duas hidroxilas fendlicas na estrutura de

hexaspermona-A. Esta confirmagdo se baseia na diminuicdo do sinal em

dy: 11,93 (s), no aparecimento do sinal referente a dois grupos acetato

Oy 211 (s) e 8. 20,7 e 169,2) e das diferencas nos deslocamentos quimicos
dos nacleos vizinhos a esta funcdo (Tabela 2). A transformacdo do OH

quelado em acetato diminuiu o efeito de protecdo orto para prétons e carbonos

vizinhos



3.2 - Determinagdo estrutural de OHCD-1 (hexaspermona-C).

O espectro no IV (Fig. 11) de OHDC-1 apresentou bandas andlogas
ao de hexaspermona-A, permitindo reconhecer absorcOes referentes a sistemas
arométicos (3010; 1570 e 1520 cm’), a carbonila conjugadas (1630 cm?), além
de fendis (3300 cm?) e éteres (1200 cm™).

O espectro e RMN 'H (200 MHz, CDCl,) (Fig. 12) possui quatro
sinais o, 7,36 (d; J=8,7Hz), 9o,: 6,85 (d; J=8,7Hz) e 5, 7,31 (d; J=8,5Hz), &
46,76 (d; J=8,5Hz), ligados aos carbonos &,: 128,2 (CH), &, 114,0 (CH) e
d. 128,4 (CH), 6. 1154 (CH), respectivamente (Fig. 14 e 15) (Tabela 3). O

espectro 2D (*Hx*H-COSY) (Fig. 13) revelou acoplamento entre estes prétons
aromaticos, permitindo propor a presenca de dois sistemas AA'BB' de anel
aromatico ndo conjugado. As frequéncias de absorcdo dos carbonos que
sustentam o0s prétons mais protegidos destes sistemas (114,0 ppm e 1154
ppm) sd compativeis com anel aromatico para metoxilado (1) e para
hidroxilado (9), respectivamente.

A semelhanca das feicbes e deslocamentos quimicos dos demais
sinais presentes nos espectros de RMN (1D: Fig.12, 14 e 2D: Fig. 13, 15)
(Tabela.5), com os sinais de OHRH-3 (hexaspermona-A) permitiu propor a
estrutura de outra biisoflavanona. A massa do ion molecular (M* 584),
determinada através de EMBAR (Fig. 17), estd4 de acordo com a estrutura 10.

17
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As modificagbes na curva registrada na regido UV (Fig. 19) causada
pela adicdo de hidroxido de sodio e cloreto de aluminio, confirmaram a
presenca de hidroxila fendlica livre e quelada na estrutura de OHCD- 1.

O Esquema 3 mostra os ions fragmentarios correspondentes aos
picos m/z: 299(100), 285 (52), 121(19) e 107 (6), entre outros (Fig.16), que

estdo e acordo com o padrdo e substituicdo proposto para esta substancia
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A Tabela 3 mostra os deslocamentos quimicos dos carbonos e dos
prétons a eles ligados através de uma ligagdo (J.,) e dos prétons cujos sinais
de acoplamento através de duas e trés ligages (*J., € %)) foram detectados
no espectro de correlagdo heteronuclear com J,, modulado 7Hz (Fig. 15).

O valor da constante de acoplamento (J=10,2Hz) entre o0s protons
metinicos (5,65 e 4,49ppm) permite sugerir a configuragdo relativa trans entre
estes protons. Experiéncia com irradiacdo dupla nas frequéncias destes nucleos
e posterior diferenca de espectro (Fig.18, Tabelad) permitiu propor a

estéreoquimica relativa dos centros assimétricos como em 11 e 1la A
irradiagdo em 9§, 5,67 (H-2,2") gerou um efeito NOE de 7% em o, 4,49

(H-3,3") e 13% em o, 7,36 (H-2,6' e H-2",6") (Fig.18). Esta interacéo

espacial entre os protons revela claramente a proximidade de H-2 com H-26' e

3" e de H-2" com H-2"6" e 3 (11 e 11 a).
: OH

6™

_ = Q)

Me()

Esta bhiisoflavanona foi denominada hexaspermona-C. A preparagéo

do seu derivado hexametilado com sulfato de metila serviu para confirmagéo
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adicional dos grupos fendlicos presentes e, também, para fazer andlises
definindo as frequéncias de absor¢cdo de cada metoxila (Fig.20 e 21)
(Tabela 5). Estas informacbes foram obtidas através dos efeitos NOE
observados nos hidrogénios vizinhos de cada metoxila irradiada (Fig.22,

Tabela.6). A presenca de hidroxila em ponte foi confirmada devido ao
desaparecimento do sinal em §,, 11,93 (s) e 0 aparecimento do sina referente a

duas metoxilas mais protegidas [9,:3,65(s) e O, 56,01 que exerceram efeito
NOE (12%) apenas sobre os prétons que absorvem em 9, 6,09 (d;J=2,4Hz).
Este produto (10a) apresenta dois dubletos (5,:7,28 e 6,:6,78;

J=8,2Hz) idénticos a hexaspermona-A (Fig.20 e 21). Isto confirma a proposta
do padréo de substituicdo dos anéis arométicos. Os deslocamentos quimicos
das demais metoxilas foram garantidas através do efeito NOE observado nos
hidrogénios vizinhos, obtidos com irradiagdo nas frequéncias de cada grupo

metoxilico (Fig.22, Tabela.6).

3.3 - Determinacéo estrutural de OHCD-4 (Hexaspermona-B).

O espectro no 1V (Fig.23) de OHCD-4, mostra bandas de absorcéo
semelhantes de OHRH-3 (hexaspermona-A), que permitem reconhecer 0s
sistemas aromaticos, carbonila conjugada e fenal.

Com base na andlise do espectro de RMN *'H (200MHz, CDCl,)

(Fig.24), propbs-se dois sistemas AA'BB' que sdo confirmados através do
espectro 2D (*Hx'H-COSY) (Fig.25). Os prétons que absorvem em 6, 7,34

(d;J=8,6) e 0,6,83 (d;J=8,6), pertencem a um sistema aromatico para

hidroxilado (9), e os protons que absorvem em 9,:7,21 (d;J=8,3) e 9,:6,72

(d;J=8,3) sdo referentes a um sistema para metoxilado (1) (Fig.24). Os
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respectivos carbonos que sustentam estes hidrogénios sdo identificados através
do espectro 2D (*Hx®C-COSY) (Fig.26) e os valores em 113,8 e 115,3,
ligados aos prétons mais protegidos sdo compativeis com 0s sistemas propostos
9el).

A Comparagdo dos espectros de RMN 'H (Fig.24) e ¥C (Fig.27) de
OHCD-4 com os de OHRH-3 permitiu propor uma estrutura semelhante com
dois nucleos metinicos sendo um carbindlico.

A feicdo dos sinais em 6,1 ppm revela uma mudangca no sistema
causando uma diferenca no ambiente quimico dos prétons H-6" e H-8". O

nimero de metoxilas, e o efeito protetor (Fig.24, 25 e 26) sobre o carbono C-6"
0,:94,8) e o pico m/z 181(19), entre outros, (Fig.29, Esquema.4), permitiu

propor um grupo metoxila no carbono C-5" [§,4:3,69(s) e 0.:56,1 ppm]. A
auséncia da ponte de hidrogénio causou um efeito protetor no carbono
carbonilico que passou a absorver em oc: 193,0 ppm.

O deslocamento quimico de cada metoxila foi definido através de
experiéncias com irradiacdo dupla nas frequéncias de seus protons e posterior
diferenca de espectros (Tabela9) (Fig.28). Nesta andlise a irradiacdo em
3,69ppm mostrou efeito NOE apenas sobre o sina em 6,12ppm que é referente
ao proton H-6" vizinho a metoxila em C-5".

Os demais deslocamentos quimicos apresentam semelhanga com
OHRH-3 (Tabela 8). Estes dados e o valor do M* 598 revelado no EMBAR
(Fig.30) estdo de acordo com a estrutura 12 para OHCD-4 denominada
hexasper mona-B.

Os ions fragmentarios m/z: 299(100), 181(19), 167(9), 121(11) e
107(10), obtidos no espectro por impacto de elétrons (Fig.29) (Esquema.d),

servem para confirmar o padréo e substituicdo de hexaspermona-B.
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Esta Bisoflavanona juntamente com hexaspermona-A e C foram

registradas recentemente pela primeira vez na literatura [8].
D

St

3.5 - Determinacdo estrutural de OHCD-5.

Os espectros de RMN de 'H 1D (Fig.31) e 2D (*Hx'H-COSY)
(Fig.-32) de OHCD-5 possui dois sinais em §,;: 7,46 (d;J=8,8Hz, 2H) e §,::6,91
(d;J-8,8Hz, 2H) que, por apresentarem interacdo vicinal, correspondem a um
sistema AA'BB' de um anel aromatico conjugado. O valor 7,46 ppm revela um
efeito desprotetor sobre os dois protons do sistema. O valor do deslocamento
quimico do CH em 113,7 € compativel com o valor de 3. e dois carbonos
vizinhos ao grupo metoxilico (Fig.33) (Tabela. 10). Restam no espectro de
proton (Fig.31) trés sinais, dois dubletos 6,36 (J=2,2Hz, 1H) e 6,43
(J=2,2Hz, 1H) de dois protons protegidos e um singleto em 7,73 (s, 1H) de um
préton desprotegido.

Os 9J. de carbonos aromaticos protegidos (92,5 e 96,1 ppm)

presentes no espectro de RMN **C e o nimero de metoxilas revelados nos
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espectros (Fig.31 e 33), junto com as informagdes anteriores, permitem propor

os sistemas (1) e (13) como parte da estrutura de OHCD-5.

B

\} I}\ OMe

i Hy,

OMe

(13)

MeQ) O

(1)

O sina do hidrogénio desprotegido (7,73 (s)) mais o sinal de carbono
em 150,0 ppm sdo compativeis com um sistema endnico de um anel
heterociclico ligando os sistemas (1) e (13) e permitindo sugerir a estrutura da

isoflavona (14) para OHCD-5

(14)

O espectro de massas (Fig.34), mostra um pico em m/z. 312(90),

correspondente ao pico molecular. Os picos em m/z: 281(17), 180(20),
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137(57) e 107(19), entre outros, correspondem a ions fragmentérios que
justificam a estrutura proposta (Esquemalb).

A Tabela 10 mostra as atribui¢cbes dos deslocamentos quimicos dos
protons e carbonos, com a definicdo dos frequéncias das metoxilas. Estes
deslocamentos foram deduzidos através do efeito NOE gerado nos protons
vizinhos, pela irradiagdo na frequéncia das metoxilas. A irradiagdo em
3,93 ppm gerou o efeito de 8% apenas sobre o sinal em 6,36 (H-6), e em
3,89 ppm gerou NOE nos protons protegidos 6,36 (3%) e 6,413 (7%),
confirmando as posicbes das metoxilas nos C-5 e C-7, respectivamente. Foi
detectado um efeito NOE de 7% no dubleto 6,91ppm do sistema AA'BB',
quando irradiou-se em 3,951 ppm. Isto define a frequéncia da metoxila no C-
4' (Fig.35) (Tabela. 11).

Esta isoflavona esta registrada na literatura [14], cujos dados de °C
detectados foram comparados com os de OHCD-5 (Tabela 12).

3.6 - Determinacdo estrutural de OHFM-1.

O espectro no IV (Fig. 36) revelou bandas de absorcéo referentes a
vibracdo de C=C de arométicos (1450, 1500 e 1600 cm™), estiramento de
carbonila ceténica conjugada (1630 cm™?), estiramento de H-O (3450 cm?),
estiramento de éter (1220, 1180 cm?) e uma banda forte coerente com 2H
vizinhos em um sistema aromético (840 cm).

O espectro de RMN *H (Fig. 37), possui dois dubletos
(Oy: 7,94 e 7,62 ppm) representando hidrogénios aromaticos desprotegidos que,
de acordo com o sinal presente no espectro 2D (*Hx'H-COSY) (Fig. 38)

interagem com hidrogénios protegidos representados pelos sinais em 9§, 7,05 e

6,83 ppm. Estes sinais representam dois sistemas AA'BB' de um anel
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aromatico para substituido, O valor de 9§, dos prétons menos protegidos

indica se tratar de um sistema conjugado.

Os demais sinais presentes no espectro de RMN 'H sdo: quatro

singletos em §, 6,80; 6,65; 6,60 e 6,54 ppm compativeis a protons aromaticos
protegidos, dois singletos em 9§, e 13,34 e 13,18 ppm correspondentes a dois
protons hidroxilicos em ponte com a carbonila, um sinal largo em §, 9,15 ppm
correspondente a trés protons de hidroxilas fendlicas e um singleto em §,:3,88
ppm referente a protons de grupo metoxilico.

Os espectros de RMN de *C [PND e DEPT (8 = 135 e 90°)] (Fig.
39) mostrou dois sinais de carbonila conjugada o, 183,55 e 183,1 ppm), dez
sinais de carbonos quaternérios aromaticos oxigenados 9o, 161,8, 165,0,
155,5, 163,1, 164,8, 161,1, 1634, 158,2, 165,2, 161,8 ppm) e seis ndo
oxigenados o, 101,0, 104,1, 105,1, 1055, 123,2, 123,2, ppm). Os sinais
de CH (3, 116,7,103,6, 129,2 ppm) sdo compativeis com 0 sistema AA'BB'

identificado no espectro de protons citado acima (15)

on  (19)
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Os sinais de CH 94,5 e 96,0 ppm sd compativeis com carbonos
protonados arométicos vizinhos a dois grupos oxigenados.

Levando em consideracdo o numero de CH, C e o numero de
substituintes (5xOH + 1xOCH,) pode-se pensar em duas unidades de
flavonoides, que é coerente com 0s sistemas conjugados previstos acima. A
formulagdo parcial abaixo, mostra 0 numero de carbonos compativeis com esta
deducdo (C=0)2, (C-0)10, (C)6, (CH)4, + (CH)4 x 2 (AABB') = C; —
dois esqueletos de flavonas.

A andlise do espectro bidimensional (*H x *C-COSY-'J.,) (Fig. 40)
confirma o nimero de CH de OHFM-1 proposto na formulagdo acima.

O M* = 552 presente no espectro de massas obtido por impacto de
elétrons (Fig. 41) é coerente com a féormula molecular: C,;(OH), (OH),
(OCH,) + (O,H;,) = 552. O numero de prétons é obtido através de integracdo
no espectro de RMN *H.

Além do sinal dos carbonos quaternarios ndo oxigenados do anel B
(2x 6, 123,2 ppm), o espectro de RMN **C (PND) possui quatro sinais de

carbonos quaternédrios protegidos, dos quais dois o, 1051 e 1055 ppm)

devem corresponder aos C-10 das unidades flavonas e os dois sinais restantes
(04: 101,0 e 104,1 ppm) devem corresponder aos carbonos da ligagdo entre as

unidades de flavonas através do anel A. Estas conclusdes permitem propor as
estruturas 16 ou 17 para OHFM-I e comparar com o modelo (18) da literatura

[15] (Tabela 13).
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RO,
6" 7" OR

(16) : R=Me ;R'=H
(17) : R=H ; R=Me
s (18) : R=R'=H

Os ions fragmentarios correspondentes aos picos presentes no
espectro de massas de OHFM-|I sdo propostos no Esquema 6.

O tratamento de OHFM-1 com anidrido acético e piridina forneceu
um derivado penta acetilado (19) cujo espectro de RMN *H (Fig. 42) mostrou
0s sinais de metilas dos grupos acetatos o, 1,93, 2,09, 2,13, 2,23 e 2,44
ppm). Estes dados confirmam as propostas dos cinco grupos fendlicos
presentes na molécula

O espectro de 2D (*H x 'H-COSY) (Fig. 44) do derivado acetilado
mostra sinais de interacdo dos prétons dos sistemas AA'BB', dos quatro
singletos dos prétons isolados e do grupo metoxilico.

O sina simples em §,: 7,48 ppm sugere a existéncia de um préton

sofrendo um maior efeito da unidade acetato que os outros. O efeito NOE (Fig.
43) (Tabela 15) detectado no sinal em §,:6,72 (Ar-H) e um §,:3,88 (OCH,)

mostra que o proton que absorve em 7,48 ndo esta vizinho ao grupo metoxila.
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Esta informacdo é favoravel a proposta 17 que possui um proton que sofre o
efeito de dois grupos acetoxilicos, um em orto e outro em para. A comparacéo
do efeito desprotetor sobre o préton H-6" (6,72 - 6,54 = 0,18 ppm) e H-8 (7,48
-6,80 = 0,68) mostra que o efeito para € maior que o efeito orto (0,68 - 0,18=
0,5 e isto contraria as indicacdes usuais da literatura. A Tabela 14 faz as
comparagdes dos dados espectrais obtidos através dos espectros 1D [*H e ¥C
(PND e DEPT)] e 2D [(*H x 'H-COSY e NOESY) e 'H x ¥C-COSY-"J, (n =
1,2 e 3)] (Fig. 42, 45, 43, 44, 46 e 47, respectivamente).

Entre outros acoplamentos heteronucleares de J,, a longa distancia,
destacamos os acoplamentos observados a 3J., entre o H-8 (8,: 7,48) com C-6

e C-10 (o4 117,38 e 115,08ppm) e entre H-6" (34 6,72) com C-8'e C-10"

8, 106,2 e 110,7). Da mesma forma acontece o acoplamento 3J., dos

protons H-3 e H-3" com os carbonos C-10 e C-10", respectivamente
(Tabela 14). O acoplamento a 3], dos prétons da metoxila com o carbono
que absorve em &, 161,0, que acopla 2., com o H-6" (8§, 6,72 ppm) e este
com C-5" o, 151,38), define a posicdo da metoxila no carbono C-7". Outro
sinal de interagcdo heteronuclear extremamente importante para a ligagdo em
6— 8" é 0 2), entre H-8 §,: 7,48) e C-9 (8,,: 155,5 ppm) (Tabela 14).

O tratamento de OHFM-1 com diazometano forneceu um produto
tetrametilado (20) que serviu para confirmar a proposta estrutural. AsS
informacdes dos espectros de RMN de 'H e BC (PND) (Fig. 48 e 49)
juntamente com as informagBes obtidas com o espectro 2D (*H x ¥C-COSY-
o N = 1, 2 e 3) (Fig. 50) permitiu fazer as atribuicbes dos o6. e o, de
OHFM-1-Met (20) e comparar seus dados com os dados de OHFM-1
(Tabela 18). Esta comparagdo mostra o efeito protetor sobre os protons e
carbonos vizinhos aos oxigrupos quando é substituido o proton do fenol por

metila.
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OR

(19) : R=R'=AC
(20) : R=Me ; R'=H

Os valores dos deslocamentos quimicos dos protons de cada
metoxila foi definido através de experiéncia com irradiacdo dupla e com

diferenca de espectros (Fig. 51). A irradiagdo na metoxila mais protegida
(04 3,79) gerou NOE (11%) sobre os prétons H-3", 5" (8, 6,81); na

metoxila (3, 3,83) gerou NOE (9%) sobre H-8 (5,: 6,65); na metoxila
(04: 3,85) gerou NOE (9%) sobre o proton H-6" (6,: 6,48) e na metoxila
(04: 3,89) gerou NOE (15%) nos H-3, 5 (3,: 6,99) (Tabela 16).

Estas informacbes e avaliacdes dos dados espectrométricos de
OHFM-1 e de seus derivados permitiram definir a estrutura deste produto
natural como 5,7,5",4',4"-pentahidroxi-7"-metoxi-6,8" biflavona que esta
sendo registrada pela primeira vez na literatura

E relevante ressaltar o rendimento deste produto (0,3 %) e a
atividade farmacologica inibindo o crescimento de células de sarcoma 180 e
carcinoma de Ehrlich com avaliagdo da sintese de DNA e proteinas (Fig. 52).

[9 e 10].
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3.7 - Determinacdo estrutural de OHFH-1 e OHFH-2.

As  substancias OHFH-1 e OHFH-2  apresentaram  pf.,
respectivamente, em 58 - 60° e 63 - 65°

Os espectros de IV (Fig. 53 e 54), RMN 'H (Fig. 55 e 56) e o
espectro de massas foi obtido durante a separagdo dos componentes no C.G.
acoplado (fig.57 e 58) permitiram propor uma mistura de hidrocarbonetos
alifaticos para OHFH-1 (21) que apresentaram trés componentes em maior
quantidade (2la, 21b e 21c) nonaeicosano, eicosano e untricontano em uma
relacdo de 45, 8, e 47% (Tabela. 17), respectivamente, e uma mistura de
ésteres alifaticos para OHFH-2 (22) que apresentou 0 componente (22.a)
pamitato de hexadecanoila em maior quantidade.

A deducdo do valor de n para cada componente da mistura foi feita

através da relagdo: 30 + 14n = M™.

TN \(vr)oj\
n /k\)n‘\
(21) " @)
g::g ‘:221; (22.a) : n=n'=14
(21.¢) : n=29
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3.8 - Determinacdo estrutural de OHFH-3.

O espectro no IV (Fig.59) apresentou banda de absor¢cdo na regido de
3300 cm? sugerindo a presenga de grupo hidroxila. As bandas existentes em
2980 cm?® e 1460 cm?! s3o referentes a estiramentos C-H de carbono sp®
hidrogenados existentes na molécula.

A andlise do espectro de RMN 'H (Fig.60) e *C [DEPT (0 = 135 e
90°)] (Fig.61), juntamente com a soma do nameros de carbonos
quatemarios(C), metinicos (CH), metilenicos (CH,) e metilicos (CH;), permitiu
identificar a presenca de uma mistura de triterpenos. Isso que pode ser
confirmado através da comparacdo com dados da literatura (Tabela 19) e
sugerindo as estruturas das substancias lupeol (23), a-amirina (24), B-amirina

(25) e germanicol (26), como componentes desta mistura

(24) R=R1=CH3 ; Rp=H Alz13
(25) R=H ; R|=Rp=CHj3 Al213
(26) R=H :R|=Rp=CH3 Al819



4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - Coleta da planta:

O espécime de Ouratea hexasperma foi coletado no cerrado do Amapa e
identificado pelo boténico Benedito Vitor Rabelo. Um exemplar do espécime
se encontra no herbdrio amapaense HAMAB da divisdo boténica no museu

Angelo Moreira da Costa Lima (IEPA), Macapa - AP, Brasil.

4.2 - Elaboragdo do extrato

O material vegetal apds ser separado e seco naturalmente, foi reduzido a
p6 em moinho de facas. O pd da raiz (1,5 Kg) sofreu maceracdo a frio com
hexano fornecendo um residuo de 77,2 g e codificado como OHRH (Ouratea
hexasperma, Raiz, Hexano).

O p6 da casca (1,2 Kg), sofreu percolacdo a frio com CH,CI,
fornecendo 83,2 g de extrato OHCD (O. hexasperma, Casca, Diclorometano).

O pbé da folha (1,5 Kg) foi submetido a duas percolacBes simulténeas
com hexano e metanol, fornecendo 23,4 g de extrato hexanico OHFH
(O.hexasperma, Folha, Hexano) e 286,1 g de extrato metandlico OHFM (O.
hexasperma, Folha, Metanol).
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4.3 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos dos extratos.

4.3.1 Extrato hexanico da raiz (OHRH)

O extrato hexanico da raiz (77,2 g) foi submetido a particho com
solventes usando MeOH:H,O (9:1) e éter de petroleo, originando 2 fraghes, a
metandlica (12,0g) e a etérea (65,29). A fracdo de éter de petrdleo foi
submetida a cromatografia em coluna de silica com CH,CI, fornecendo a

substéancia OHRH-3 (80,0mg; ponto de fusdo 229-231°C) (Esguema 7).

4.3.2 Extrato de CH,CI, da casca (OHCD).

O extrato de CH,Cl, (83,2g) da casca foi submetido a particdo com
solvente usando MeOH:H,O (9:1) mais hexano dando origem a 3 fragles. a
fracdo hexéanica (67,1 g), a fracdo metandlica (10,0g) e o residuo (6,1Q)
(Esquema 8).

A fracdo metandlica foi submetida a cromatografia em coluna sendo
eluida com acetato mais MeOH em polaridade crescente e forneceu 15 fragoes.

* As fracbes 1 e 2 foram reunidas através de andlise em cromatografia
em camada fina e foram submetidas a cromatografia em camada preparativa e
obteve-se uma substdncia que apOs cristalizacgdo em hexano, forneceu
OHCD-1 (61,0 mg; ponto de fusdo 145 - 147°C).

* As fracbes 3 e 4 foram reunidas com base na andlise em cromatografia
em camada fina e apresentaram trés componentes principais, apés serem
submetidas a cromatografia em camada preparativa, separando um material

que apbs cristalizacdo em hexano forneceu OHCD-1 (202,6 mg) e OHCD-4
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(37,5 mg; ponto de fusdo 134 - 136 °C) e OHCD-5 (15,0mg; ponto de fusdo
115 - 117 °C).

* As fragbes 5,6,7 foram reunidas e submetidas a cromatografia em
coluna de silica, usando como solvente acetato de etila com polaridade
crescente de metanol fornecendo OHCD-4 (10,0 mg)

* As fracbes 8 a 15 apOs andlises espectrais e cromatograficas foram
reveladas como uma mistura de OHCD-1 e OHCD-4 com outros componentes

em pequenas quantidades e de dificil separacéo.

4.3.3 Extrato hexanico da folha (OHFH)

O extrato hexanico das folhas (23,4g) foi filtrado sobre carbonato de
Cédlcio com hexano e acetato de etila até a exaustdo, fornecendo duas fracoes,

hexanica (6.79) e de acetato de etila (16,7g) (Esguema 9).

4.3.3.1 Estudo das fragbes da filtragéo.

A fragdo hexénica da filtragdo foi submetida a cromatografia em coluna
de silica e eluida com hexano e cloroformio em polaridade crescente.
Recolheu-se 101 fragbes, de 100 ml que foram concentradas em evaporador
rotativo e apds comparacdo através de cromatografia em camada fina, foram
reunidas em 9 fracbes (1; 2/4; 5/12; 13/16; 17/24; 25/36; 37/79; 80/90 e
91/101).

*Fragdo 1 - Esta fracdo foi cristalizada em metanol e forneceu a
substancia OHFH-1 (960, | mg; ponto de fusdo 58 - 60°C)

*As fragbes 2/4 e 5/12 s8o constituidas de OHFH-I impuro.



*A fracdo 13/16 foi cristalizada em metanol e forneceu uma substancia
cristalina pura, codificada como OHFH-2 (52,2 mg; ponto de fusdo 63 -
65°C).

*As fragbes 17/24 e 25/36 sdo constituidas de OHFH-1, OHFH-2 e
impurezas.

*Apbés a reducdo do volume do solvente, a fragdo 37/79, esta forneceu
um material cristalino, que apds separacdo por filtragdo a vécuo e lavagem
com hexano, obteve-se uma substéncia codificada como OHFH-3 (283,2 mg;
ponto de fusdo 161-163°C).

A fracdo de acetato de etila da filtracdo foi submetida a andise em

cromatografia em camada fina e ndo apresentou nenhum resultado satisfatorio.

4.3.4 Estudo do extrato metandlico da folha

O extrato metandlico (70,0 g) foi submetido a particdo com solventes
organicos usando MEOH e CHCI, e forneceu duas fragdes, a cloroformica
(28,6 g) e a metandlica (51,4 g) (Esguema 9).

A fragdo cloroformica foi submetida a cromatografia em coluna de
silica e eluida com CHCI, e acetato de etila puros. Recolheu-se 80 fragbes de
100ml, 50 retiradas em cloroformio e 30 retiradas em acetato de etila, que
foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas por cromatrografia em
camada fina

* As fragOes recolhidas de 1 a 52, foram analisadas em cromatografia em
camada preparativa e ndo revelaram nenhum material importante para estudo.

* A fragdo 53, apds concentrada e recristalizada em acetato de etila

forneceu OHFM-1 (364,3mg; ponto de fusdo 227 - 229°C).

35



*As fracoes 54 a 70 forneceram OHFM-1 impura (466,0mg
aproximadamente).
*As fracoes de 70 a 80 apresentaram OHFM-1 impurificada com

substéncias de dificil separacéo.

4.4- ReagOes:

4.41 - Acetilagéo:

As reacOes e acetilacdo foram feitas utilizando-se 1 ml e anidrido acético
e 1 ml de piridina para cada 10 mg e material. A mistura reacional foi mantida
em repouso durante 24 horas. A seguir adicionou-se agua destilada gelada e
extrai-se com cloroformio. A solucdo cloroférmica foi neutralizada com &cido
cloridrico 10%, até o desaparecimento o cheiro de piridina, lavou-se com agua
destilada, secou-se com sulfato de sddio anidro e concentrou-se em evaporador

rotativo, sob vécuo. Os derivados foram purificados por recristalizag&o.

442 - MetilagOes:

4.42.1- Usando diazometano:

Este reagente foi preparado em funil de separagdo, contendo solugdo
aquosa de hidroxido de sddio 1:1 (fase inferior) e éter etilico (fase superior) e

adicionando-se N-Nitroso metil uréia em peguenas quantidades. A solugdo

etérea, amarela, foi adicionada a substancia a ser metilada e deixada em
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repouso durante 24 horas. Terminando esse periodo o solvente foi destilado e

0 produto recristalizado.

4422 - Usando sulfato de metila:

Em um baldo de 250 ml colocou-se 100mg de substrato dissolvido em
20ml de acetona anidra, tratou-se com 2ml sulfato de metila e 2g carbonato de
cllcio. A mistura foi mantida sob refluxo durante 24 horas. Logo apos
adicionou-se é&gua e extraiu-se com clorofdomio. A solugdo cloroformica foi
lavada com de hidroxido de sbddio aquoso 3%, seca com sulfato de sbdio
anidro e destilada. O residuo escuro foi purificado através de cromatografia em

camada preparativa e recristalizado.

4.5 - Equipamentos utilizados.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelhos de Kofler com
microscopio e ndo sofreram correcdo posteriores.

Os espectros de absorcdo na regido do IV foram obtidos em
espectrometro Perkin Elmer modelo 137-B ou 1420, utilizando como solvente
cloroformio ou pastilha de KBr. Os valores para as absor¢cbes foram medidos
em unidades de numero de ondas (cm™) e os espectros calibrados com filme de
poliestireno de 0,5 mm de espessura, utilizando as absorgbes em 1601 cm?
como referéncia

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos no
aparelho de Brucker AC-200 (*H; 200MHz e ®C; 50,3MHz) em solventes

deuterados, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os
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deslocamentos quimicos foram medidos em unidades ppm (8) da frequéncia
aplicada e as &reas relativas dos picos de absorcdo obtidos por integracdo
eletrbnica. As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz).

Os espectros de massas por |.E. foram obtidos aparelho CG/MS
5890/5988A, coluna capilar HP 1,12 mm, gés de arraste He 20ml/min, E. 1., 70
ev.

Os espectros no UV foram obtidos no aparelho modelo DMS 80 marca
VARIAM.

Os espectros de massas obtidos através de Bombardeio com Atomos
Répidos (BAR) foram feitos com ion negativo, usando como matriz

[(SCH,CH,0H),].
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Tabela: 1 - Dados de RMN de 'He '°C de OHRH-3.

C '"H-"C-COSY-"1ey 'H-'H-COSY
O¢ dH(J,Hz)
2,2" 84,6 5,68(d, J=8,0) H-3,H-3"
33" 59,2 4,51(d, J=8,0) H-2,H-2"
4.4" 198,2 —
5,5" 164,6 —
6,6" 96,8 6,13(d, J=2,0) H-6,H-6"
7,7" 166,4 H-8,H-8"
88" 99,1 6,14(d, J=2.0)
9,9" 1656 —
10,10" 108,6 —
I 131,7 —
2.6' 128,2 7,38(d, J=8.9) H-3' H-5'
35 114,0 6,87(d, J=8,9) H-2',H-6'
4 159.6 —
4'4"-OMe 55,3 3,79(s)
5,5"-OH — 11,93(s)
7,7"-OMe 55,7 3,76(s)
[ 131,7 —
26" 128,2 7,38(d, J=8.,9) H-3"H-5"
35" 114.0 6,87(d, J=8.9) H-2" H-5"
4" 159,6 —
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Tabela: 2 - Dados d¢e RMN de 'H (200MHz) ¢ "C (50,3MHz) da
Hexaspermona-A comparados com os dados do modelo da literatura 8 ¢ com

os dados de seu derivado acetilado.

C HEXASPERMONA-A Modelo-8 HEXASPERMONA-A-
[13] Ac
d¢ Oy O¢ 3y S St

2 84,6 | 5,68(d, J=8,0) | 81,3 | 542(d,J=4.0) | 852 | 567(d. J=7.8)

3 59,2 | 4,51(d, J=8,0) | 49,4 | 3,00(d J=4,0) 60,3 | 4,23(d, J=7,8)

4 198,2 — 196,1 — 192,5 —

5 164,6 — 164,9 — 151,0 S

6 96,8 | 6,13(d, J=2,0) | 97,1 5,81(s) 103,1 | 6,44(d, J=2.4)

7 166,4 — 167,9 — 164,0 —

8 99,1 | 6,14(d, J=2,0) | 96,0 5,95(s) 105,7 | 6,24(d, J=2,4)

9 165,6 — 163.2 — 163,3

10 108,6 — 103,7 — 1139 —

' 121,7 — 128.4 — 131,3 —

2.0 128,2 | 7,38(d, J=8,9) | 1289 6,6-7,2(m) 128,0 | 7.26(d, J=8,0)
3.5 1140 | 6,87(d, J=8,9) | 116,1 6,6-7,2(m) 113,7 | 6,82(d, J=8,0)

4 159,6 — 1583 — 159,5 —

2" 84,6 | 5,68(d, J=8,0) | 83,1 | 534(d,J=12,0) | 852 | 5,67(d, J=7.8)

3" 59,2 | 451(d. J=8,0) | 50,8 | 3,28(dJ=12,0) | 603 | 4.23(d, I=7.8)

4" 198,2 — 198.4 — 192,5 —

5" 164.6 — 165,2 — 151,0 —

6" 96,8 |6,13(d, J=2,0) | 97,2 5,86(s) 103,1 | 6,44(d, J=2,4)

7 106,4 — 168.0 — 164,0 —

8" 99,1 |6,14(d, J=2,0) | 96,4 6,02(s) 105,7 | 6,24(d, J=2,4)

o" 165,6 — 1649 — 163,3 —

10" 108,6 — 105,1 — 113,9 —

" 131,7 — 128,6 — 1313 —
2".6" 128,2 | 7,38(d, J=8,9) | 130,2 6,6-7,2(m) 128,0 | 7,26(d, J=8,6)
3" s 114,0 |6,87(d, J=8,9) | 116,4 6,6-7,2(m) 113,77 | 6,82(d, J=8,6)

4" 159,6 — 158,7 — 159,5 —

MeO-4' 55,5 3,79 (s) - — 55,2 3,77(s)
MeO-4" 55,3 3,79(s) — — 55,2 3,77(s)
MeO-7 55,7 3,76(s) — — 55,7 3,73(s)
MeO-7" 55,7 3,76(s) — — 55,7 -
HO-5,5" — 11,93(s) — — — —
Ac0O-5,5" — — — — 20,7 2,11(s)

169,2
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Tabela: 3 - Dados de RMN

de 'He "°C de OHCD-1.

) I |
C '"Hx"’C-COSY- "Hx"*C-COSY-MJoh(n=2 ¢ 3) Hx H-
en COSY
2 3
S¢ | s () Hz) JCH JCH
22" 84.5 5,67(d;10.,2) H-3.H-3"
3.3" 59.2 4.49(d:10.2) H-2 H-2"
44" 198.2 —
5.5" 164.4 — H-6,H-6" HO-5. HO-5"
6.6" 96.8 6.13(s) HO-5,HO-5"
7.7 1664 — H-6,H-6" H-8.H-8" MecO-7.McO-7"
8.8" 99 1 0,13(s)
9.9" 165.5 — H-8 H-8"
10.10" 108.,5 — HO-5HO-5";H-6,H-6",
H-8, H-8"
I 131,7 — H-2 H-3' H-5'
2'.6' 128.2 7.36(d:8.7) H-3'5'
3.5 1140 6,85(d:8.7) H-2'6'
4 159.6 — H2' H-6' McO-4'
4'-OMe 55.3 3.77(s)
5,5"-OH — 11,93(s)
7.7"-OMc | 559 3.74(s)
Im 1’; 174 o H-Z”,H-EM,H-SM
2".6" 128.4 7.31(d:8.5) H-3™ 5"
M 5™ 1154 6,76(d;%.5)
4" 1558 H-2" H-6™

Tabela: 4 - Resultados de NOE obtidos através de experiéncia com irradiagdo
dupla e posterior subtragdo de espectros de OHCD-1.

. .
H (Irradiado) NOE

H on H o %

22" 5,67 3,3" 4.49 7

2'.6' 7.36 13

2" 6" 7.31 13

3,3" 4,49 22" 5,67 10

2'.6' 7.36 11

2" 6™ 7.31 11
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Tabela: 5 - Dados de RMN de 'He C da Hexaspermona-C comparados com
os valores de seu derivado metilado e com os dados de Hexaspermona-A.

C HEXASPERMONA-C | HEXASPERMONA-A | HEXASPERMONA-C-Met

ocC ou oc On 3¢ on

2 84,5 | 5,67(d;J=10,2) | 84,6 | 568(d,J=8,0) 84,5 5,83(d,J=6,6)

3 59,2 | 4,49(d,J=10,2) | 59,2 | 4,51(d,)J=8,0) 59,7 4,05(d,)=6,6)

4 198.2 e 198.2 — 1932 —

5 164.4 — 164.6 — 160,6 o

6 96,8 6,13(s) 96,8 | 6,13(d,J=2,0) 94,7 6,09(d,J=2.1)

7 166,4 — 166,4 — 164.3 —

8 99,1 6,13(s) 99,1 | 6,14(d,J=2,0) 97,1 6,17(d,J=2,1)

9 165.5 — 165.6 o 163,7 —

1 108.5 108.6 — 112,8 —

I 1317 — 1317 e 1321 —

2'.6 1282 | 7.36(d,J=8,7) | 128,2 | 7,38(d,J=8,9) 127.8 7,28(d,J=8,6)
35 1140 | 6,85(d,J=8,7) | 114,0 | 6,87(d,]=8,9) 113,6 6,78(d,J=8.6)

4' 159.6 —_ 159,6 — 1592 —

2" 84,5 | 5,67(d,J=102) | 84,6 | 5.,68(d,J=8,0) 845 5,83(d.J=6.6)

3" 59,2 | 4,49(d,J=10,2) 59,2 | 4,51(d,J=8,0) 59,7 4,05(d,]=6,6)

4" 198,2 —- 198,2 — 193,2 —

5" 164.4 — 164,6 — 160,3 —

6" 96,8 6,13(s) 96,8 | 6,13(d,J=2.0) 94,7 6,09(d,J=2.1)

7" 166,4 — 166,4 —_ 1643 —

8" 99,1 6,13(s) 99,1 | 6,14(d,J=2,0) 97,1 6,17(d,J=2,1)

9" 165.5 - 165,6 — 1637

10" 108.5 — 108,6 — 112,8 —

m 131,6 — 131,7 — 132,1 —
26" | 1284 | 7,31(d.J=8,5) | 1282 | 7.38(d,J=8,9) 1278 7,28(d,J=8,6)
3ms" | 1154 | 6,76(d,J=8.5) | 1140 | 6,87(d,J=8,9) 113,6 6,78(d,]=8.6)

4™ 155.8 — 159.6 — 59,2 —

MeO-4' | 553 3,77(s) 55,3 3,79(s) 55,2 3,75(s)
MeO-4" | — — 55,3 3,79(s) 55,2 3,75(s)
MeO-7 | 55,9 3,74(s) 55,7 3,76(s) 55,4 3,73(s)
MeO-7" | 55,9 3,74(s) 55,7 3,76(s) 55,4 3,73(s)
MeO-5 — — — — 56,0 3.65(s)
MeO-5" | — — — — 56,0 3,65(s)
HO-55" | — 11,93(s) — 11,93(s) - —




Tabela: 6 - Resultados dos NOE observados nos espectros obtidos através de
experiéncias de irradiagdo dupla e subtragio de espectros de OHCD-1-Met.

Irradiado NOE
H S H Ot %
Me0O-5.5” 3,65 6,6 6,09 12
MeO-7,77 3,73 6,6” 6,09 3
8.8~ 6,17 10
MeO-4’ 47 3,75 3°,57:3°7.5°7 6,78 8
2e2” 5,85 3,37 4,05 6
26727767 7.28 7
3e3” 4,05 2,27 5,85 12
22,6726 7,28 9
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Tabela: 7 - Dados de RMN de 'H e "°C de OHCD-4.

C 'Hx"’C-COSY-Jcy '"Hx'H-COSY
o¢ on
2 84.3 5,76(d,1=9,0) H-3
3 59.0 4,27(d,J=9,0) H-2
4
5 1642
6 96,8 6,15
7 166,0
8 99,0 6,10
9 165,0
10
I 130,1
2.6' 127.8 7.21(d,J=8,3 H-3'5'
3.5 113.8 6,72(d,J=8,3) H-2'6'
4 1595
2" 84,6 5.71(d,J=9,2) H-3"
3" 60,2 4.27(d,J=9.2) H-2"
4" 193.6
5" 160,8
6" 94,8 6,18
7" 164.,4
8" 97.4 6,12
9" 164,2
10"
" 131,9
2" 6" 128,7 7,34(d,]=8,6) H-3" 5"
3" 5" 1153 6,83(d,J=8,6) H-2" 6"
A" 155,6
MeO-4' 55,3 3,77(s)
MeO-7,7" 55,6 3,74(s)
MeO-5" 56,1 3,69(s)
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Tabela : 8 - Dados de RMN de 'He "°C da Hexaspermona-B comparados com
os dados do padrio Hexaspermona-A.

C HEXASPERMONA-B HEXASPERMONA-A
d¢ du dc o
2 843 5,76(d,J=9.0) 84.6 5,68(d,J=8,0)
3 59,0 4,27(d,J=9,0) 59,2 4,51(d,J=8,0)
4 198.2
5 164,2 164.,6
6 96,8 6,10 96,8 0,13(d,J=2.,0)
7 166,0 166.4
8 99.0 6,15 99.1 6,14(d,J=2,0)
9 165,0 165.6
10 108.8
' 130,1 131,7
2'.6' 127.8 7,21(d,J=8.3) 1282 7,38(d,J=8,9)
35 113,8 6,72(d,J=8.,3) 114,0 6,87(d,J=8.,9)
4' 159.5 159.6
2" 84.8 5,71(d,J=9,2) 84,6 5,68(d,J=9,0)
3" 60,2 4,27(d,J=9,2) 59,2 4.51(d,J=9,0)
4" 193,06 198.,2
5" 160.8 164.6
6" 94.8 6,12 96.8 6,13(d,J=2,0)
7" 164.4 166 .4
8" 97.4 6,18 99.1 6,14(d,J=2,0)
9" 1642 165.6
10" 108.6
" 131,9 131,7
2" 6" 128.7 7,34(d,J=8,6) 1282 7,38(d.J=8.9)
3ms" 115,6 6,83(d,J=8,6) 1140 6,87(d,J=8.,9)
4" 155,06 159.6
MeO-4' 55,3 3.77(s) 55,3 3,79(s)
MeO-4" 553 3,79(s)
MeO-7.7" 55,6 3,74(s) 55,7 3,76(s)
MeO-5" 56,1 3,69(s)
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Tabela: 9 - Resultados de NOE observados nos espectros obtidos por
experiéncia de irradiagdo dupla com subtragdo de espectros de OHCD-4.

Irradiado NOE
H Oy H Oii

MeO-4' 3,77 3es 6,83
McO-5" 3,69 6" 6,12
MeO-7" 3,74 6' 6,12

8" 6,18
MeO-7 3,74 6 6,10

8 6,15

Tabela: 10 - Dados de RMN de 'H e '*C de OHCD-5.

C Bc . "Hx'H-COSY
2 150,0 7,73 (5)
3 S
4 . o
5 — -
6 96,1 6,36 (d, 1=2,2) H-8
7 - 7
8 92,5 6.43 (d, J=2,2) H-6
9 A —
10 — _
I — —
2'e 6 130,3 7.46 (d, J=8.8) H3'es'
3es 113,7 6,91 (d, 1-8.,8) H-2'e 6
4' — .
MeO-4' 56.3 3,83 (s)
MeO-5 557 3,94 (s)
MecO-7 55.1 3,89 (5)
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Tabela: 11 - Resultados de NOE observados nos espectros obtidos por
experiéncia de irradiagdo dupla e subtra¢do de espectros de OHCD-5.

Irradiado NOE
H 8, H 511 NOE(%)
MeO-5 3,94 6 6,37 8
MeO-7 3.89 6 6,37 3
8 6,44 7
MeO-4 3.83 3'e 5 6,93 7

Tabela: 12 - Dados de "C de OHCD-5 comparados com os dados do modelo
da literatura (14).

C OHCD-5 Modelo-14

[14]
d¢ O¢

2 150.0 150.6
3 — 125,1
4 — 174.1
5 — 161,0
6 96,1 96,2
7 — 163.8
8 92.5 92.9
9 — 159,1
10 e 1093
1’ — 124 .4
2'e 6 1303 130,3
3es 113.7 1134
4' 159.5
MeO-4' 56,3 56,1
MeO-5 55,7 55,8
MeO-7 55.1 55.1
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Tabela:13 - Comparagio dos dados de RMN 'H e '*C de OHFM-1 com os
dados do modelo da literatura (18).

OHFM-1 Modelo-18

C [15]
3¢ i d¢

2 165,0 — 1639

3 104,0 0,65(s) 103,1

4 183.5 — 183.3

5 1613 — 160.0

) 104,1 — 103,6

7 163.1 — 162,7

8 945 6,80(s) 93,7

9 155.5 — 157,0

10 105,1 — 103,8

I’ 1232 — 1215

2°.6° 1292 7,94(d;)=6,8) 128,6

3.5 116,7 7,05(d;J=6,8) 116,2

4 161,8 — 161,3

27 165.2 — 1639

37 103,60 0,60(s) 102.8

4” 108.1 — 182,1

5” 163,4 — 160,9
6” 96,0 6,54(s) 98,9

77 164.8 : 162.7
8” 1010 — 99 4

9” 1582 - 155,1

107 1055 — 104,1

1 1232 — 1217

27 e6” 129,1 7,62(d;J=7,1) 1282

37 e 5™ 116,7 06,83(d;J=7.1) 116,2

4 161.8 — 1612
MeQO-7" 56.7 3.88(s) —
HO-5 - 13,34(s) —-
HO-5” — 13.18(s) —
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Tabela: 14 - Comparagio dos dados de RMN 'H e *C de OHFM-1 com o
derivado acetilado.

OHFM-1 OHFM-1-Ac
C Hx"'C-COSY-"IcH | 'Hx"C-COSY-IcH | THxC-COSY-NICH "Hx'H-
(n=2 ¢ 3,COLOC) COSY
d¢ Oy S¢ Oy ZJCH 3J(:u
2 165.0 — 161.,6 — H-3 H-2"¢6
3 104,0 6,63(s) 108.5 6,68(s)
4 183.5 -
5 161.3 — —
6 104,1 — 1174 — H-8
7 163,1 — —
8 94,5 6,80(s) 109,9 7,48(s)
9 155.5 — 157.1 — H-8
10 105,1 — 1151 — H-3;H-8
I’ 123.2 — 128.3 — H-3 ¢35
2.6 | 1292 | 7.94(d:J=6.8) | 1275 | 7.92(d:}=8.7) H-3 ¢s
3757 | 116,7 | 7,05(d:J=6.8) | 1223 | 7,27(d:J=8.7) H-2" ¢ 6
4 161.8 — 153.2 — H-3¢53 | H2 ¢c6
2" 1652 — 161,6 — H-37 | H27c6™
3" 103.,6 6,60(s) 107.7 6,54(s)
4” 183,1 — —
5 1634 151.4 - H-6
6” 96.0 6.54(s) 103.9 6,72(s)
7 164.8 — 1610 — H-6’ McO-77
8” 101.,0 — 106,0 - H-6"
97 1582 — —
10” 105,5 — 110.7 — H-3":H-6”
[ 123.2 — 128.4 — H-3""¢ 5~
2767 | 1291 | 7.62d:I=7.1) | 127.4 | 7.54(d;J=8,7) H-37¢ 5™
357 | 116,7 |6.83(d:=7.1) | 122.0 | 7,06(d:J=8,7) H-2"¢ 6
4 1618 — 152,9 — H-3"¢ 5" [H27 ¢ 6™
McO-7"| 56,7 3,88(s) —_
HO-5 13.34(s) — —
HO-5" | — 13,18(s) — —
OAc — — 1693 — 2.46(s)
— — 21,0 2,46(s)
OAc — — 168,82 — 2.34(s)
—_ — 1,0 2.34(s)
OAc — — 168.8 — 2.24(s)
— — 20,9 2,24(s)
OAc — e 168.4 — 2.13(s)
— — 20,7 2.13(s)
OAc — — 167.4 — 1,94(s)
— — 20.4 1,94(s)
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Tabela: 15 - Interages homonucleares 'Hx'H observados no espectro 2D-

NOESY de OHFM-1.

'Hx'H-NOESY
H Oy H O
3 6,68 2°.6° 7,92
3” 6.54 27677 7.54
6” 6,72 MeO-7” 3.88

Tabela:16 - Resultados de NOE observados nos espectros obtidos por
experiéncia de irradiagdo dupla e subtragdo de espectros de OHFM-1-Met.

Irradiado NOE
H Oy H O Yo
MeO-4" 3,89 3’5 6,99 15
MeO-7” 3,85 6’ 6,48 9
MeO-7 3.83 8 6,65 9
MeO-4"" 3,79 3 6,81 [1

TABELA : 17 - Dados de espectrometria de massas dos componentes de

OHFH-1.

COMPONENTE % M ESTRUTURA
21.a 45 408 H;C~(CH,),-- CH;
21b 8 282 H;C-(CH,),s- CH;
21 .C 47 436 H3C-(CH2)29- CHg
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Tabela: 18 - Comparagdo dos dados de RMN 'H e '*C de OHFM-1 com os
dados do derivado metilado.

OHFM-1 OHFM-1-Met
C "Hx"C-COSY-'Joy | Hx"C-COSY-Jiy; | THx"C-COSY-"Jy(n=2 ¢ 3.COLOC)
d¢ Sy d¢ Oy “Ten Jen
2 165.0 — 164.0 _ H-3 H-2.6"
3 104,0 6.65(s) 104 4 6,63(s)
4 183.5 - 182 8 —
5 161.3 — 159.4 — HO-5
6 1041 — 105.5 — HO-5,H-8
7 163.1 — 163,5 — H-8 MeO-7
8 945 6,80(s) 90,0 6,65(s)
9 155.5 157.8
10 105.1 — 104.4 — HO-5,H-8
I’ 1232 — 1233 — H-3.5"
2°.,6° 129.2 | 7.94(d:;J=6.8) | 128.0 | 7.86(d:J=8,4)
35 116.7 | 7.05(d:J=6.8) | 114.5 | 6,99(d:J-8.4)
4 161.8 — 162.6 — H-2".6:Mec0-4"
27 1652 —_ 164.0 — H-3” H-2>".6™"
3” 103.6 6.60(s) 103.5 6.51(s)
4 1831 — 182.4 —
5> 163 4 — 162,3 — H-6"HO-5"
6” 96,0 6.54(s) 95,5 6,48(s) HO-5"
77 1648 — 163.4 — MeO-7"
8” 101,0 — 98.0 — H-6"
97 1582 — 1545 —
107 105.5 105.2 HO-5",H-6"
1" 123.2 — 123.6 — H-3°7. 57
2767 | 1291 | 7.62(d:J=7.1) | 127.7 | 7.47(d:)=8,3)
3757 | 1167 | 6.83(dJ=7.1) | 1144 | 6,81(d:J=8,3)
4 161.8 — 162.3 — H-2"".6""McO-4""
McO-4" | — — 55,5 3.89(s)
McO-4" | — — 55.4 3,79(s)
McO-77 | 55.7 3.88(s) 56.2 3.83(s)
McO-7 — — 56,2 3.83(s)
HO-5 — 13,34(s) — 13,06(s)
HO-5" — 13,18(s) — 13,04(s)

51



TABELA : 19 - Comparacdo dos dados de RMN 'H ¢ "*C de OHFH-3 com
modelos da literatura.

C | Lupeol | B-amirina | o-amirina | Germanicol | 23 24 25 26
[16] [17] [18] [19]
I 38,7 38,7 38,7 38,6 38,7 | 38,7 | 38,7 | 38,7
2 274 273 27,2 23,6 274 1274 1274|234
3 | 788 79,0 78.8 80.8 789 | 78.9 | 78,9 | 78.9
4 38,8 38,8 38,7 37,7 39,5 1 39,0 | 38,6 | 37,1
5 55,2 55,3 55,2 55,5 55,2 | 55,2 | 55,1 | 553
6 18,3 18,4 18,3 18,0 183 | 183 | 183 | 18,3
7 34,2 32,8 32,9 33.3 334 1329329 | 334
8 | 40,8 38.8 40,0 40,7 40,9 | 38,5 | 39,6 | 40,9
9 | 504 | 477 47.7 51,0 503 | 47.6 | 476 | 513
10 | 37,1 37,0 36,9 37,0 37,2 1 372 | 37,2 | 37,2
I | 20,9 23,6 17,4 21,1 20,7 1239 | 174 | 20,7
12 | 25,1 121,8 124,3 26,0 50,0 1122,0]124,4| 26,1
13| 380 | 145.1 1393 38.3 38.1 |145,2]139.5| 38.1
14 | 428 41,8 42,0 43,0 43,0 | 40,9 | 42,5 | 43,0
151 274 26,2 28,7 274 27,3 126,11 294|274
16 | 355 27,0 26,6 37,3 356 | 27,41 27,0 | 37,0
17 1 42,9 32,5 33,7 34,2 43,0 | 32,6 | 33,9 | 34,1
18 | 482 47.4 58,9 1425 48,2 | 47,6 | 59,0 | 1452
19 | 479 46,9 39,6 129.6 47,9 1 46,5 | 39,6 |130,0
20 | 150,6 31,1 39.6 322 151,01 33,2 | 39,6 | 32.2
21 |1 29,8 34,8 31,2 34,5 29,7 | 35,6 | 31,2 | 33,9
22| 399 | 372 412 37.6 39.9 | 37,1 | 412 | 37,1
23| 280 | 282 28.1 27.8 28.1 | 28,1 | 28.1 | 27.8
24 1 154 15,5 15,6 16,6 154 | 155|156 | 16,7
25 | 16,1 15,6 15,6 16,0 16,0 | 15,6 | 15,6 | 16,0
26 15,9 16,9 16,8 16,4 159 1174 | 16,7 | 16,4
27 | 14,5 26,0 233 14,4 145 1 26,0 | 23,3 | 14,5
28 + 180 284 28,1 25,1 18,0 | 28,4 | 28,1 | 25,6
29 | 109,2 333 23,3 31,2 109,01 33,3 | 23,3 | 31,2
30 | 19,3 23,7 21,3 29,1 193] 234|213 | 287
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Figura 6 - Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70eV) de OHRH-3.
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Figura 7 - Espectro de massas da matriz usada para o EMBAR.
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JK0384Scan3 (Av 7-14 Acq) 100%=407599 mv 6 Oct 91 13:02
LRP +EI OHHR-3, sample from Carvalho, dissolved in CHCI3.
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Figura 8-Espectro de massas (EMBAR) de OHRH-3
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Figura 9 - Espectro de RMN 'H (200 MHz) de OHRH-3-Ac, em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 10 - Espectro de RMN "°C (50,3 MHz) totalmente desacoplado,
de OHRH-3-AC, registrados em CDCl; e TMS como referéncia interna,
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Figura 11 - Espectro de 1.V de OHCD-1 em pastilha de KBr.
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Figura 12 - Espectro de RMN "H 200 MHz, de OHCD-1, em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 13 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (le]H-COSY) de
OHCD-1, registrado a 200 MHz, em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 14 - Espectros de RMN "’C (50,3 MHz) totalmente desacoplado ¢ DEPT com 6 = 135° ¢ 6 = 90°,
de OHCD-1, regitrados em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 15 - Espectro bidimensional e correlagdo heteronuclear de hidrogénio e carbono-13
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Figura 16 - Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70eV) de OHCD-1.
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JKO0382 Scan 2 (Av 3-15 Acq) 100%=372396 mv 6 Oct 91 13:04
LRP +EI OHCD-C-1 dissolved in CHCI3, FAB in Magic Bullet.
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Figura 17 - Espectro de massas (EMBAR) de OHCD-1.

69



ady

T x
) 7368 308 T t
TR ¢ o oot NN
. — 'S -
685 Jad 7; a @
NI T 6 7B ams s <
T
1
. N
Z}( —= BIXs 2k w-
= L
~ ';K, g? $67(d Ja10 2 '1
N T
* 0
n
N Y
n
— S;L/-‘ = 44xg 9107 ?:
~— (7
o
~
o -

INTEGAAL

w9 9,,2°H

=i
Sl
il
=i

==4ulY

i

Figura 18 - Espectro de experiéncias de NOE por subtragdo de espectros,
de OHCD-1, registrado a 200 MHz em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 19 - Espectro de U.V de OHCD-1, em MeOH.
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Figura 20 - Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;, TMS) de OHCD-1-Met.
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Figura 21 - Espectro de RMN °C (50,3 MHz) totalmente desacoplado (PND),
de OHCD-1-Met em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 24 - Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;, TMS) de OHCD-4.
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Figura 25 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear de hidrogénio e hidrogénio
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Figura 27 - Espectros de RMN de "*C [PND e DEPT(6 = 90° ¢ 6 = 135°)] de OHCD-4,
registrados a 50,3 MHz em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 28 - Espectros de RMN 'H obtido por subtragio de espectros com radiagdo dupla (NOE) de OHCD-4,
registrados a 200 MHz em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 29 - Espectro de massas obtido por impacto eletronico (70eV) de OHCD-4.
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JKO0383 Scan 2 (Av 5-17 Acq) 100%=408329 mv 6 Oct 91 13:03
LRP +EI OHCD-C-4, sample from Carvalho, dissolved in CHCI3.
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Figura 30 - Espectro de massas (EMBAR) de OHCD-4.
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Figura 31 - Espectro de RMN 'H (200 MHz) de OHCD-5, em CDCl; ¢ TMS como referéncia interna.
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Figura 34 - Espectro de massas obtido por impacto de elétrons (70eV) de OHCD-5.
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ESQUEMA 1: Possiveis caminhos de fragmentacao de OHRH - 3
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ESQUEMA 2 : Provaveis caminhos de fragmentacao (ion mais matriz) para
justificar os principais picos registrados no espectro de massas por
BAR de OHCD-1.

(HOCH,CH,SSCH,CH,0H)

Na

325 + 462 + 23 = 810

+  (HOCH,CH,SSCHCH,OH); + (Na,

325 + 308 + 48 = 679
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ESWULEMA 3 :Possiveis caminhos de fragmentacao de OHCD-1
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ESQUEMA 4: Possiveis caminhos de fragmentagao de OHCD - 4
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ESQUEMA 5: Possiveis caminhos de fragmentacao de OHCD-5
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ESQUEMA 6: Possiveis caminhos de fragmentacao de OHFM-1
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ESQUEMA 7: Isolamento e purificagio de OHRH-3,
partindo da raiz da planta.

RAIZ
1,5 Kg

percolagdo com hexano

extrato hexanico
71,2¢

parti¢cao
MeOH:H,0 (9:1)
Eter de petrdleo

Y

fraciio fracao de
metandlica et::r, lde
12,0 PEOICO

S 652 g
OHRH-3

80 mg
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ESQUEMA 8 : Isolamento e purificacio de OHCD-1, OHCD-4 ¢ OHCD-S,
partindo da casca da planta.

CASCA
1,2 Kg

percolacao com CH,Cl,

Extrato de CH,Cl,
83,2 g

particdo
MeOH:H,0 (9:1)
Hexano

fracao
hexanica
67,1g

Y Y

residuo fracao
10,0g metandlica

6,1g

OHCD-1 (263,6mg)
OHCD-4 (47,5mg)
OHCD-5 (15,0mg)
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ESQUEMA 9: Isolamento ¢ purifica¢do de OHFM-1, OHFH-1, OHFH-2 e OHFH-3,
partindo da folha da planta.
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5- PROPOSTA BIOSSINTETICA.

Apesar da biossintese de alguns compostos da classe dos flavonéides
ndo ter sido comprovada através de experimento direto, foram acumuladas
informacdes suficientes para sugerir que o caminho biossintético previsto para
todos compostos desta classe (C.-C,-C;) envolve um curso comum através da
producdo de uma chalcona. O estagio subsequente conduza varias espécies de
compostos da classe dos flavondides envolvendo, frequentemente, alteracdo no
nivel de oxidacdo da por¢do C, da molécula. Estes caminhos parecem ser
conduzidos por um processo enzimatico controlado genéticamente e,
entretanto possuem significancia quimiotaxindmica e filogenética. Estudos de
genética quimica tem mostrado que padrbes de hidroxilacdo, niveis de
oxidacdo e posicOes de O-metilacdo e glicolisacdo estdo sob controle genético
especifico, frequentemente submetido a inUmeras variagoes.

Os flavondides sdo estruturalmente caracterizados por possuirem
dois aneis arométicos hidroxilados (A e B) ligados por um fragmento de trés
carbonos. Varios grupos de substancias podem ser elaborados: chalconas,
isoflavonas, auronas, antocianidinas, etc. Cada grupo tem, intimamente, seu
préprio nivel de oxidacéo.
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O esqueleto basico origina-se a partir de trés unidades de malonil CoA, e
uma unidade de p-cumaril CoA como iniciador, que é incorporado intacto.

Ocorre uma condensacdo de Claisen entre trés unidades de acetato como
fonte efetiva da unidade C-6 do anel A.

A unidade de p-cumaril CoA tem sua origem através da via do
chiquimato, onde o precursor origina é o &cido chiquimico.

Por esse motivo os flavondides sdo considerados produtos de uma
biossintese mista.

Através de acoplamento oxidativo de duas unidades de flavona, forma-se
uma unidade de bisflavona

A biossintese de isoflavondides ocorre da mesma maneira com que 0S
compostos flavondides de outras espécies: pela unido de um precursor C4-C,
(fenilalanina e seus congéneres) com seis atomos de carbono originarios do
écido acético.

A formagdo da estrutura de isoflavona (3-aril cromano) foi originada por
um rearranjo do grupo aril C; (anel B) que provavelmente, envolve um estégio

de rearranjo do aril na flavonona, partindo da posi¢cdo 2 para a posicéo 3.

Estrutura béasica de flavonoide
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PROPOSTA BIOSSINTETICA DA FORMACAO DE UMA FLAVANONA PARTINDO DO ACIDO CHIQUIMICO
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PROPOSTA BIOSSINTETICA DA FORMACAO DE BISFLAVONAS E BISISOFLAVONAS
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