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“Ainda que eu fale as linguas dos homens e dos anjos, se nao tiver amor, serei
como o bronze que soa ou como o cimbalo que retine. Ainda que eu tenha o dom de
profetizar e conhecga todos os mistérios e toda a ciéncia; ainda que eu tenha tamanha fé,
a ponto de transportar montes, se nao tiver amor, nada serei. E ainda que eu distribua
todos os meus bens entre os pobres e ainda que entregue o meu proprio corpo para ser
qgueimado, se nao tiver amor, nada disso me aproveitara.

O amor é paciente, é benigno; 0 amor ndao arde em ciimes, nao se ufana, nao se
ensoberbece, ndo se conduz inconvenientemente, ndo procura seus interesses, nao se
exaspera, nao se ressente do mal; ndo se alegra com a injustica, mas regozija-se com a
verdade; tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo suporta. O amor jamais acaba; mas,
havendo profecias, desaparecerdo; havendo linguas, cessardo; havendo ciéncia,
passara... Agora, pois, permanecem a fé, a esperanca e o amor, estes trés; porém o
maior destes € o amor”.

Extraido da Biblia, livro de | Corintios, capitulo 13, versiculos de 1-13.



“Viver, como talvez morrer, é recriar-se: a vida ndo estd ai apenas para ser
suportada nem vivida, mas elaborada. Eventualmente reprogramada. Conscientemente
executada. Muitas vezes, ousada.

Para viver de verdade, pensando e repensando a existéncia, para que ela valha a
pena, é preciso ser amado; e amar; e amar-se. Ter esperanca; qualquer esperanca.

Questionar o que nos é imposto, sem rebeldias insensatas mas sem demasiada
sensatez. Saborear o bom, mas aqui e ali enfrentar o ruim. Suportar sem submeter-se,
aceitar sem se humilhar, entregar-se sem renunciar a si mesmo e a possivel dignidade.

Sonhar, porque se desistimos disso, apaga-se a Ultima claridade e nada mais
valera a pena. Escapar, na liberdade do pensamento, desse espirito de manada que
trabalha obstinadamente para nos enquadrar, seja la no que for.

E que o minimo que a gente faga seja, a cada momento, o melhor que afinal se
conseguiu fazer “.

Extraido do livro Pensar é Transgredir, da autora gadcha Lya Luft.
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S - Singleto
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Resumo

“BUSCA DE PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS EM PLANTAS DAS
FAMILIAS MYRTACEAE (Siphoneugena densiflora Berg) E VERBENACEAE (Vitex
polygama Cham.)” — Neste trabalho estdo sendo descritas trinta e sete substancias
identificadas de V. polygama Cham. e trinta e duas de S. densiflora Berg, provenientes
do estudo fitoquimico de seus respectivos extratos. Destas, quatro substancias isoladas
de S. densiflora sao destacadas por serem inéditas na literatura, a saber: 6pB-
hidroximaslinato de B-D-glucopiranosila; 4-O-a-L-2”-O-acetilramnopiranosideo do acido
elagico e seu regioisdbmero com o grupo acetila na posicao 3” e a siphoneugenina. Sao
relatadas as atividades inibitérias enziméticas de vérias das substancias identificadas, e
de seus extratos de origem, sobre as enzimas gliceraldeido 3-fosfatodesidrogenase
glicossomal (QGAPDH), de Trypanosoma cruzi; adenina fosforribosiltransferase (APRT),
de Leishmania tarentolae; e pectinase, do fungo Leucoagaricus gongylophorus,
simbionte da formiga cortadeira Atta sexdens rubropilosa. Dentre todas as substancias
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testadas, os taninos castalagina e casuarinina se revelaram 0S mais promissores
inibidores com valores de Clso de 7,5 e 1,8 yM sobre a gGAPDH e 3,3 e 1,8 uM sobre a
APRT, respectivamente. Como os taninos podem precipitar proteinas e causar uma acao
inibitéria ndo especifica, foram realizados estudos sobre a interagdo deles com os
reagentes dos ensaios enzimaticos. Sao relatadas as atuacdes biolégicas in vitro de
algumas substancias sobre as formas tripomastigotas de T. cruzi; sobre as lagartas de 1-
e 2° instar da mariposa, praga do milho, Spodoptera frugiperda; sobre as bactérias
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia col,
Micrococcus roseus e sobre os fungos Leucoagaricus gongylophorus, Candida albicans,
Cryptococcus laurentii, Sacharomyces cerevisae e Trichosporon cutaneum. A mistura
dos flavonéis glicosilados 3-O + 4’-O-B-D-glucopiranosil quercetina apresentou a maior
atividade tripanocida (1,1 mM; 97 % lise contra 0,6 mM; 100 % lise da violeta genciana),
ressaltando-se que sua Clsy sobre a gGAPDH foi de 20 uM. Os extratos metandlicos e
hidrometandlicos dos galhos, caule, folhas e cascas da raiz de S. densiflora causaram
100 % de morte das lagartas de S. frugiperda, a uma concentracdo de 1000 ppm. Do
extrato metandlico de folhas de S. densiflora foram isolados dois flavondides: quercetina
e quercitrina que, a uma concentracao de 100 ppm, provocaram 78 e 85 % de morte das
lagartas. Os taninos casuarinina e 4-0O-a-L-raminopiranosideo do acido elagico, na
mesma concentracdo, atuaram principalmente como fagoinibidores. O extrato
hidrometandlico de folhas de V. polygama teve uma atividade inseticida de 60 % sobre S.
frugiperda a uma concentracdo de 1000 ppm. Dele foram isoladas as misturas das
flavonas di-C-glicosiladas carlinosideo, schaftosideo e seus respectivos isdbmeros, 0s
quais apresentaram atividade inseticida relatada na literatura (SIMMONDS, 2001). O
extrato hidrometandlico de folhas de S. densiflora apresentou uma atividade bactericida
(halo de inibicdo de 11 mm) tao intensa quanto a do antibidtico tetraciclina (10 e 12 mm)
para as bactérias P. aeruginosa e M. roseus. Das substancias ensaiadas, apenas a
mistura do cafeoil-6-O-a + B-D-glicopiranosideo foi relativamente ativa sobre o fungo L.
gongylophorus causando 60 % de inibicdo de seu crescimento, a uma concentragéo de
50 pg/mL. Também esta sendo narrado o desenvolvimento de um método, usando-se
CLAE, para a analise e quantificagdo da 20-hidroxiecdisona presente no extrato
metandlico de galhos de V. polygama, em virtude de suas inimeras atividades biolégicas

e grande uso e importancia na industria farmacéutica.
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Abstract

“SEARCH FOR BIOACTIVE NATURAL PRODUCTS IN SPECIES OF
MYRTACEAE'S (Siphoneugena densiflora BERG) AND VERBENACEAE'S (Vitex
polygama CHAM.) FAMILIES” - The present work describes the results of
phytochemical investigations of the species S. densiflora and V. polygama, culminating
in 32 and 37 identified natural substances respectively. Among them, the structural
elucidation of four new ones, from S. densiflora, deserves to be stood out: 28-B-D-
glucopyranosyl-6B-hydroxymaslinate; ellagic acid 4-0-a-L-2”-O-acetyl-
rhamnopyranoside and its regioisomer in the 3”-O-acetyl position; and siphoneugenin.
The extracts and substances’ inhibitory enzymatic activities on glucossomal
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gGAPDH) of Trypanosoma cruzi, adenine
phosphoribosyltransferase (APRT) of Leishmania tarentolae, and pectinase of
Leucoagaricus gongylophorus (a symbiont fungus of leaf-cutting ant Atta sexdens
rubropilosa) enzymes are reported. Taking into account all the assayed compounds, the
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tannins Castalagin and Casuarinin have been assigned as the most promising inhibitors
with 1Cso of 7.5 and 1.8 yM on gGAPDH and 3.3 and 1.8 uM on APRT enzymes,
respectively. As tannins can conjugate with protein and hence non-specifically inhibit
enzyme action, researches were performed in order to assess their influences upon the
biochemical assays’ reagents. The in vitro biological effects of some compounds on
trypomastigote form of T. cruzii on 1% and 2" instar larvals of fall armyworm,
Spodoptera frugiperda; on the bacteria Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, and Micrococcus roseus; and on the fungi
Leucoagaricus  gongylophorus,  Candida  albicans,  Cryptococcus laurentii,
Sacharomyces cerevisae and Trichosporon cutaneum are related. The mixture of
glycosylated flavonols quercetin 3-O + 4’-O-B-D-glucopyranosides has presented the
highest trypanocidal activity (1.1 mM, 97 % lysis versus gentian violet 0.6 mM, total
lysis) and an 1Cso of 20 uM on gGAPDH enzyme. The methanol and hydroalcoholic
extracts from twigs, stem, leaves and roots’ bark of S. densiflora incorporated into an

artificial diet of 1°

instar S. frugiperda larvae at a concentration of 1000 ppm induced
100 % of mortality. The methanol extract from leaves of S. densiflora yielded two
flavonoids: quercetin and quercitrin. The 1% instar larvae reared on a diet containing 100
ppm of those flavonoids an overall mortality of 78 and 85 % was observed. The tannins
casuarinin and ellagic acid 4-O-a-L-rhamnopyranoside have been shown to possess, at
the same concentration, antifeedant activity. The inclusion of 1000 ppm hydroalcoholic
extract from leaves of V. polygama in the diet of the 1*' instar Spodoptera larvae caused
60 % of mortality. This extract yielded two mixtures of di-C-glycosylflavones carlinoside
and schaftoside along with their isomers, whose insecticidal effects are reported in the
literature (SIMMONDS, 2001). The antimicrobial activity observed with the
hydroalcoholic extract from leaves of S. densiflora (inhibition halo of 11 mm) was as
intense as that of the antibiotic tetracycline (10 and 12 mm, respectively) on the bacteria
P. aeruginosa and M. roseus. Among the tested substances, only the mixture containing
cafeoyl-6-O-a + B-D-glucopyranoside played a significant action against the fungus L.
gongylophorus, causing 60 % of growth inhibition at a concentration of 50 pg/mL. An
analytical method for the quantitative HPLC determination of 20-hydroxyecdysone,
which is present in the methanol extract from twigs of V. polygama, has been
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developed since this compound exhibits several biological activities and has found
widespread applications into the pharmaceutical industries.
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1.Introducao




1.1. Historico

O homem vem utilizando varios produtos de origem natural para o
tratamento de doencas e a manutencdo da saude ha séculos (KOROLKOVAS &
BURCKHALTER, 1988). Dentre estes produtos naturais, as plantas originaram as
primeiras substancias desenvolvidas como farmacos. Sao conhecidas 250 mil espécies
de plantas floriferas, mas apenas 10 % foram estudadas quimicamente. Um enorme
arsenal de substancias quimicas, com um grande potencial farmacolégico, se coloca a
nossa frente (ROUHJ, 2003), pois o Brasil é o pais que possui o0 maior niumero de
espécies de angiospermas no planeta (MITTERMEIER et al., 1992).

Porém, devido a automacéo, roboética, descobertas da biologia molecular
em identificar alvos biolégicos e a afirmacdo de que os produtos naturais eram
irrelevantes para a maioria das doengas humanas, eles foram deixados de lado na
década de 90, havendo um crescente desinteresse da industria por este tipo de
pesquisa (ROUHJ, 2003).

No entanto, nos ultimos anos, ressurgiu o interesse pela investigacao de
produtos naturais na busca de novas substancias ativas como compostos de partida
para o desenvolvimento de farmacos, ja que o niumero de novas entidades quimicas
caiu de uma média de 30 para 17 na ultima década, como pode ser visualizado no
gréafico da Figura 1-1 (NEWMAN et al., 20083).

Aliados aos grandes avancos tecnoldgicos e cientificos em cultura de
células, as técnicas de extracao e de identificacao estrutural, os processos de triagem
(onde um grande numero de substancias pode ser testado de maneira automatizada), a
genética, a bioquimica de proteinas, a biologia estrutural e a quimica sintética tém
convergido para criar um futuro promissor entre as ciéncias de produtos naturais e o

desenvolvimento de novos farmacos (ROUHJ, 2003).
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Figura 1-1- Todas as novas entidades quimicas organizadas por fonte/ano desde
1981 a 2002 (NEWMAN et al., 2003)

Legenda da figura: V: vacina; S*/NM: sintético com farmacéforo e mimetizador de produto natural; S*:
sintético com farmacoéforo de produto natural; S/NM: sintético mimetizador de produto natural; S:
totalmente sintético; ND: derivado de produto natural com modificagéo semissintética; N: produto natural;
B: biolégico

A descoberta de novos agentes terapéuticos inicia-se sempre pela busca
de uma molécula que cause uma resposta biolégica especifica: um protétipo (ROUHJ,
2003). Vérios tipos de bioensaios tém sido usados para monitorar o fracionamento de
extratos brutos vegetais, usando principalmente organismos alvo, como parasitas,
microrganismos, linhagens de células cancerigenas etc. Na maioria dos casos o
receptor especifico da substancia ndao €& conhecido, o que pode dificultar o
desenvolvimento de um medicamento. O uso de receptores especificos, como enzimas
alvo, através de ensaios bioquimicos, representa uma 6tima estratégia na busca de
substancias bioativas e, recentemente, vem sendo empregada na busca de compostos
de partida anti HIV (MAHATO & SEM, 1997), para a terapia anticancer (FANG et al.,



1993); inseticidas (YU & ABO-ELGHAR, 2000) e tripanocidas (LEITAO et al., 2004).
Nesta area, varias classes de produtos naturais apresentaram atividade de inibigao
enzimatica, entre elas: flavonéides, cumarinas, antraquinonas, ésteres de acido galico,
triterpenos acidos, taninos condensados e hidrolisaveis e alcaldides.

Segundo NEWMAN et al. (2003), entre 1981 e 2002, 61 % das 877
moléculas novas introduzidas como farmacos no mundo foram provenientes de ou
inspiradas em produtos naturais: 6 % incluiam produtos naturais; 27 % eram derivadas
de produtos naturais; 5 % eram sintéticos com farmacéforos derivados de produtos
naturais e 23 % sintéticos mimetizadores de produtos naturais.

Entre as 137 novas entidades quimicas, moléculas de baixo peso
molecular, na fase Il ou lll das triagens clinicas em junho de 2003, 59 % eram produtos
naturais, derivadas ou inspiradas em produtos naturais (NEWMAN et al., 2003).

Faz muito sentido usarem-se produtos naturais como lideres para o
desenvolvimento de novos farmacos, pois eles integram o0s elementos de
conservadorismo e diversidade simultaneamente expressados pelos alvos bioldgicos
(NEWMAN et al., 2003).

1.2. Aspectos geograficos do local de coleta das espécies
vegetais

Segundo VICENZI et al. (1992), o Planalto de Pocos de Caldas, Estado
de Minas Gerais, também chamado Macico de Pocos de Caldas, esta situado entre a
parte oeste da Serra da Mantiqueira € o bordo leste da bacia sedimentar do Rio
Parana. E uma regido que abrange aproximadamente 800 km? de superficie, dentro
das coordenadas geograficas de longitude 46° a 47° W de Greenwich e latitude 21° e
22° S, a sudoeste de Belo Horizonte, da qual dista de 460 Km.

O clima desta regiao sofre interferéncia da sua topografia e do seu relevo
movimentado, onde ocorrem altitudes médias de 1200 a 1400 m acima do nivel do mar,
com pontos que superam os 1600 m. Nessas condicdes, a circulagdo atmosférica, de
origem tropical, é influenciada por correntes de ar do quadrante sul e por sistemas
localizados de vale-montanha. Sendo assim, as condicées médias do clima permitem
caracteriza-lo como do tipo Tropical Mesotérmico Brando Sub-umido, com verdes



quentes, algumas geadas, concentracdo de chuvas no verdo e estacdo seca nos
meses de inverno. A temperatura média anual € de 18°C, ocorrendo uma grande
amplitude térmica, sendo registradas as temperaturas maxima absoluta de 34°C e
minima absoluta de -4°C. A média anual das precipitagdes pluviométricas esta entre
1500 mm a 1750 mm, sendo que de meados de maio a meados de outubro ocorre o
periodo de seca. O més mais seco tem até 30 mm de chuva em média, podendo ser
zero em certos anos. A umidade relativa do ar varia ao longo do dia e também da
estacao, podendo chegar a niveis baixos na época do inverno.

O macico de Pocos € uma intrusdo de rochas alcalinas em rochas pré-
existentes de granitos e gnaisses do escudo cristalino e arenitos, apresentando uma
predominancia de rochas nefelinicas, tinguaitos, foaitos e fonolitos. Nefelinica é a
rocha rica em silicatos de aluminio e sdédio, cujos principais minerais sao feldspatos
sédico e nefelina.

Submetida a intensos processos de meteorizacao e erosdo, a porcao
central do macico foi dissecada, destacando-se as bordas periféricas que oferecem
maior resisténcia a decomposi¢cao, que justamente sdo as rochas alcalinas nas quais
ocorre a bauxita. Essas bordas alcangcam altitudes de 300 a 600 m acima das areas
circunvizinhas. As bordas apresentam-se segundo um formato anelar, dando a
impressao, quando observadas através de fotografias aéreas, de se tratarem de bordas
erodidas de um antigo e enorme vulcdo que jamais existiu.

A rede de drenagem que banha o Planalto de Pogos integra a bacia do rio
Parana. E no macico que nascem alguns dos rios que formardo o rio Grande que,
juntamente com o Paraiba, formam o rio Parana. Sao todos rios de planalto e, como tal,
apresentam trechos curtos de navegabilidade, porém, em contrapartida, elevado
potencial de aproveitamento hidrelétrico. O rio que se destaca é o das Antas, que é um
tributario do rio Pardo.

Na regiao de Pocos predominam solos classificados como latossolos, de
coloracdo avermelhada e com espessura variando de 150 a 200 cm. Em geral, séo
porosos e bem drenados, com textura argilosa. Sdo, normalmente, acidos e, para as

praticas agricolas, necessitam de correcao (calagem) e adubacéao.



Sao trés os tipos de vegetacdo predominantes na regido: a floresta
subtropical subcaducifolia, os campos de altitude e formacbes com espécies de
cerrado, sendo uma area de transicao entre diferentes formacoes.

As familias das espécies arbbreas predominantes na regido sao
Lauraceas, Voquisiaceas, Mirtaceas e Euforbidceas (VICENZI et al., 1992).

1.3. Vitex polygama Chamisso

Esta espécie pertence a ordem Lamiales, familia Verbenaceae
(MOLDENKE, 1957; CRONQUIST, 1981), subfamilia Viticoideae (BRIQUET, 1895).

O nome Vitex é de raiz latina, viere, que siginifica juntar, tecer, em alusao
aos ramos flexiveis com os quais podem ser tecidos cestos. O nome polygamo,
também com raiz latina, significa aquela planta que conduz, sobre o mesmo individuo,
flores hermafroditas e unissexuais (RIZZINI & RIZZINI, 1983).

E largamente aceito que a familia Lamiaceae evoluiu da Verbenaceae, e
que o limite entre as duas familias € arbitrario. Tradicionalmente, a familia Lamiaceae
se distingue da Verbenaceae de acordo com a estrutura do gineceu (reunido de
carpelos ou 6rgaos femininos da flor). A classificacdo de subfamilia € a proposta por
BRIQUET (1895) que, baseada nos tipos de inflorescéncia e posicdo dos oévulos,
origina 7 subfamilias: Verbenoideae, Chloanthoideae, Viticoideae, Caryopteridoideae,
Symphoremoideae, Stilboideae e Avicennioideae. As trés ultimas subfamilias sao,
algumas vezes, segregadas como familias (VON POSER et al., 1995 e 1997).
Baseando-se em estudos morfoldégicos do gineceu (JUNELL, 1934), a familia
Verbenaceae ficou restrita a subfamilia Verbenoideae, consistindo de 6 tribos:
Verbeneae, Lantaneae, Privaceae, Petreeae, Citharexyleae e Casselieae
(TRONCOSO, 1974). CANTINO et al. (1992) introduziram o género Vitex na familia
Lamiaceae (ou Labiateae) e subdividiram-na em oito subfamilias: Ajugoideae (ou
Teucrioideae); Scutellarioideae; Lamioideae; Nepetoideae; Chloanthoideae; Viticoideae
e Pogostemonoideae. O estudo fitoquimico das espécies destas familias tende a
contribuir para a resolucao dos impasses acima discutidos.

O género Vitex possui cerca de 250 espécies registradas na Asia,

Américas do Sul e Central, Caribe, Africa e Europa. E bem representado no Brasil,



ocorrendo desde a Regido Amazdnica até o Estado do Rio Grande do Sul
(MOLDENKE, 1957).

A espécie aqui apresentada (Figura 1-2; Figura 1-3) tem a casca do caule
e frutos tradicionalmente usados como emenagogo e as folhas como diurético
(CORREA, 1926). No Brasil, pode ser encontrada nos estados do Espirito Santo,
Distrito Federal, Para, Parana, Minas Gerais, Rio de Janeiro e So Paulo. E conhecida
popularmente como Azeitona do Campo, Maria-Preta, Taruma e Velame do Campo
(MOLDENKE, 1957).

Segundo MOLDENKE (1957), seu tamanho varia de arbustivo a arboreo,
podendo chegar a 20 m de altura e o tronco com 15 cm de didmetro. Apresenta galhos
grossos, marrom-acizentados, subcilindricos ou visivelmente achatados de modo
tetragonal; flexiveis e densamente tomentosos ou vilosos, menos pubescentes a
medida que envelhecem, principalmente nos ndédulos. Os pélos sdo amarelados ou
ferruginosos e aveludados; os nédulos medem de 1,0-9,5 cm de comprimento. As
folnas sdo opostas cruzadas, 5-folioladas (raramente 3), totalmente desenvolvidas
quando na época da floracdo (antese); peciolos grossos, de 3,5-17,0 cm de
comprimento, densamente tomentosos ou vilosos, como os galhos. Convexos na base,
achatados no apice.

Os foliolos sdo semelhantes as folhas ou consideravelmente reduzidos,
todos geralmente com peciolos curtos de 1,0-14,0 mm de comprimento, sendo que 0s
centrais sao freqiientemente mais longos do que os laterais, todos mais ou menos
marginados (bordos espacados) e também densamente tomentosos. A lamina foliolar é
submembranosa ou muito fina quando jovem; subcoriacea quando totalmente
desenvolvida; verde escura na face superior (freqientemente pardacenta quando
seca); amarelo-amarronzada ou ferruginosa na face inferior; eliptica (oval) ou oblonga,
variando levemente de suboval a oboval, 5,5-22,0 cm comprimento; 1,7-10,0 cm de
largura, aguda ou acuminada no apice, com as margens inteiras ou levemente
onduladas (raramente serreadas nos brotos); aguda ou acuminada na base,
densamente pubescente ou velutinosa na face inferior, com pélos amarelo-
amarronzados ou ferruginosos. As laminas laterais sdo semelhantes a central, com
excecao do tamanho e que, algumas vezes, sdo assimétricas. As nervuras sao

reticuladas e abundantes, indiscerniveis ou obscuras na face superior (nas folhas



jovens) ou subimpressas (nas folhas velhas), sendo que somente as partes mais largas
sao proeminentes, geralmente escondidas pelo tomento denso.

E encontrada habitando campos, especialmente cerrados, florestas
primitivas, capoeiras e clareiras arenosas até 1500 m acima do nivel do mar, em Minas
Gerais. A madeira é usada nas construgdes civis. Floresce de setembro a janeiro e
frutifica de dezembro a junho. A inflorescéncia € axilar, cimosa, abundante, 3,5-7,5 cm
de comprimento, 2,0-4,5 cm de largura, geralmente pouco florida, mas densa, uma ou
duas vezes furcada, notavelmente bracteolada, densamente tomentosa, subvilosa ou
totalmente pubescente, pélos amarelo-amarronzados ou ferruginosos (aveludados
quando jovens); pedunculos delgados ou ligeiramente grossos, 5,0 cm comprimento ou
muito reduzidos, achatados, tomentosos ou vilosos; pedicelos grossos com 1,0 mm
comprimento ou obsoletos; numerosas bractéolas, oblongas ou lanceoladas, 2,0 mm
comprimento, 3,0 mm largura, sésseis, escuras na face superior, claras na face inferior,
densamente pubescentes; flores sésseis ou subsésseis; célice herbaceo, campanulado
ou obcodnico, densamente viloso-velutineo com pélos amarelos ou ferruginosos, tubo
com 6,0-8,0 mm de comprimento; 4,0-6,0 mm largura; margem profundamente 5-
lobada, lobos Ilanceolados, 2,0-4,8 mm comprimento, acuminados. Corola
hipocrateriforme, variando de azul, violeta palida ou rosada, branca ou amarela na
base, com tubo largamente cilindrico, cerca de 1,5 cm de comprimento, 3,5-5,0 mm
largura, levemente alargado no apice, densamente amarelo-tomentoso na face externa
acima do calice, pétalas com 1,0-1,5 cm largura, bilabiadas, os quatro lobos menores
oblongo-lanceolados, cerca de 5,0 mm comprimento e 6,0-7,0 mm largura, ondulado-
crispados ao longo das margens, barbados em direcao a base, pubérulos em ambas as
faces; estames e estiletes livres cerca de 5,0 mm para fora do tubo da corola; ovario
densamente pubescente, pardo. As flores, que aparecem principalmente entre
novembro e dezembro, sdo mui procuradas por mamamgabas e abelhas silvestres.
Fruto tipo drupa, preto ou preto-avermelhado, eliptico ou esférico, suculento, cerca de
1,5 cm comprimento e largura, comestivel, embora com sabor pouco convidativo, com
caroco grande e pétreo. Na época do amadurecimento dos frutos, entre marco-maio,
essas arvores sao muito freqlientadas por diversos passaros frugivoros como os sabias
e sanhacgos. Foram encontrados carocos inteiros do fruto em dejecbes de Jacus.
HOEHNE, citado por MOLDENKE (1957), escreveu: “ainda nos recordamos como,



quando meninos, ficAvamos escondidos sob os ramos de arvores do pomar de casa,
para esperarmos 0S periquitos que vinham comer essas preciosas negras drupas da
“Maria-Preta”, que no pomar havia sido poupada para, entre as fruteiras exoticas,
apresentar a fartura para os ditos psitacideos. Tao entretidas ficavam as aves no
banquete, que podiamos passar-lhes o laco de cerdas de rabo de cavalo por sobre a
cabeca, sem que notassem o movimento da ponta de bambu ou ainda sentissem o
instrumento, antes de serem puxadas para baixo. Essas drupas, um pouco maiores do
que cerejas, aparecem em tal profusdo nesta planta, que ela toda se mostra negra
entre o verde da folhagem”.

1.3.1. Perfil Quimico de V. polygama Cham.

Segundo BRITO (1986), os compostos predominantes da ordem Lamiales
sao originados da via do mevalonato, sendo o perfil quimico da familia Verbenaceae
caracterizado por metabdlitos secundarios tipo neolignanas, lignanas, naftoquinonas
preniladas, iridoides carbociclicos, terpendides e aromaticos. De acordo com JUDD et
al. (2001), a quimica de Verbenaceae e Lamiaceae é semelhante.

O ¢género Vitex tem sido amplamente estudado, apresentando diversas
substancias identificadas como ecdisterdides, iriddides glicosilados, diterpenos do tipo
labdano, flavonoides C-glicosilados, triterpenos, lignanas entre outras (TAVARES et al.,
1999; ONO et al., 1998; DUTTA et al., 1983; SEHGAL et al., 1982; CHAWLA et al.,
1992a.; SUKSAMRARN & SOMMECHAI, 1993; BARBOSA et al, 1995;
WERAWATTANAMETIN et al., 1986; SANTOS et al., 2000; LEITAO et al., 1997; LEITAO
& DELLE MONACHE, 1998; CHAWLA et al., 1992b; HERNANDEZ et al., 1999; SEIKEL
et al., 1966). Algumas espécies apresentam atividade inseticida (HERNANDEZ et al.,
1999), antivirética (LEITAO et al., 1997), antiinflamatéria (CHAWLA et al., 1992a),
citotdxica (HIROBE et al., 1997) etc.

A espécie V. polygama ndo é inédita do ponto de vista fitoquimico. A
decisdo de se estuda-la novamente residiu no fato da espécie possuir uma grande
quantidade de metabdlitos secundarios, principalmente flavondides, que poderiam ser
testados nos ensaios propostos para este trabalho. Variadas substancias foram
identificadas anteriormente e podem ser conferidas na Tabela 1-1.



Figura 1-2 - Vitex polygama Cham.

Foto maior: coleta de frutos em maio de 2002
Foto menor: frutos de varios tamanhos e estagios de maturacgao (fotos da autora).
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Figura 1-3- Desenho de Vitex polygama Cham. (desenho de Suzana G. Leitio)
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Tabela 1-1- Substancias isoladas anteriormente de V. polygama

ORIGEM SUBSTANCIA CLASSE

Folha 2”-O-cafeoil-orientina * Flavona C-glicosilada acilada

Folha orientina ** Flavona C-glicosilada

Folha isoorientina ** Flavona C-glicosilada

Folha vitexina *¥ Flavona C-glicosilada

Folha isovitexina ** Flavona C-glicosilada

Folha luteolina ¥ Flavona

Folha quercetina * Flavonol

Folha 3-metoxiquercetina * Flavonol

Folha acido p-hidroxibenzdico * Acido Fenolico

Galho 20-hidroxiecdisona * Ecdisteréide

Galho ajugasterona C * Ecdisterdide

Galho monoacetonido de ajugasterona C * Ecdisteroide

Galho turkesterona * Ecdisterdide

Galho 3-0-B-D-glucopiranosilsitosterol * Esterol

Folha 3,4-dicafeoilquinato de metila * Ester de fenilpropanéide

Folha 3,5-dicafeoilquinato de metila * Ester de fenilpropanéide
3-(3,4’-diidroxifenil)-2-propenoato  de . . )

Folha . . Ester de fenilpropanoéide
etila (cafeato de etila) «

Folha hentriacontano, hexacosanoato de Hidrocarboneto
tetracosanoila, nonacosano «

Folha espatulenol « Sesquiterpeno

Oleo essencial
de folhas

a-pineno, B-pineno, limoneno, trans-
pinocarveol, terpin-4-ol, d-cadineno, B-
cariofileno, &-elemeno, a-cubebeno, a-
copaeno, p-elemeno, Z-B-farneseno,
a—humuleno, allo-aromadendreno, ar-

curcameno °

Monoterpeno e Sesquiterpeno

*SANTOS, 2000; ¥ LEITAO & DELLE MONACHE, 1998; ~BARBOSA et al., 1995;  LEITAO et al., 1999.
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1.4. Siphoneugena densiflora Berg

Esta espécie pertence a ordem Myrtales; familia Myrtaceae; subfamilia
Myrtoideae; tribo Myrteae (PROENCA, 1990; JUDD et al., 2001).

O nome Siphoneugena tem raiz latina, siphone, sifao; raiz grega,
eugéneia, propicia a reproducdo; raiz latina, densiflora, que tem flores numerosas e
proximas (RIZZINI & RIZZINI, 1983).

O género Siphoneugena € pequeno, sendo composto por oito espécies.
Ocorre desde Porto Rico até ao norte da Argentina, com centro de diversidade no
sudeste do Brasil. Pertence a subtribo Eugeniinae e é um dos géneros especializados
segregados do género Eugenia por Berg (PROENCA, 1990).

Segundo PROENCA (1990), a espécie é arbérea (Figura 1-4), podendo
atingir até 12 m de altura. Habita campos rupestres, cerraddes e florestas de galerias
no Sul de Goiés, Distrito Federal, Minas Gerais e S&o Paulo. E conhecida vulgarmente
como Maria-Preta, Murta (Distrito Federal) e Uvatinga (Sao Paulo).

Os galhos jovens sao lisos, glabros ou pubérulos, tornando-se levemente
estriados com a idade, ndo cascudos. Folhas com glandulas translicidas; nervura
média surgindo mais ou menos do mesmo ponto em ambas as superficies; nervuras
laterais idem; nervura marginal quase reta. Peciolo 3,0-14,5 x 1,0-2,0 mm, glabro ou
pubérulo. Lamina foliar 4,0-13,7 x 1,4-5,0 cm, ovada a eliptica, glabra ou com poucos
pélos delgadamente esparsos e proximos a base; apice abrupto ou longo-cénico
acuminado; base aguda; face superior contendo glandulas subepidermais rentes a
superficie ou ligeiramente afundadas.

Racemos com (1-)2-7(-14) flores, 0,8-2,7 cm, pubérulos a glabros, raque
(eixo da inflorescéncia) de 1,0-1,7 cm; bracteas e bractéolas glabras a pubérulas, cerca
de 1,0 mm, largamente triangulares a lanceoladas; geralmente persistentes no fruto.
Pedicelo (haste que sustenta cada flor) 0-15,0 mm, mas as flores terminais sdo sésseis
algumas vezes. Botdes com 3,5 x 2,0-3,0 mm, glabros ou pubérulos. Antese pela
abertura dos I6bulos do célice, raramente com rasgo entre os I6bulos; I6bulos do calice
depois da antese 1,0 x 1,0-1,5 mm. Estilete 4,5-7,0 mm; évulos 3-7 por l6culo. Hipanto
geralmente constrito (apertado) entre o calice e o ovario; calice hipantial cerca de 2,0 x
3,0 mm. Pétalas 1,5-2,5 x 1,5-2,0 mm, irregularmente ovais a orbiculares (o diametro
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longitudinal € igual ao transversal). Estames 1,5-5,0 mm, de 65-110 unidades. Ovério
bilocular ou raramente trilocular, cerca de 1,0 x 1,0-2,0 mm, redondo ou em formato de
fuso. Fruto tipo baga indeiscente, 9,0-12,0 mm de diametro; epicarpo brilhante de cor
vinho; mesocarpo carnudo com sabor doce adstringente. Sementes 1-4. Embrido 6,0-
7,0 x 4,0-6,0 mm, esferéide a elipséide; cotilédones com glandulas afundadas na
superficie intercotiledonaria (PROENCA, 1990).

Figura 1-4- Siphoneugena densiflora var. densiflora.

A: habitat; B: botao da flor; C: embrido; D: apice da inflorescéncia (desenho de Carolyn Proenca em
PROENGA, 1990)
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1.4.1. Perfil Quimico de S. densiflora Berg

Segundo BRITO (1986), os compostos predominantes da ordem Myrtales
sao originados das trés vias metabdlicas: chiquimato, mevalonato e acetato/malonato.
A via acetato/malonato leva a formacao de substancias de natureza policetidica. A via
mevalonato forma substancias terpenoidicas e a via do chiquimato forma compostos
lignéides. Assim sendo, taninos galicos, elagicos, flavondides, aromaticos, terpenos,
estilbenos, floroglucindis, acetofenonas e cumarinas sao exemplos de classes de
substancias que podem ser encontradas nesta ordem.

Vale ressaltar que os taninos galicos e elagicos sdo derivados de
metabdlitos iniciais da via do chiquimato e constituem marcadores sistematicos das
angiospermas, pois nunca foram encontrados em monocotiledéneas (BRITO, 1986).
Derivados do acido elagico sdo largamente encontrados na ordem Myrtales, sendo que
alguns deles sé ocorrem em familias pertencentes a esta ordem (GIBBS, 1974).

Apesar do seu grande valor econdémico, devido ao seu espécime mais
importante na industria do papel, o eucalipto, a familia Myrtaceae tem sido pouco
explorada quanto ao seu potencial quimico, sendo uma das familias botanicas menos
investigadas. Algumas razdes se revelam para tal desinteresse, figurando como principal
a dificuldade de classificacdo taxonémica em decorréncia das grandes semelhancas
morfoldgicas entre seus representantes. E constituida por 144 géneros, incluindo cerca de
3100 espécies (KAWASAKI, 1984; JUDD et al., 2001).

A espécie S. densiflora é inédita quanto ao estudo fitoquimico e nao
apresenta uso popular registrado. No entanto, o género Eugenia, do qual
Siphoneugena foi segregado, comportando 400 espécies, tem sido amplamente
estudado, sendo usado na medicina popular para inameros fins, como, por exemplo,
antiinflamatério, analgésico, antipirético, antifungico, no tratamento de Ulcera péptica,
antidiabético (MAHMOUD et al., 2001), digestivo, eupéptico, carminativo (LEE et al.,
1997), anti hipertensivo (PAINULY & TANDOM, 1983) e com propriedades tripanocidas
sobre T. congolense e T. brucei com LDsy; de 12,5 e 66,7 uyg/mL (ADEWUNMI, et al.,
2001). Os taninos, comuns neste género, tém largo emprego na industria de curtume
como tanantes (EL-SHERBEINY & SALEH, 1974). Além destes, varios outros
metabdlitos secundarios tém sido relatados: derivados polifenélicos do acido galico e
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elagico, flavondis glicosilados (MAHMOUD et al., 2001), C-metil-flavonas glicosiladas
(PAINULY & TANDOM, 1983) e muitos triterpenos com esqueletos do tipo lupano,
ursano e oleanano (JUNGES, 1994).

1.5. Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, é causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi e afeta aproximadamente 18 milhdes de pessoas
principalmente nas Américas do Sul e Central, e também se manifesta em areas
metropolitanas dos Estados Unidos, com cerca de 50 a 100 mil pessoas infectadas,
principalmente imigrantes da América Central (WENDEL et al., 1992; Doenca de
Chagas, 2003).

No Brasil, cerca de 5 milhées de pessoas estao infectadas, sendo que
300 mil delas se situam no estado de Sao Paulo (VERONESI, 1991). Por sua grande
difusdo e gravidade das manifestacdes que pode acarretar, além da grande perda
econdmica (US$ 8,156 milhdes, o equivalente a 2,5 % da divida externa do continente
americano inteiro em 1995) devido a mortalidade e inatividade de individuos jovens no
auge de sua produtividade, a doenca ainda representa um sério problema de saude
publica (Doenca de Chagas, 2003).

O vetor de transmissdao & um inseto conhecido popularmente como
“barbeiro” (Triatoma infestans, ordem Hemiptera, familia Reduvidae, subfamilia
Triatominae). A noite ou durante o dia em ambiente escuro, esses insetos saem de
seus esconderijos, normalmente frestas de parede, colchdes, tetos de palha ou barro,
para sugar o sangue das partes descobertas do mamifero hospedeiro. Uma vez
infectado, o individuo passa por duas fases: aguda e crénica. A fase aguda caracteriza-
se normalmente pela manifestacdo de sintomas 8 a 10 dias apdés a contaminacao.
Além de inflamacao local, que depende do mecanismo de entrada, ocorrem sintomas
gerais como febre, mal estar e cefaléia. Alguns 6rgaos como, por exemplo, 0 coracao,
figado e bago, apresentam aumento de volume. Com a regressdo das manifestacdes
da fase aguda, o paciente entra em um estado de cura aparente, podendo permanecer
assintomatico durante um longo periodo de tempo, o que caracteriza a chamada fase
cronica da doenca. Durante esta fase os sintomas associados ao coragdo podem
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permanecer: arritmias, insuficiéncia cardiaca e tromboembolismo, levando o paciente a
ter dores e palpitagcbes associadas a esforcos fisicos. No estagio final da doenca, a
deficiéncia cardiaca e as inflamacdes gastrointestinais resultam em 10 % de casos
fatais (MARKELL et al., 2003).

1.5.1. Quimioterapia

Desde a descoberta da doenca pelo médico sanitarista Carlos Chagas
(1909) até os dias atuais, tém sido realizadas inUmeras tentativas de tratamento, sem
se obter, entretanto, um medicamento que fosse totalmente eficaz.

Em 1961, iniciou-se um periodo de tentativas que resultou,
principalmente, em dois medicamentos nitroderivados muito utilizados: o nifurtimox (3-
metil-4(5’-nitrofurfurilidenamino)-tetraidro(1,4)-tiazina-1,1-diéxido; LAMPIT®) e o
benzonidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida; ROCHAGAN®, Figura 1-5).

O nifurtimox, que inibe o desenvolvimento das formas sanguinea e
intracelular do T. cruzi a uma concentragéo de 1 uM in vitro (GILMAN et al., 1983), saiu
do mercado desde 1997, devido a suspeitas de ser cancerigeno e mutagénico. Além
disso, causava varios efeitos gastrintestinais adversos, tornando-o pouco tolerado,
principalmente por adultos. Poucos pacientes completavam o total de 120 dias de
tratamento, que era o periodo recomendado para a cura de casos cronicos.

Quanto ao benzonidazol, usado principalmente na Argentina, Brasil e
Chile desde 1978, as reacbes sao principalmente na pele (similar a urticaria), neurite e
diminuicao dos gldébulos brancos no sangue. Em alguns pacientes tais reacdes sao tao
intensas que obrigam a suspensao do tratamento (MARTINDALE). Este medicamento
€ 80 % eficiente na cura da doenca na fase aguda. Seu mecanismo de acado se da
através da inibicao da sintese de acido nucléico.

Um estudo recente mostrou os resultados do acompanhamento de 91
pacientes, portadores da Doenca de Chagas, sendo tratados com nitroderivados por 10
anos. A conclusdo foi de que a terapia a base de nitroderivados (Figura 1-5) é
insatisfatoria e ndo pode ser recomendada, pois falha na erradicacao do parasita e
pode mudar a progressao da doenca cardiaca nos pacientes crénicos (LAURIA-PIRES
et al., 2000).
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Figura 1-5- Estruturas quimicas de compostos utilizados no tratamento quimico e
profilaxia da Doenga de Chagas

O alopurinol  (4-hidroxipirazol[3,4-d]pirimidina) parece ser um
medicamento tdo eficaz no tratamento da infeccdo por T. cruzi, bem como no das
leishmaniases, tanto quanto o benzonidazol. Os sistemas enzimaticos destes
organismos, diferentemente dos do homem, transformam o alopurinol em analogos
toxicos da adenina. Reacbes adversas, tais como dermatite pruriginosa generalizada,
dor epigéstrica, diarréia e polineurite transitérias, ocorrem em 11 % dos pacientes,
contra 30 % daqueles em tratamento com benzonidazol (MARKELL et al., 2003).

Alguns esforcos também tém sido feitos para buscar tratamentos
alternativos, ja que as perspectivas, a um curto prazo, para novos medicamentos
eficazes no tratamento da doenca sao inexistentes, principalmente devido ao descaso
da industria farmacéutica em produzir e comercializar medicamentos que seriam
dirigidos basicamente para populacées muito pobres de paises subdesenvolvidos
(Pesquisa FAPESP, 2000). Por exemplo, a combinagcdo do benzonidazol com o
antifungico cetoconazol produziu um efeito sinérgico na quimioterapia com o

nitroderivado em ratos infectados com a cepa Y do T. cruzi (ARAUJO et al., 2000).
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1.5.2. Quimioprofilaxia

Os movimentos de migracao rural/urbano que ocorreram na América
Latina entre os anos de 1970-1980 transformaram o modelo epidemiolégico da doencga,
caracterizando-o como uma infeccdo urbana. Com o controle da populagdo de
barbeiros, também a partir da década de 70, a utilizacdo de sangue contaminado em
bancos de sangue passou a ser a principal forma de transmissdo da doencga nas
Américas do Sul e Central. As estatisticas demonstram nimeros que variam entre 3 e
53 %, mostrando que a prevaléncia de sangue infectado por T. cruzi € maior do que a
infeccao por HIV, hepatite B e C (Doenca de Chagas, 2003).

Esse fato passou a ter um efeito mais acentuado principalmente com as
crescentes migragdes. No Brasil, estima-se que existam aproximadamente 2 milhdes
de individuos infectados vivendo em centros urbanos, cuja grande maioria sao
migrantes de areas rurais endémicas (Doenca de Chagas, 2003).

De acordo com dados obtidos entre 1988-1989 de 850 municipios do
pais, apenas 56,9 % dos bancos de sangue realizavam testes sorolégicos para doenca
de Chagas. Ainda que um grande numero de substancias quimicas tenha sido testado
como quimioprofilaticos na doenca de Chagas, somente a violeta de genciana (cloreto
de hexametilrosanilina; Clsg 31 pg/mL, Figura 1-5) é recomendada pela OMS (Doenca
de Chagas, 2003). O fato de induzir danos hemostaticos em plaquetas e alterar a
coloragcdo do sangue e urina, explica o uso cada vez menor da violeta de genciana na
esterilizacdo de sangue (RIBEIRO & PILO-VELOSO, 1997). Os parasitas
tripanossomatideos sdo conhecidos por serem muito sensiveis a alteracées no seu
balango redox. A primeira linha de defesa contra peroxidantes, como nos hospedeiros
mamiferos, consiste na glutationa reduzida (GSH). Eles ndo tém a enzima glutationa
redutase (GR) e mantém seu nivel de GSH através de reacbes ndo enzimaticas com a
tripanotiona (T[SH]2, 18,-bis-glutationilespermidina) e a 1-glutationilespermidina, sendo
estes compostos mantidos na sua forma reduzida pela acdo da tripanotiona redutase
(TR), enzima especifica dos tripanossomatideos. A violeta genciana inibe a TR do T.
cruzi através de mecanismo de competicdo com um K; = 5,3 uM (SEPULVEDA-BOZA &
CASSELS, 1996).
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Algumas sugestbes tém sido feitas para se ter substitutos mais
convenientes, como é o caso, por exemplo, de antioxidantes usados na industria
alimenticia como o BHT (2,6-di-terc-butil-4-hidroxitolueno) e o BHA (2-mono- e 2,6-di-
terc-butilato de 4-hidroxianisol). Alguns produtos naturais que apresentem baixa
toxicidade e qualidades antioxidantes potentes, como flavondides e taninos, também
podem vir a ser mais apropriados do que os antioxidantes sintéticos, se a atividade
tripanocida deles contra a forma infectante do T. cruzi provar ser adequada
(SEPULVEDA-BOZA & CASSELS, 1996).

1.5.3. Produtos naturais tripanocidas

Na Bolivia, algumas plantas sao indicadas para o tratamento da doenca
de Chagas, porém nao atuam sobre o parasita, sendo efetivas sobre alguns sintomas,
como é o caso do Sangre de Drago (Croton roborensis), cha de flores de Retama
(Spartum juncum) com Lippia triphylla e Melissa officinalis para tranquilizar ataques do
coracdo (BOURDY et al., 2000).

Com o objetivo de se identificar novos agentes quimioprofilaticos para
bancos de sangue e quimioterapéuticos, muitos produtos naturais tém sido testados
contra culturas de T. cruzi ou mamiferos infectados. O triterpeno tingenona (Figura 1-6)
mostrou ser tdo efetivo contra as formas epimastigotas de T. cruzi in vitro quanto o
nifurtimox e mais do que o benzonidazol (Clso = 12 e 40 uM, respectivamente), inibindo
completamente o crescimento do parasita a 30 uM (12 pg/mL). O flavondide quinénico
3R-claussequinona (Figura 1-6) produziu 100 % de lise de formas tripomastigotas de T.
cruzi in vitro a uma concentracdo de 100 uM (SEPULVEDA-BOZA & CASSELS, 1996).
Os flavondides sacuranetina e penduletina (Figura 1-6) apresentaram 100 e 86 % de
atividade tripanocida em formas epimastigotas de T. cruzi in vitro com concentragdes
de 500 pg/mL (Clsg violeta genciana = 31 yg/mL, 100 % lise= 250 ug/mL) (RIBEIRO &
PILO-VELOSO, 1997). As lignanas caerofilina e cubebina produziram 100 % de lise em
formas tripomastigotas, cepa Boliviana, de T. cruzi in vitro na concentragéo de 25 e 50
png/mL (BASTOS et al., 1999), mas nao reproduziram tao boa atividade contra a cepa
Y. Ja as lignanas grandisina e veraguensina, a uma concentracdo de 5 ug/mL,
causaram 100 % lise na cepa Y (LOPES et al., 1998). A naftoquinona metoxilapachol
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apresentou um EDs¢/24h de 164,8 pmol/L sobre as formas tripomastigotas, cepa Y, de
T. cruzi in vitro contra um EDs¢/24h de 536,0 ymol/L da violeta genciana (MOURA et
al., 2001). O monoterpeno terpinen-4-ol apresentou um EDsy de 0,02 ug/mL em formas
sanguineas de T. brucei contra 0,5 uyg/mL do Suramin (MIKUS et al., 2000).

COOCH;
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Caerofilina Cubebina

Me

Me
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Figura 1-6- Produtos naturais com atividade tripanocida
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1.6. Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario flagelado da classe Mastigophora, ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Este parasita tem um ciclo de vida complexo
que inclui sua passagem tanto no inseto (hospedeiro intermediario) quanto no
mamifero (hospedeiro definitivo, incluindo o0 homem) e apresenta a caracteristica Unica
de se dividir no interior das células do hospedeiro definitivo e ndo no sangue periférico.
Durante seu ciclo de vida, apresenta-se sob trés formas: tripomastigota, epimastigota e
amastigota (MARKELL et al., 2003).

Tripomastigota é a forma flagelada ingerida pelo inseto, no momento da
picada, pois esta presente no sangue do mamifero contaminado. Depende
exclusivamente da via glicolitica para obtencdo de energia, pois ndo é munida de
citocromo e possui mitocondria inativa e, portanto, sem ciclo de Krebs funcional. E
dotada de uma organela especializada, o glicossomo, que contém nove enzimas
envolvidas na reacdo da glicélise e do metabolismo do glicerol (OPPERDOES &
BORST, 1977; OPPERDOES, 1987). Devido a esta organela, a velocidade da glicélise
€ 50 vezes maior do que aquela ocorrida no eritrécito humano.

Apés ingerida pelo inseto, a forma tripomastigota se diferencia na forma
epimastigota (forma intermediaria e flagelada). Esta, ao chegar no intestino posterior do
inseto, se diferencia na forma tripomastigota novamente, a qual, posteriormente,
invadira a corrente sanguinea do mamifero picado pelo inseto e, quando penetrar no
interior das células dos tecidos, se diferenciara na forma amastigota.

A forma amastigota é aflagelada, arredondada ou oval, encontrando-se
agrupada formando os chamados ninhos parasitarios no interior dos tecidos (MOURA
et al., 2001). Ela tem como principal fonte de obtencdo de energia os depdsitos de
lipideos.

Em média, um Trypanosoma, na forma sanguinea do hospedeiro, contém
240 glicossomos, o0 que representa entre 4,3 a 8 % de seu volume total. Nas formas
amastigota e epimastigota o numero de glicossomos cai a menos de 50. Além do
Trypanosoma, outros géneros da familia Trypanosomatidae como Leishmania e
Crithidia também apresentam glicossomos (OPPERDOES & BORST, 1977).
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O metabolismo de carboidratos de Trypanosoma no inseto vetor é
completo, isto é, apresenta glicélise, ciclo de Krebs, cadeia transportadora de elétrons
e fosforilacao oxidativa (CLARKSON & BROHN, 1976).

1.6.1. A enzima gGAPDH de T. cruzi

Um dos caminhos para o desenvolvimento de novos farmacos contra a
doenca de Chagas é explorar o fato de que a forma infectante do T. cruzi depende
exclusivamente da via glicolitica como fonte de energia. Portanto, compostos que
bloqueiem a glicélise podem ser utilizados como medicamentos para tratar e combater
a doenca.

Com o objetivo de se descobrir novas substancias candidatas a combater
doencas causadas por parasitas dos géneros Trypanosoma e Leishmania (varias
espécies responsaveis pelas Leishmaniases), foram determinadas as estruturas
tridimensionais de algumas de suas enzimas glicoliticas: triosefosfatoisomerase de T.
brucei (WIERENGA et al., 1991) e gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH) de T.
brucei (VELLIEUX et al., 1993) e de Leishmania mexicana (KIM et al., 1995).

A investigacao detalhada das estruturas de GAPDH humana e de T.
brucei levou a identificacdo dos sitios de ligacdo do NAD" (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo, cofator da GAPDH) e a deteccao de importantes diferengas nas duas
enzimas (VERLINDE et al., 1994) quanto a afinidade pelo cofator, implicando em
diferencas na estrutura tridimensional do sitio de ligacdo ao cofator e, portanto, a um
possivel sitio de seletividade. Esta descoberta forneceu subsidios para se acreditar que
a GAPDH de T. cruzi, por apresentar alta homologia com a enzima de T. brucei, pode
ser utilizada como uma molécula alvo interessante para o desenho de farmacos contra
a Doenca de Chagas (Figura 1-7, SOUZA et al., 1998).

A gGAPDH (GAPDH glicossomal) participa da via glicolitica, tanto do
hospedeiro humano quanto do tripanossomo, catalisando a conversao do gliceraldeido-
3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, na presenca do cofator NAD* e fosfato inorganico
(Esquema 1-1).

O Laboratério de Cristalografia de Proteinas do Instituto de Fisica da
Universidade de Sao Paulo campus Sao Carlos (IFSC/USP) mantém uma linha de
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pesquisa dedicada ao estudo estrutural de proteinas do T. cruzi e a modelagem de
inibidores especificos que possam ser potenciais medicamentos na terapia
antichagasica. Dentre os resultados ja alcancados por este grupo, destacam-se a
expressdo, purificacdo, cristalizacdo, determinagdo da estrutura (a 2.8 A de resolugéo) e
padronizacdo de ensaios de atividade seletiva da enzima glicolitica gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenase de T. cruzi. Em paralelo, iniciou-se a modelagem de potenciais
inibidores, pelas técnicas de simulagdo computacional em bases de estruturas
micromoleculares com atividade farmacolégica (PAVAO, 1996; PAVAQ, 2001), além da
sintese e bioensaios enzimaticos com produtos naturais de varias procedéncias,
inclusive dos laboratérios de Sintese e de Produtos Naturais da UFSCar , destacando-se
a cumarina chalepina com Clsp de 64 uM e os flavonoéides 5,6,7,3’,4’-pentametoxiflavona,
5,7,3,4’,5’-pentametoxiflavona, 5,6,7,8,4-pentametoxiflavona e  3,5,6,7,3,4,5-
heptametoxiflavonol cuja inibicdo enzimatica foi de 100 % a uma concentragédo de 100
ug/mL (LEITAO et al., 2004; VIEIRA et al. 2001; PAVAO et al., 2002; GARCIA et al.,
2000; MORAES et al., 2003).

Figura1-7- Estrutura tridimensional da enzima gGAPDH (SOUZA et al., 1998)
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Esquema 1-1- Esquema da glicélise ocorrida no glicossomo do T. cruzi

As enzimas de 1 a 9 sao as glicossomais do parasita: (1) hexoquinase; (2) glicose-6-fosfatoisomerase;
(3) fosfofrutoquinase; (4) frutose-difosfatoaldolase; (5) triose-fosfatoisomerase; (6) glicerol-3-fosfato
desidrogenase; (7) gliceraldeido-3-fosfatodesidrogenase (GAPDH); (8) glicerolquinase; (9) fosfoglicerato
quinase; (10) fosfogliceratomutase.

1.7. Leishmaniases

Sao doencas causadas por um grande numero de espécies do género
Leishmania e estdo classificadas de acordo com sintomas clinicos e espécies
causadoras em trés principais tipos: Leishmaniase Cutanea, Mucocutanea e Visceral.

Todas sao transmitidas por flebotomineos pertencentes ao género
Phlebotomus. Quando a picada de um destes insetos infectado introduz promastigotas
na pele, os parasitas se proliferam como amastigotas nos macréfagos e no endotélio dos
capilares e outros pequenos vasos das regides contiguas. A lise dos amastigotas ocorre
logo apdés a ativacdo dos macréfagos por linfocitos sensibilizados. Uma reagao
granulomatosa resulta na formacdo de um ndédulo localizado, o qual se transforma em
Ulcera quando o suprimento de sangue para o local fica prejudicado devido ao dano
induzido pelo parasita. Uma infeccao piogénica, geralmente de pouca importancia,
desenvolve-se na base da Ulcera aberta e, a medida que a imunidade do hospedeiro
aumenta, a Ulcera cicatriza. Observa-se o aumento no volume dos nodos linfaticos
regionais (MARKELL et al., 2003).

O parasita, cujos alvos sao macréfagos e células dendriticas, tem seu

nome em homenagem ao pesquisador W. B. Leishman que, juntamente com Donovan,
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primeiramente descreveu o protozoario responsavel pelo Calazar indiano. No continente
americano, foi Gaspar Viana, em 1909, no Instituto Oswaldo Cruz, que correlacionou as
lesdes conhecidas como Ulcera de Bauru ou ferida brava ao mesmo género de
protozoario, o qual recebeu o nome de L. braziliensis (MARKELL et al., 2003).

Estas doencas estdo espalhadas em 22 paises do Novo Mundo e 66
paises do Velho Mundo, ndo sendo encontradas apenas no Sudeste da Asia. Produzem
1,98 milhdes de individuos desabilitados, 57 mil mortes anuais; 1,5 milhdes de novos
casos por ano, sendo que 350 milhdes de pessoas vivem nas areas de risco. S6 o tipo
visceral tem 500 mil casos anuais registrados (Leishmaniases, 2002).

1.7.1. Leishmaniase Cutanea

E endémica em 88 paises de 4 continentes, mas 90 % dos casos se
concentram no Irda, Nepal, Siria, Ardbia Saudita, Brasil, Peru, Arménia, Azerbaijao,
Turcomenistdo, Uzbequistdo, Afeganistdo, india e Quénia (Leishmaniases, 2002).

A Leishmaniase Cutanea é conhecida no Velho Mundo como Botdo do
Oriente e é produzida por leishmanias que pertencem ao complexo L. tropica.
Caracteriza-se pela producao de lesdo seca que ulcera somente depois de varios meses,
sendo geralmente unitaria, mas podendo chegar ao numero de 200, e ocorrendo
principalmente na face, deixando cicatrizes horriveis. O cao pode ser um hospedeiro
natural (MARKELL et al., 2003).

No Novo Mundo, esta doenca é causada por espécies do complexo L.
mexicana. E encontrada em Belize, Peninsula de Yucatan, Guatemala, Mato Grosso,
Venezuela e Bacia Amazbnica. Pode se transformar na forma cutanea difusa, com
papulas de formato irregular que se assemelham as lesées da lepra lepromatosa e nao
se curam espontaneamente (MARKELL et al., 2003).

O tratamento se da através do Estilbogluconato Sédico (gluconato sédico
de antiménio, Pentostam), menos toxico que os antimoniais pentavalentes mais antigos.
E o mais eficaz composto atualmente disponivel para o tratamento de todas as
leishmaniases cutaneas. Seu mecanismo de acao se baseia na oxidagdo dos acidos
graxos das formas amastigotas da leishméania e na inibicao das enzimas glicoliticas. Uma
dessas enzimas é a fosfofrutoquinase (PFK), a qual catalisa a fosforilacdo da frutose-6-
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fosfato (F-6-P) pela adenosina trifosfato (ATP). Essa atividade inibitéria sobre a enzima é
exercida por mecanismo competitivo junto ao substrato F-6-P, resultando no acumulo
deste, a0 mesmo tempo em que ocorre a reducdo da concentracdo do metabdlito
frutose-1,6-difosfato (FDP) e adenosina difosfato. Assim, como os parasitas consomem
grande quantidade de glicose como fonte de energia para exercer suas fungdes vitais, a
deplecéao do teor de FDP acarreta inibicao da glicolise. Portanto, os parasitas morrem em
consequéncia do baixo consumo de carboidratos. A PFK do hospedeiro também é
afetada, mas sua sensibilidade a antimoniais é aproximadamente 80 vezes menor do
que a do parasita (ZANINI & OGA, 1982).

Tosse, cefaléia e vomitos sdo os efeitos colaterais mais freqlientes da
quimioterapia com antimoniais. Na América Latina este medicamento € substituido pelo
Antimoniato de Meglumina (Glucantime, Figura 1-8). A Anfotericina B tem sido utilizada
em pacientes que nao respondem aos antimoniais pentavalentes, porém uma alternativa
menos téxica é o uso do Cetoconazol (inibidor da biossintese de esteraois).

Uma vacina combinada (L. amazonensis morta pelo calor mais bacilo de
Calmette-Guerin [BCG] viavel) foi avaliada quanto a sua eficacia na imunoterapia para a
leishmaniase cutanea americana num estudo clinico no qual participaram 217 pacientes.
A cura clinica foi de mais de 90 % dos que receberam a vacina, sendo o tempo médio
para a cura de 16 a 18 semanas, o qual é comparavel ao do Glucantime. Porém a
eficacia da vacina na profilaxia ainda nao foi experimentada (MARKELL et al., 2003)

1.7.2. Leishmaniase Mucocutanea

Esta infecgédo é causada pela L. braziliensis e € encontrada no Brasil, leste
do Peru, Bolivia, Paraguai, Equador, Coldmbia e Venezuela. O aspecto que sobressai
nesta doenga, conhecida no Brasil como espundia, € o desenvolvimento, em
porcentagem variavel de pacientes, de Ulceras na mucosa oral ou nasal. As lesbes
cutaneas sao multiplas e podem se tornar muito grandes. Caso se desenvolvam
ulceragdes na mucosa, o avango da infeccdo, embora lento, € constante. A ndo ser que
um tratamento eficaz seja feito, toda a mucosa do nariz e a dos palatos duro e mole é
eventualmente afetada. O septo nasal é destruido, mas diferentemente de lesdes
sifiliticas, o processo nao envolve os 0ssos. A ulceracdo pode resultar em perda de todas
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as partes moles do nariz, labios, palato mole, e assim por diante. A morte ocorre, em
geral, devido a infec¢gbes secundarias (MARKELL et al., 2003).

Vérios roedores e cdes do mato sdo os reservatérios naturais.
Flebotomineos pertencentes aos géneros Lutzomia e Psychodopygus sao os vetores.

O tratamento também é através do Pentostam (Figura 1-8) com doses
iniciais de 50 mg/Kg de peso corpéreo, intramuscular. O pamoato de cicloguanila
(Camolar), um inibidor do acido félico, é eficaz quando administrado intramuscularmente
nas quantidades de 300 mg para adultos e 280 mg para criangas de 1 a 5 anos de idade.

A anfotericina B (Fungizona, Figura 1-8) também apresenta bons
resultados quando administrada intravenosamente. Porém, € freqlente ocorrer dano
renal e depressao da medula éssea quando este medicamento é aplicado por periodos
prolongados (MARKELL et al., 2003).

1.7.3. Leishmaniase Visceral

Amplamente conhecida por seu nome indiano calazar, € causada por
parasitas do complexo L. donovani. Ao contrario daqueles que foram discutidos
anteriormente, os parasitas que causam o calazar nao estdo confinados as células
reticuloendoteliais dos tecidos subcutaneos e membranas mucosas, mas podem ser
encontrados em todo o corpo (MARKELL et al., 2003).

Ocorre na india, Burma, Leste do Paquistdo, Sumatra e Tailandia, bem
como Republica Centro-Africana, Chad, Etidpia, Somalia, Djibuti, Quénia entre outros
(Leishmaniases, 2002).

Cées sao os principais reservatoérios e o vetor € o mosquito Phlebotomus.

Nas Américas Central e do Sul - Argentina, Bolivia, Brasil, Suriname,
Venezuela, Colémbia, Equador, El Salvador, Honduras e Guatemala - bem como no
México e Guadalupe das Antilhas, a leishmaniase visceral é quase sempre causada
pela L. chagasi e L. amazonensis. Afeta principalmente criangcas. Os cées, raposas e
gatos domésticos sdo os reservatorios naturais. O vetor € o mosquito Lutzomyia
(MARKELL et al., 2003).

As formas promastigotas do parasita se multiplicam no intestino do vetor e
migram para a porcao anterior deste, escapando pela probdscida quando o inseto se
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alimenta. O periodo de incubagdo pode variar de 2 semanas a 18 meses. E freqiiente o
paciente se queixar de aumento do volume abdominal, sendo observadas, no exame,
hepatomegalia e esplenomegalia (aumento do figado e do baco). Algumas vezes o
inicio € agudo e pode simular um ataque de malaria. Outras vezes 0 paciente pode
apresentar diarréia, sendo o inicio semelhante ao da febre tifdide. Ocorre anemia e
perda progressiva de peso (MARKELL et al., 2003). Se a infecgdo néo é tratada, pode
causar de 75 a 95 % de mortes.

O tratamento se da principalmente com o Pentostam, causando reacgdes
adversas severas, além de durar, no minimo, 28 dias (20 mg/Kg/dia) e ser administrado
parenteralmente, o que requer estrita supervisdo meédica. Somando-se a isto, o custo €
alto, a resisténcia a antimoniais chega a 50 % e a eficacia € limitada (MARKELL et al.,
2003).

A india, que é um dos bercos da leishmaniase visceral, tem empregado
um novo medicamento, a Miltefosina (1-O-hexadecilfosfocolina, da classe dos alquil-
lisofosfolipideos, Figura 1-8), que ja vinha sendo usado na terapia da metastase
cutdnea de carcinomas mamarios, porém com uso restrito, pois, na dosagem
requerida, provoca uma série de efeitos colaterais graves como toxicidade renal,
teratogenicidade e infertilidade, evidenciando ser citotdxica com pouca seletividade. No
entanto, as doses necessarias para o tratamento da leishmaniase sdo muito menores
e, como consequiéncia, as reacdes adversas também, sendo em geral de ordem
gastrointestinal (KAMINSKY, 2002). E o primeiro medicamento oral efetivo no
tratamento da doencga, inclusive de formas resistentes aos antimoniais, revolucionando
o tratamento e controle do Calazar (Leishmaniases, 2002).

Seu mecanismo de acdo ainda nao esta esclarecido, mas, por se tratar de
um falso fosfolipideo, € pouco sensivel a acao hidrolitica das fosfolipases. O motivo
quimico para tal é que os fosfolipideos sdo formados por ésteres de acidos graxos
(saturados ou insaturados) ligados a dois dos trés grupos hidroxila do glicerol, estando
o grupo hidroxila restante ligado a uma molécula de fosfato de colina (ou de
etanolamina, de inositol, de serina etc). Assim sendo, este falso fosfolipideo é capaz de
competir com os fosfolipideos verdadeiros enganando as enzimas. Em decorréncia
deste fato, diversas hipdteses ja foram levantadas quanto ao seu modo de agéo no

parasita: interferéncia na transducgao de sinais através da membrana citoplasmatica, na
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biossintese do glicosilfosfatidilinositol, no metabolismo da alquilglicero-fosfocolina e na
sintese de novo da fosfatidilcolina através da via Greenberg. Além disso, o tratamento
com Miltefosina promove a ativacao dos macréfagos, com consegliente aumento na
producdo de NO e anticorpos monoclonais, resultando numa maior toxicidade para os
parasitas (SARAIVA et al., 2002). Também é considerada como um inibidor seletivo na
biossintese de esterodis e fosfolipideos dos Kinetoplastideos (KAMINSKY, 2002).

CH,NHCH;* [ CH,0H CH,OH )
HCOH CHOH CHOH
HOCH HCO OH o OCH
| . 9 é éb—O—éb—/OéH - Nas. 7,0
Hcon (OH):Sb0 HCO—
HCOH H?O OCH
COoO ‘00
CH,OH C )
Glucantime
(Antimoniato de meglumina) Pentostam
OH
Anfotericina B 0 HO NH,
0 OH
I
+
H3;C—(CHy) 14 —CH2—O—1|3—O—(CH2)2— N(CH3);
O
Miltefosina (Hexadecilfosofocolina)

Figura 1-8- Estruturas quimicas dos compostos empregados no tratamento de
Leishmaniases

30



1.7.4. Fosforribosiltransferases (PRTases) de Leishmania

O metabolismo de purino-nucleotideos, imprescindiveis na formacao do
DNA e RNA, de uma grande variedade de espécies de parasitas difere
significativamente daquele do hospedeiro humano. Neste, os purino-nucleotideos
podem ser sintetizados por duas vias metabodlicas. A primeira delas envolve um
conjunto de dez reagdes sequienciais catalisadas por enzimas, levando a “sintese de
novo” dos purino-nucleotideos a partir do precursor PRPP (fosforribosilpirofosfato),
resultando na sintese do anel purinico e na formagao do monofosfato de inosina (IMP),
o qual é, por sua vez, convertido ao monofosfato de adenosina (AMP) e monofosfato
de guanosina (GMP). A segunda via, ‘“reagcdo de poupanca ou de recuperacao”,
consiste na formacao dos nucleotideos purinicos a partir das bases purinicas livres
(adenina, guanina e hipoxantina) provenientes da degradacédo hidrolitica de &cidos
nucléicos e nucleotideos. Nesta reacéo, a porcao ribose fosfato do PRPP (pirofosfato
de fosforribosila) é transferida a uma base purinica para formar o ribonucleotideo
correspondente, sendo catalisada por enzimas da familia das fosforribosiltransferases.
A adenina fosforribosiltransferase (APRT) é especifica para a formacdo do AMP,
enquanto a hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (HGPRT) catalisa a formacao
do IMP e GMP (Esquema 1-2; NELSON & COX, 2000).

Os protozoarios do género Leishmania e Trypanosoma sao auxotroficos
para purino-nucleotideos, ou seja, ndo sdo capazes de sintetiza-los pela via “de novo”,
dependendo do hospedeiro mamifero para obté-los a partir da via “de recuperacao”,
sendo inteiramente dependentes das enzimas desta via durante seu ciclo de vida. Tal
fato despertou o interesse de muitos pesquisadores para o estudo destas enzimas
como alvos potenciais para a descoberta de novas substancias que combatam as

leishmaniases.
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Esquema 1-2- Vias metabdlicas para a sintese de purino-nucleotideos

O Laboratério de Cristalografia de Proteinas do Instituto de Fisica da
Universidade de Sao Paulo campus Sao Carlos (IFSC/USP) mantém uma linha de
pesquisa dedicada ao estudo estrutural de enzimas e proteinas da L tarentolae,
espécie isolada em lagartos e de toxicidade nula aos seres humanos. O Dr. Otavio
Thiemann realizou a clonagem e caracterizagdo da enzima APRT desta espécie
(THIEMANN, 1998). Além disso, a mesma enzima teve sua estrutura cristalogréafica
recentemente determinada (SILVA, 2001). Analisando-se cuidadosamente o

32



sequenciamento dos aminoacidos da APRT de L. tarentolae, juntamente com os seus
sitios ativos, pode-se notar grande semelhanca com a proteina homéloga de L.
donovani, revelando diferencas em apenas 35 residuos. Com identidade de 85 % nas
seqliéncias de aminoacidos, além de se tratarem de proteinas homoélogas, deduziu-se
que suas estruturas tridimensionais sdo similares e que as informacdes obtidas nas
pesquisas com a APRT de L. tarentolae poderao ser utilizadas na triagem de novos

agentes contra as leishmaniases humanas.

1.7.5. Produtos naturais leishmanicidas

Na Bolivia, algumas plantas sdo empregadas popularmente para o
tratamento das leishmaniases, como, por exemplo, a Tesseria integrifolia (Arecaceae),
Jacaranda glabra, Tanaecium nocturnum (Bignoniaceae), Bowdichia virgiliodes
(Fabaceae), Irbalchia alata (Gentianaceae), Swietenia macrophylla (Meliaceae), Piper
laevilimbum (Piperaceae), Galipea Ilongiflora (Rutaceae), Brugmansia arborea
(Solanaceae), de uso externo somente, com as partes das plantas sendo reduzidas a pd
ou maceradas e aplicadas sobre as feridas em forma de compressas ou sendo
administradas na forma de banhos (BOURDY et al., 2000).

Muitos produtos naturais tém sido testados contra formas promastigotas
de L. major. A dilactona germacreno 16,17-diidrobraquicalixolideo (Figura 1-9) mostrou
Clsp de 17 pg/mL contra 67 pg/mL do Pentostam, porém foi altamente tdxica aos
linfécitos humanos na mesma concentracao (OKETCH-RABAH et al., 1998). Algumas
saponinas também foram testadas, como a a-hederina, sendo altamente efetivas em
concentracdes similares a pentamidina, no entanto foram tdxicas aos macréfagos no
mesmo nivel que o Glucantime. O uso de saponinas como farmacos é limitado pela
baixa biodisponibilidade, reduzida absorcdo no trato gastrointestinal e toxicidade
hemolitica quando administradas por via parenteral (KAYSER et al., 2002). Um grande
namero de chalconas foi testado e submetido a analise QSAR quanto ao seu efeito
contra formas promastigotas de L. donovani e atividade supressora de linfécitos, tendo
a licochalcona (Figura 1-9) apresentado Clsy de 13 e 48 uM respectivamente (NIELSEN
et al., 1998). O iridéide arbortristosideo A (Figura 1-9) foi 57 % ativo contra L. donovani
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quando adminstrado oralmente na dose de 100 mg/Kg/dia x 5, sendo que o Pentostam
€ 75 % ativo numa dose 10 vezes menor (TANDON et al., 1991).

OOH
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o-hederina Licochalcona
R=ram (1—2) ara (1)

H
. HO COOMe
CH, X
RO
(0]
O 0 OH
HO

R= p-metoxi cinamoil
Arbortristosideo A

Figura 1-9- Produtos naturais com atividade leishmanicida
1.8. Insetos

A maioria dos insetos é fitéfaga, isto é, alimenta-se de plantas, e sua
atividade exerce forte influéncia sobre o equilibrio ecologico. Apesar de existir
aproximadamente um milhdo de espécies de insetos ja classificadas, apenas alguns
milhares sdo considerados “pragas” e, destes, somente cerca de 500 causam grandes
danos as plantas.

Acredita-se que todos os insetos foram inicialmente herbivoros polifagicos,
isto é, alimentavam-se de plantas de diversos tipos. A especializacdo deles em
determinados tipos de plantas sé teria ocorrido em fases posteriores do processo
evolutivo (CRAVEIRO & MACHADO, 1986). Neste processo existem varios tipos de
substancias que desempenham o papel de mensageiros quimicos no mecanismo co-

evolucionario e estdo classificadas dentro de dois grupos: os FEROMONIOS, que agem
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entre individuos da mesma espécie (intraespecificos) como atraentes sexuais,
marcadores de trilhas, propiciadores de comportamentos de agregacdo, alarme,
dispersdo, entre outros; os ALELOQUIMICOS, que agem entre espécies
(interespecificos) e se diferenciam de acordo com o organismo que estd sendo
beneficiado na comunicacdo. Os aleloquimicos estdo classificados de acordo com sua
atuacéo: os aloménios sédo benéficos aos organismos que os produzem; os cairomonios
beneficiam os organismos a que se destinam; os sinoménios favorecem tanto o agente
emissor quanto o receptor do sinal quimico e os apneumonios sao liberados por material
em decomposicdo e atraem principalmente insetos coprofagos e sapréfagos. Uma
mesma substancia aleloquimica pode apresentar diversas fungdes de acordo com a
variedade de individuos envolvida na interacao, como € o caso de uma interacgao tri-trofica
(planta-herbivoro-inimigo natural), onde a substancia liberada atua como cairoménio, se
atrai um determinado herbivoro ou é fagoestimulante para este; como aloménio, se repele
insetos fitéfagos, reduz os processos digestivos ou é toxica para 0s mesmos; como
sinomodnio, se atrai inimigos naturais do herbivoro o qual esta atacando-a (FERREIRA et
al., 2001).

Para que um inseto possa usar uma planta como hospedeira, € necessario
que ocorra a sequéncia de cinco etapas complementares: localizagcdo da planta,
reconhecimento da mesma, aceitacdo do inseto e adequacgéo inseto/hospedeira. Tudo
indica que, nessas cinco etapas, nao s6 os produtos de valor nutricional, mas também os
metabdlitos secundarios, desempenham papel destacado. Alguns podem ser repelentes
(agem a distancia), supressantes (inibem o ato de provar o alimento), deterrentes (inibem
a alimentacao ou oviposicao), intoxicantes (causam intoxicacdes crénicas ou agudas) e
redutores da digestao (inibim a utilizacdo dos alimentos). Todos os componentes devem
estar presentes no tempo apropriado € na quantidade exata. A resisténcia de uma planta
ao ataque de insetos decorre do rompimento de qualquer um dos elos da sequéncia
normal de eventos (CRAVEIRO & MACHADO, 1986).

1.8.1. Inseticidas

Os insetos tém sua fungdo no equilibrio ecoldgico, mas também, desde

tempos remotos, vém causando prejuizos ao homem, sejam como transmissores de
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doencas ou como destruidores de lavouras ou graos estocados e nao € por acaso que 0S
insetos figuram, no livro de Exodo da Biblia, como uma das “pragas do Egito”. Na pratica
milenar da agricultura, o homem sempre teve de se haver com esse flagelo e, ha muito,
se empenha em evitar que ele destrua alimentos e outros vegetais. O cultivo de uma
Unica ou de algumas espécies em grandes extensdes de terra — fornecendo aos insetos
biomassa abundante e continua — facilitou ainda mais sua agéo nefasta (VILELA et al.,
1989).

Os inseticidas, os quais estao arrolados dentro dos termos agrotéxico ou
defensivo agricola, sdo substancias quimicas, naturais ou sintéticas, destinadas a matar,
controlar ou combater de algum modo os insetos que atacam, lesam ou transmitem
enfermidades as plantas, aos animais e ao homem (ZAMBRONE, 1986).

O uso mundial destas substancias foi introduzido a partir da década de
1940. Seus beneficios — em especial no controle de insetos que transmitem doencas ao
homem — sdo inegaveis. Em contrapartida, ao longo de 60 anos de uso, muitas
desvantagens também se evidenciaram, entre elas a de representarem riscos para o ser
humano e o meio ambiente. Varios produtos chegaram a ter seu uso abolido, tal a sua
periculosidade, como o ALDRIN (organoclorado), LINDANE (organofosforado),
PARATION (organofosforado), entre outros, devido a longa persisténcia no solo, na agua
€ nos organismos vivos, comprometendo toda a cadeia alimentar, além de serem
altamente cancerigenos (SANTIAGO, 1986).

Nos primérdios de seu uso, os inseticidas tinham amplo espectro de
atividade e exterminavam indiscriminadamente tanto as pragas como o0s insetos
benéficos ao homem. Devido a este fato, os insetos foram adquirindo resisténcia a essas
substancias, significando a aplicacao de maiores quantidades e maiores danos ecoldgicos
e poluicdo ao meio ambiente. Verificou-se que a simples introducao de substancias mais
toxicas ndo garantia o controle total das pragas a médio ou curto prazo, mas s6 piorava
as condicoes de poluicdo ambiental e da saude dos agricultores (FERREIRA et al., 2001).

O conhecimento adquirido com o passar dos anos, levou a descoberta dos
mecanismos naturais de adaptagao inseto-planta. O respeito a estes mecanismos exigiu
o desenvolvimento de substancias menos toxicas e tem favorecido a busca de inseticidas
de origem natural, devido a crenga publica de que os produtos naturais sdo mais seguros

que os sintéticos. Apesar desta crenca ndo ser sempre cientificamente comprovada, o
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mercado permite precos especiais para produtos “naturalmente produzidos®, o que vem
estimulando a pesquisa e desenvolvimento de inseticidas naturais nos laboratérios de
pesquisa de Universidades e Industrias em todo o mundo.

Para um inseticida natural ser comercialmente viavel, ele ndo pode ser
apenas eficaz, mas deve preencher uma série de requisitos como: seletividade contra
inimigos  naturais (baixa toxicidade ambiental), baixa toxicidade em mamiferos,
biodegradabilidade e auséncia de fitotoxicidade. Entre os critérios praticos que devem ser
preenchidos, tém-se: fonte de matéria-prima abundante (se for planta, por exemplo, que
seja de facil cultivo e o principio ativo esteja nos frutos, proporcionando uma exploracao
extrativa, mas nao destrutiva); baixo custo e potencial para patentear a tecnologia de

obtencao dos compostos inseticidas (FERREIRA et al., 2001).

1.8.2. Inseticidas de origem natural

Os inseticidas derivados de produtos naturais foram muito utilizados até
1940, sendo principalmente usado o alcalbide nicotina (Figura 1-10) — extraido das folhas
de Nicotiana tabacum e N. rustica (Solanaceae) e precursor da imidacloprida — associado
a nornicotina e anabasina (Anabasis aphylla, Chenopodiaceae; Figura 1-10). O
surgimento dos inseticidas sintéticos — que foram desenvolvidos a partir da Il Guerra
Mundial — acabou substituindo por completo os agentes naturais por serem muito mais
potentes.

A retomada dos inseticidas naturais nos ultimos anos surgiu por varios
motivos, entre eles a preocupacdo com o impacto ao meio ambiente e a saude humana,
sendo varias as fontes pesquisadas.

No passado, além da nicotina, figuravam entre as substancias naturais
inseticidas muito usadas as piretrinas, as rotenonas, a rianodina (Ryania, Flacourticaceae;
Figura 1-10), a sabadina (Schoenocaulon officinale, Liliaceae), entre outras (FERREIRA
et al., 2001).

As piretrinas, ainda em uso, sdo ésteres extraidos das flores de
crisantemos, varias espécies do género Chrysantemum (Asteraceae). O que impulsionou
a utilizacdo e pesquisa das piretrinas e piretrdides, substancias sintéticas modeladas a
partir das piretrinas naturais, foi sua baixa toxicidade aos mamiferos e alta eficiéncia no
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combate aos insetos. Porém, as piretrinas tém baixa estabilidade fotoquimica e térmica
(fato que impede de serem usadas na agricultura) e, como os piretrdides, podem
desencadear reagbes alergizantes como asma e bronquite em criangas, ja que sao os
inseticidas mais usados em ambientes domésticos, na forma de sprays ou em aparelhos,
ligados a tomada, no quarto de dormir, onde a substancia é gradativamente liberada. Isto
promove a inalacao continua do inseticida, costume que tem originado varios problemas
relacionados ao aparelho respiratério, como asma e bronquite (ZAMBRONE, 1986).

Os rotendides, apresentando a rotenona (Figura 1-10) como principal
substancia inseticida, sdo homoflavondides, compostos polioxigenados com um
grupamento cetdnico no seu esqueleto basico e que podem ser encontrados em varios
géneros de Leguminosas, como Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea.

A rotenona, em condigbes de campo, também é degradada pela luz, calor e
pelo contato com o ar, de forma consideravelmente rapida (FERREIRA et al., 2001).

Atualmente, muito se tem pesquisado para se descobrir substancias
naturais com atividade inseticida com modos alternativos de acdo. Uma substancia pode
matar diretamente o inseto (acdo inseticida propriamente dita); pode inibir o seu apetite
(acao fagoinibidora) e mata-lo indiretamente de fome; pode atrasar seu ciclo evolutivo,
impedindo o acasalamento e, conseqlentemente, a propagacao da espécie; pode gerar
insetos deformados, entre outras formas (RODRIGUEZ, 1990).

Nao ha uma classe especifica, ou com um perfil estrutural, de substancias
para que a atividade se manifeste. Num estudo feito com 140 espécies de plantas
chilenas (LABBE et al., 2000), foram isolados compostos da classe dos cromenos
(benzopiranos e benzofuranos), sesquiterpenos lactonas, furanoclerodanos e flavonas
substituidas que apresentaram atividade fagoinibidora. Alguns 6leos essenciais de
espécies de Vitex (Verbenaceae) tém apresentado atividade inseticida (LEITAO et al.,
1999). O isolamento de duas naftoquinonas (Figura 1-10) da Calceolaria andina L.
(Scrophulariaceae) com alta atividade inseticida e baixa toxidez oral e dérmica aos
mamiferos resultou numa patente dos referidos compostos como praguicidas (KHAMBAY
et al.,, 1999a). A piranociclohexenodiona ericifoliona (Figura 1-10), isolada da espécie
Kunzea ericifolia (Myrtaceae), apresentou atividade inseticida (KHAMBAY et al., 1999b).
Uma mistura de sete diterpenos do grupo labdano (SERRANO et al., 1999), inibidores do
crescimento larval de uma lepddptera, foram isolados da planta Hyptis spicigera
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(Lamiaceae). Os limondides, como a azadiractina (Figura 1-10), sdo conhecidos pelo fato
de apresentarem atividade em insetos tanto interferindo no crescimento quanto através da
inibicdo alimentar e sdo substancias presentes nas familias Rutaceae e Meliaceae
(FERREIRA et al., 2001). Do estudo quimico da espécie Dimorphandra mollis
(Caesalpinaceae), toxica as abelhas na época da floragédo, isolou-se o flavondide
astilbina, o qual provocou 100 % de letalidade no bioensaio com abelhas apds 12 dias
(CINTRA et al., 2002; Figura 1-10).

E sabido que o conceito de um “inseticida ideal* ainda constitui uma utopia
e, dentro de uma determinada l6gica, este tipo de produto, por si sb, nunca conseguiria a
completa solucdo das infestacdes de insetos na agricultura. Mesmo um produto natural,
com todas as qualidades possiveis e desejaveis, pode repetir o “desastre” que ocorreu ha
cerca de 40 anos com o DDT e outros. A natureza e seus préprios mecanismos acabam
se adaptando e advém a resisténcia. Por isso, € importante a constante pesquisa nesta
area, mantendo-se uma consciéncia e respeito a todos os requisitos exigidos e ainda aos

que surgirdo, a medida que o conhecimento cresce.
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Figura 1-10- Produtos naturais com atividade inseticida

40



2.0bjetivos




Este projeto visou colaborar com o conhecimento fitoquimico e das
atividades biol6gicas das plantas brasileiras, coletadas em Pocos de Caldas - MG,
Vitex polygama Cham. (Verbenaceae) e Siphoneugena densiflora Berg (Myrtaceae)
através da busca de principios bioativos. Para tanto, foram propostos os seguintes
passos:

1- Preparacéo dos extratos hexanicos, metandlicos e hidrometandlicos das
diversas partes dos vegetais a serem estudados.

2- Fracionamento e isolamento das substancias constituintes dos extratos,
através de métodos convencionais como cromotografia em coluna de vidro, camada
delgada preparativa, de gotas em contra-corrente de alta velocidade, CLAE e particao.

3- Identificacdo e elucidacao das estruturas destes constituintes quimicos
por métodos fisicos instrumentais (UV, IV, EM, RMN *C, RMN 'H, COSY homo e
heteronuclear, NOESY e outros) e quimicos (obtencdo de derivados ou modificacao
estrutural).

4- Realizacao dos ensaios bioldgicos e bioquimicos para verificagao das
possiveis atividades:

a) Tripanocida, verificada in vitro
b) Inibidora enzimatica, frente a enzima gGAPDH de T. cruzi
c) Inibidora enzimatica, frente a enzima APRT de L. tarentolae
d

e) Inseticida, verificada in vitro, sobre Atta sexdens rubropilosa

)
)
) Inseticida, verificada in vitro, sobre Spodoptera frugiperda
)

f) Inibidora enzimatica, frente a enzima pectinase de Leucoagaricus
gongilophorus, fungo simbionte de A. sexdens rubropilosa

g) Fungicida sobre Leucoagaricus gongilophorus, Candida albicans,
Cryptococcus laurentii, Sacharomyces cerevisae e Trichosporon cutaneum

h) Bactericida sobre Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Micrococcus roseus
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3.Materiais e Métodos




3.1. Reagentes e materiais utilizados

**Solventes utilizados na preparacao dos extratos e em cromatografia
CCD e CCV: solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar como n-butanol; metanol,
acetonitrila, tetrahidrofurano (THF) e acido trifluoracético (TFA) para CLAE da
Mallincrodt AR

“*Fases estacionarias para cromatografia:

Silica gel 60, comum, (63-230 um), Merck; Silica gel 60 silanizada (23-70
mesh), Merck; Silica gel “flash” (230-400 mesh / 0,04-0,06 mm); FLORISIL® (0,15-0,25
um); SEPHADEX® LH-20 (dextrana hidroxipropilada) (Amersham Pharmacia Biotech);
celulose microcristalina-VETEC quimica fina; XAD 7® (Aldrich Chemical Company,
Inc.)

**Placas para CCDA e CCDP:

Placas de vidro 4,5 x 10,0 cm, 0,25 mm de espessura, com Aluminium
oxide-G, Merck, preparadas no DQ-UFSCar; Cromatofolhas Al/TLC 20,0 x 20,0 cm,
com silica gel 60 Fas4 — Merck; Placas de vidro 24,0 x 20,0 cm, cobertas com silica
comum / gesso, preparadas no DQ-UFSCar

**Solventes para RMN:
Deuterados da Merck e Aldrich

3.2. Equipamentos

3.2.1. Separacao de substancias em geral

** Cromatografo de contra-corrente de alta velocidade centrifuga HSCCC,
P. C. Inc ser. # 403, coluna preparativa de 80 ml, injetor de 1 ml. Bomba LC -10AD
(SHIMADZU LIQUID CHROMATOGRAPHY)

**Evaporador rotativo Buchi-rotavapor R-114

**Ultra Sonic Cleaner — UNIQUE USC 1400
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**Coluna Lobar GROBE B (310-25)- Lichroprep Si 60 (40-83 um) com
bomba Delivery pump LP-1100 / Eyela-Tokyo Rikakikai Co., LTDA ou LAB PUMP Jr /
MODEL RHSY (Fluid Metering Inc.)

**SHIMADSU LC-8A, Preparative Liquid Chromatography acoplado ao
detector espectrofotométrico SHIMADSU SPD-GAV UV-VIS

**Coluna polimérica preparativa SHODEX Asahipak GS-310 (alcool
polivinil octadecanoilico/ ODPVA), 2,5 cm DI x 50,0 cm

**Coluna fase reversa preparativa C18 (octadecilsilica) Hypersil ODS,
30,0cm x 2,5 cm DI

**Coluna fase reversa analitica C18 spherical 5y/Waters, 150,0 mm x 4,6
mm DI

**Coluna Hibar NHz (5 pym) analitica, 150,0 mm x 4,6 mm DI

3.2.2. Analise das substancias

**Luz UV Spectroline-Longlife TM filter, com Camara cromato-UV, Ultra -
Violet Products, INC.

**Espectrdmetro de RMN Bruker ARX-200 e Avance DRX-400

“*Espectrémetro Micromass Quattro LC — triple quadrupole (ESI/APCI) -
Micromass CE Instruments; equipado com Bomba PHOENIX 40). As analises foram
feitas no modo de ionizagdo por eletrospray, com amostras diluidas em MeOH grau
analitico, inseridas via injetor (10 uL), utilizando-se como solvente de ionizagdo MeOH,
bombeado por uma seringa Carlo Erba Phoenix. O gas de nebulizacao e dissolvatacao
foi 0 N2 (White Martins). Valores de voltagem do capilar de 3,9 ou 2,9 KV, cone 26-28 v,
extrator 4v, RF da lente 0,23 v, temperatura da fonte 130°C, temperatura de
dissolvatagédo 300°C. O programa para operagédo do equipamento, coleta e tratamento
dos dados foi Masslynx 3,3 (Micromass).

**CG-EM — QP 500, SHIMADSU, com ionizagdo quimica (voltagem de
ionizagédo de 70e'volts), coluna DB-5 da J. & W. Scientific e coluna HP-5MS da Agilent
Technologies (30,0 m, 0,25 mm de didmetro, espessura da fase estacionéaria de 0,25

um)
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**Analisador elementar Fision Instruments, modelo EA 1108 (CHNS-O)
**Aparelho Fusatom Brasil-430 série 389736

**Espectrdmetro de IR Bomem M-102 série SZM040012
**Espectrometro VARIAN CARY 500 SCAN/ UV-VIS-NIR

3.2.3. Quantificacao da 20-hidroecdisona

**SHIMADSU LC-10AD, Preparative Liquid Chromatography acoplado ao
detector espectrofotométrico SHIMADSU SPD-10AD UV-VIS, detector UV com arranjo
de diodo, autoinjetor SHIMADSU SIL-10AF, 2 bombas SHIMADSU LC-10AD e
controladora CBM -10A . O sistema foi operado e as analises adquiridas e processadas
utilizando-se o programa CLASS LC10.

**Coluna 5yp/Luna hexil/fenil 250,0 mm x 4,6 mm DI

**Coluna 10y/Luna hexil/fenil 150,0 mm x 4,6 mm DI

**Cartucho Supelclean LC-18 1 mL para extracdo em fase sélida

** Filtro PHENOMENEX-AFO-0415. 2NY

** Empacotadora de coluna SHANDON Southern Products, LTD.

** Camara de filtracdo a vacuo para cartucho spe (extracao fase sélida) de
micro extracdo VARIAN

** Bomba de vacuo TE-058 Tecnal

3.2.4. Ensaio com enzima pectinase

**Agitador de tubos Phoenix AP 56

**Eppendorf Centrifuge 5417 R

**Espectrofotdbmetro Beckman DU 640

**Espectrofotébmetro UV-1650 PC/SHIMADZU

**Controlador de temperatura das reacdes enzimaticas CPS-Controler/
SHIMADZU
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3.3. Métodos

3.3.1. Colunas cromatograficas

Para o fracionamento dos extratos estudados, foram utilizados diversos
métodos cromatograficos (MARSTON & HOSTETTMAN, 1994; MOHRIG et al., 1998;
HOSTETTMAN et al.,, 1986; TOUCHSTONE, 1992) tais como cromatografia de
adsorcdo em silica gel comum para as substancias de baixa e média polaridade (CCV,
CLV); cromatografia de exclusdo com SEPHADEX LH-20 (HENKE, 1995;
CARDELLINA, 1983); cromatografia de contra-corrente (FOUCAULT, 1991) e
cromatografia de adsorcdao em silica silanizada para as substancias mais polares
(CCV), usando CLAE (BIDLINGMEYER, 1992; HARBORNE, 1988; CASS & DEGANI,
2001) para purificagao de fragdes, etc. Foram usadas colunas de vidro com tamanhos e
diametros variados, dependendo das quantidades de extratos a serem fracionadas.

Nos fracionamentos em geral, optou-se geralmente pela técnica de

eluicao gradiente e a isocratica foi usada conforme conveniéncia.

Nos fracionamentos de extratos hidroalcodlicos, usou-se o método de
particao liquido-liquido ou a cromatografia de adsor¢do usando-se a resina polimérica
nao iénica Amberlite® XAD-7 e também SEPHADEX LH-20.

3.3.2 Cromatografia de CCDA e CCDP

Estas técnicas (MATOS, 1997) foram utilizadas para monitoramento das
fracoes e subfracbes obtidas das separacdes por colunas cromatograficas. Para
analise em CCDA foram utilizados os seguintes reveladores:

Radiagcao UV (254 e 360 nm)

Vapor de iodo

Borrifagdo com solugao de vanilina em H.SO,/MeOH e aquecimento

Borrifagdo com solucao de Na,CO3 20% e reagente de FOLIN (eluicao
com n-BuOH/HAc/H-O (4:1:5 ou 5:1:4) para fracbes provenientes de HSCCC e CLAE
dos extratos e fracbes mais polares

Solucgéao acida de FeCls
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3.3.3. “Cromatografia de Spins”

Em 1992, Morris e Johnson desenvolveram uma técnica analitica nao
invasiva, baseada na metodologia dos ecos de spin com gradientes de campo
magnético pulsado (PFGSE), que permite discriminar e caracterizar os diversos
componentes de uma mistura. Esta técnica foi denominada DOSY (Diffusion Ordered
Spectroscopy) e se baseia nos diferentes coeficientes de difusdo das substancias
(SOUZA & LAVERDE, 2002). Foi usada em nosso trabalho para identificar flavonoides

em mistura.

3.4. Espectrometria de absorcao no UV

A adicdo de reagentes de deslocamento a uma solucdo metandlica de
compostos aromaticos, um flavondide, por exemplo, provoca deslocamentos nos
maximos de absor¢ao (A) do espectro de ultra-violeta que sao considerados diagnéstico
para a atribuicdo de certos grupos hidroxilas livres (ROITMAN & JAMES, 1985;
VOIRIN, 1983; WOLFENDER, 1993).

3.5. Espectrometria de massas, IV e RMN

Estes métodos foram usados na determinagao estrutural das substancias
(KEMP, 1986; BREITMEYER & VOELTER, 1987; BREITMEYER, 1993; SILVERSTEIN,
1991; AGRAWAL, 1989).

3.6. Coleta do Material

As plantas foram primeiramente coletadas em julho de 2000, numa mata
proxima a area de mineracao de bauxita da ALCOA, Retiro Branco, Pocos de Caldas-
MG a 46°30’ de longitude e 21°46’ de latitude. Posteriormente, frutos da V. polygama
foram coletados no Bairro do Teixeira, Pocos de Caldas, em maio de 2002 e galhos em

abril de 2004. Todas as coletas foram realizadas pela autora.
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A V. polygama teve sua identificagdo taxondmica confirmada pela
professora Fatima Regina Salimena-Pires, da Universidade Federal de Juiz de Fora - MG,
em cujo herbario esta depositada uma exsicata.

A S. densiflora teve sua identificacdo taxonémica confirmada pelo professor
Marcos Sobral, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul - RS. Uma exsicata de
namero 1 esta depositada no herbario do Departamento de Botanica da Universidade de
Séo Paulo-SP.
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4.Estudo fitoquimico de Vitex polygama Cham.-
Experimental




4.1. Preparacao dos extratos brutos

As respectivas partes vegetais foram coletadas e submetidas a secagem
em estufa de circulagdo de ar entre 45-55°C e pulverizadas em moinho elétrico tipo
Willey. Os pulverizados foram extraidos com hexano, metanol e solugdo MeOH/H>O
destilada 1:1. A extragdo com hexano foi realizada durante 12 dias (trocando o solvente
de 6 em 6 dias) a temperatura ambiente e em repouso. A extragdo com MeOH foi
realizada da mesma forma, sendo os extratos filtrados e concentrados em
rotaevaporador. Na extracdo hidroalcodlica, o residuo a ser extraido foi dividido em 3
partes e, a cada parte, foram adicionados 200 mL da solucdo MeOH/H,O 1:1. Essa
mistura foi levada ao ultra som para agitacdo por 10 minutos e depois filtrada e
concentrada em rotaevaporador, sendo essa operacao repetida por 6 vezes. Apds esse
procedimento, o extrato aquoso obtido foi liofilizado. Os resultados podem ser
observados na Tabela 4-1.

Tabela 4-1- Extratos brutos de V. polygama

Material vegetal Massa de extrato -
seco (q) Solvente obtida (q) Cédigo
metano 5, HVF
Folhas (423) . 40,4 MVF
MeOH/H20 1:1 31.0 HMVE
Frutos (171) . 2,0 MVFr
Galhos (415) hexano 0.85 HVG
metanol .
MeOH/HzO 1:1 3 A

Foi realizada uma segunda coleta de frutos para se obter maior
quantidade de extrato. Os frutos foram colocados frescos dentro de um recipiente e
deixados em maceracdo com MeOH por uma semana para retirada do excesso de
acucar e agua (operacao repetida 3 vezes; o extrato obtido foi denominado extrato
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hidrometandlico). Logo apds, foram submetidos a secagem e moagem e macerados
com hexano e metanol, respectivamente. O extrato hidrometandlico desta segunda
extracao foi adsorvido em XAD-7 e eluido com agua (1L), MeOH/H.O 4:1 (1,5 L) e
AcOEt (1,5 L). Ver fluxograma abaixo.

Frutos frescos
inteiros
3,2 Ky

Maceragdo com MeOH
7 dias - 3vezes
Filtracdo e concentracdo do solvente

Residun E:trato
hidrometandlico
Secagem, pulverizagio Fryw'P

Ex‘t_ra-;ao com Hexano ooy
5 diaz - 2 vezes WADT
Fittragio & conc. do salverte TCo40%460cm

1LHz2O 1480 AcCE | 150 MeOHM20

liofilizagdo 4:1
Extragio com MeOH

5 HFr
Residuo 10,04 g HAFrY WA WHMFEY
20599 220 16,3y
7 diaz - 2 wezes
Fitragdo e conc. do solvente

hFT
70,0 g

4.2. Fracionamento dos extratos brutos de V. polygama

4.2.1. Extrato hexanico dos frutos

1,1 g foi submetido a CCV (® x h = 3,0 x 15,0 cm) sendo que a F.E. foi
silica comum e a F.M. hexano, quantidades crescentes de AcOEt até MeOH, obtendo-
se 25 fragdes. A fracdo HFr1 foi identificada, através de CG-IE (biblioteca eletrbnica de
compostos) como uma mistura de hidrocarbonetos: eicosano; hexatriacontano e
tetratetracontano. As outras fragdes foram analisadas por CCDA, sendo constituidas de
outras misturas de hidrocarbonetos nédo identificados.
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4.2.2. Extrato hidrometanolico dos frutos

900 mg foram dissolvidos em 300 mL de agua destilada e submetidos a
particao liquido-liquido com AcOEt e n-BuOH (3 x 300 mL cada) e as fragbes obtidas
foram concentradas no rotaevaporador e depois secas na capela de exaustdo, a
temperatura ambiente. O residuo aquoso foi liofilizado. Os resultados podem ser vistos
na Tabela 4-2.

Tabela 4-2- Resultados da particdo liquido/liquido do extrato hidrometanodlico de
frutos

Massa obtida

Extrato (m Solvente Coédigo
(mg) (mg) 9
QECSETH 120 AHMVFr
900 resid 080 184 BHMVFr
esiduoc aqu 522 RHMVFr
4.2.3. Extrato hexanico das folhas

5,1 g foram submetidos a CLV em funil de placa sinterizada (® x h= 6,5 x
30,0 cm), utilizando-se hexano, diclorometano, AcCOET e MeOH como eluentes (1,5 L
de cada) e silica comum como fase estacionaria. Os resultados podem ser vistos na

Tabela 4-3.

Tabela 4-3- Resultados da particdo liquido/liquido do extrato hexanico de folhas

Extrato (g) Solvente Massa obtida (g) Cédigo
hexano 1,08 HHVF

5 1 diclorometano 1,84 DHVF

: AcOET 1,94 AHVF
MeOH 0,19 MHVF
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4.2.4. Fracao metandlica do extrato hexanico de folhas

MHVF
171 mg Obs: na primeira

coluna, 50 % do
cCcv material ficou retido
. na silica, mesmo
F.E.: SI|I08: comum ap6s passado
F.M. Hx/Dic 1:1 MeOH
T.C:4,5x 18,0 cm, 7 fragbes

MHF5
26,6 mg
CCV

Sephadex-LH-20
Metanol
T.C..3,0x52cm, 7
fragbes

MHF85 MHF88
4,2 mg 1,2 mg

Substancia Substancia
| Il

4.2.5. Extrato hidrometanolico das folhas

31 g foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada e submetidos a
particao liquido-liquido com AcOET e n-BuOH (5 x 300 mL cada) e as fragdes obtidas
foram concentradas no rotaevaporador e depois secas na capela de exaustdo, a
temperatura ambiente. O residuo aquoso foi liofilizado. Os resultados podem ser vistos
na Tabela 4-4.

Tabela 4-4- Resultados da particdo liquido/liquido do extrato hidrometandlico de
folhas

Extrato (g) Solvente Massa obtida (g) Cédigo
AcOET 2,2 AHMF

31 n-BuOH 10,7 BHMF
residuo aquoso 22,6 RHMF
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4.2.6. Particao liquido-liquido dos extratos metandlicos de

galhos e folhas

Cada extrato, MVG e MVF, foi misturado a uma solugdo de MeOH/H.O
1:3 e deixado no ultra-som até se dissolver completamente. Depois foi submetido a
particao liquido-liquido usando-se os solventes diclorometano e acetato de etila (3 x
250 mL cada) e as fragdes obtidas foram concentradas no rotaevaporador. Apés isto,
foram deixadas na capela de exaustdo para completar a secagem. O residuo aquoso

foi liofilizado. Os resultados podem ser vistos na Tabela 4-5 e Tabela 4-6.

Tabela 4-5- Resultados da particao liquido-liquido do extrato metandlico de galhos

I\/E\g/)G Solvente OM%ZS?Q) Cédigo da fragéo
diclorometano 2,6 DMG

17,6 AcOEt 3,9 AMG
residuo aquoso 8,4 RMG

Tabela 4-6- Resultados da particdo liquido-liquido do extrato metandlico de folhas

MVF , Cédigo da
(@) Solvente Massa obtida (g) fraco
diclorometano 15,1 DMF
AcOEt 8,0 AMF
38,1 residuo
u 15,4 RMF
aguoso
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4.2.7. Fracao em diclorometano do extrato metandlico de

folhas

A fracdo DMF, 15,1 g, foi submetida a CCV (T.C. 5,5 x 20,0 cm) usando-
se como F.E. silica comum e F.M. inicial Dic/ MeOH 95:5 até MeOH. Apés reunidas as
fracbes semelhantes, foram obtidas 8 subfracées. Destas, duas subfracées, DMF4 e
DMF5, foram escolhidas para sofrerem sucessivos refracionamentos, conforme

fluxograma abaixo.

DinaF
1510
CCW

F E silica comum
F W DiceOH 95:5
T.C:55% 20,0 cm, & fragies

DhF4 DMFS
444 189 Cov
oy

F E. silica comum

F E: =ilica comum F M AcOEt & MeCH

F b HedfoOEL 7:3 a MeOH T 40x200cm, 6 fri
T.C:55x 165 cm, 4 fragles

[ l WFac
CtiF 4l CitF 4 MFSk
309y 9402 mgy E05.5 my 406,1 my

CCW Coy CCW
F E. slica comum FE.: sflica comum F E: Sephade:x LH20
F M. Dic & MeOH F M HxfieOE 7:3 & MeOH F.M.: MeCOH
TCo55x200c0m,5frg T.C40x240em,7 frg TC:20600cm, 4 frg MF5c3
Faht 8,4 mg
762 mg Subst. XXVl

WIF dhch hiF 4ot 4 4cB cow
[321; :d; ] [435 4 rﬁg] [833 3 mgﬂ 241 5 my 1371 my F E: Sephadex LH20
Al : ' F M MeOHDic 1:1 5 MeOH
T 20x600cm, 23 frg

Shtg Shth
11,2 mg 3,1 my

4.2.7.1. Obtencao Substancia XXVII

A fragdo MF5c (Vide fluxograma sessao 4.2.7), 406,1 mg, foi submetida a
CCV (T.C. 4,0 x 24,0 cm) usando-se como F.E. silica comum e F.M. inicial
CH.CIo/AcOEt 1:1 até MeOH. Apoés reunidas as fracbes semelhantes, foram obtidas 7
fracoes. A fracdo MF5c3, 8,4 mg, foi identificada como o 3-O-B-D-glucopiranosil

sitosterol.
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4.2.7.2. Obtencao da Substancia XXXIl e das Substancias XXXIIl

e XXXIV em mistura

A fragdo MF4df (Vide fluxograma sessdo 4.2.7), 350,4 mg, sofreu

refracionamento conforme fluxograma abaixo.

MFadf
3504 my

CoN

F E . silica comum

F.1. Dic & MeCH
T.C:40x150cm, 8 fragles

4dlf4 4dfa
130,8 my 43,3 mg
o oY

F E.: sllica comum
F .M DicfAcOE 201
T.C.25x18,0cm, ¥ fragies

di54
20,3my

F E: silica comum
F W DiciAcOEt 91
T.C:40x1500cm, 8 fragies

ety
dfd4 F E: silica comum
89,3 mg F M. DiciAcOEt 7.3
B8 TiCo25x1500m, 6 fracies
F E: =lica flash o4z i ! ' &
F .M. DiciscOEt 9:1 10,2 mg df543
T.C: 4.5 25,0 cm, B fragdes 11,7 mg

Subst. XXX

[ dfa43 ] cey

Cow 26,5 mg F E. zlica flash

F E. zlica flash ! dfddd df446 F M DiciacOFt 955

F M. DiciscOEt 5:2 16,1 mg 75,3 my T.C:3,0%100cm, 5 frg

TiC:30x240cm,

8 fragdes o433 dfa24
250my 6,0 mg
Subst. XXX
+ XXXIV

4.2.7.3. Obtencao da Substancia lll

A fracao df446 (Vide fluxograma sessao 4.2.7.2), 75,5 mg, foi submetida a
CCV (T.C. 2,0 x 52,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas 5 fracdes. A fracao df446T, 11,7 mg, foi submetida a CCV (T.C. 1,0 x 24,0 cm)
usando-se como F.E. silica flash e F.M. inicial Dic/AcOEt 8:2. Foram obtidas 3 fragdes.

A fragdo df446Ta, 4,0 mg, foi identificada como a 3’-O-metiluteolina.
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4.2.7.4. Obtencao da Substéancia IV e das Substancias XVII e

XVIlIl em mistura

A fragcdo MF4dg

(Vide

fluxograma sessdo 4.2.7) sofreu varios

refracionamentos, como indicado no fluxograma abaixo.

MF iy
4364 my

CCY 14

F E. =ilica flash
F.M. DicfAcOEt 5.2
T.C: 300 200cm, 4 fracles

4
5

CCW

F E. silica comum

F.M.: DictieOH 955
T.Cr45x1800cm, 9 fracies
clogf

5 my

CCW 2 wezes
acigia [ 4digfe ] F E. Sephadss LH20
84,0 my 393 mg FM: MeoH
CoW T.Co3,0x 44,0 om, Tragies
F.E... Sephadex LH20 dgfsg
F .M. MeCH ; 1,7 mg
T.Coa0x1500cm, 8 fragdes Subst. Xl
4dgfid - XV
0,6 mg s
Subst. IV F.E.: Sephadex LH20
F .M. MeoH
T.C:30x 44 0cm, 23 fragies

dgfbd
4,6 mg

Subst. XV
+ Xy

4.2.7.5. Obtencao das Substancias V e XXVIII

A fracdo df4433 (Vide fluxograma sessao 4.2.7.2), 25,0 mg, foi submetida
a CCV (T.C. 3,0 x 55,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH.
Foram obtidas 10 fracbes. A fracdo df4433P, 0,6 mg, foi identificada como a 5,7,4’-

triidroxi-3-metoxiflavona (Substancia V). A fracdo df4433K, 5,1 mg, foi identificada

como o acido 2a,3a-diidroxiolean-12-en-28-6ico (Substancia XXVIII).
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4.2.7.6. Obtencao da Substancia VI

A fracao 4c5 (Vide fluxograma sessao 4.2.7), 241,5 mg, foi submetida a
CCV (T.C. 3,0 x 52,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas 7 fracdes. A fracdo 4c5l, 11,0 mg, foi submetida a CCV (T.C. 2,0 x 56,0 cm)
usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram obtidas 4 fragcdes. A
fracdo 4c5lac, 0,8 mg, foi identificada como a casticina.

4.2.7.7. Obtencao das Substancias VIl e IX

A fracdo 5btg (Vide fluxograma sessao 4.2.7), 11,2 mg, foi submetida a
CCV (T.C. 3,0 x 52,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas 13 fracbes. A fracdo 5btg20, 4,0 mg, foi identificada como a luteolina
(Substancia VII). A fracao 5btg17, 1,0 mg, foi identificada como a 5,7,3’,4’-tetraidroxi-3-
metoxiflavona (Substancia 1X).

4.2.7.8. Obtencao da Substancia VIIi

A fracdo 4c5 (Vide fluxograma sesséo 4.2.7), 241,5 mg, foi submetida a
CCV (T.C. 3,0 x 52,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas 7 fragdes. A fracao 4c5J, 11,3 mg, foi submetida a CCV (T.C. 3,0 x 52,0 cm)
usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram obtidas 5 fragdes, porém
ndao houve a separacdo desejada, fato este observado no espectro de massas. No
entanto, usando-se uma pré-coluna com fase G-ODS (4/8246) no momento da injecao
da amostra, houve a separacao (Figura 4-1). Logo, pensamos que poderiamos obter a
mesma separacao em escala preparativa, e as fracbes foram novamente reunidas e
submetidas a CLAE reciclante, usando-se uma coluna preparativa com fase RP-ODS
(30,0 x 2,5cm), A 254 e 365 nm, fluxo de 3mL/min, eluicdo isocratica com MeOH/H,O
1:1 e volume de injegdo de 1mL. A amostra precipitou dentro da coluna e MeOH foi
passado para retira-la, coletando-se fracdes conforme picos observados no
cromatograma da tela do monitor do cromatdgrafo. As fracées c5JK3 e c5JK5 eram
mistura das Substancias VI e VIl e a fracdo c5JK4, 1,5 mg, foi identificada como a

5,7,4-triidroxi-3,3 -dimetoxiflavona (Substancia VIII).
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Figura 4-1- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da mistura das Substancias VI
e VI

Legenda da figura: A: espectro da mistura sem uso da pré-coluna G-ODS; B: espectro obtido apds
injecdo da amostra usando-se a pré-coluna, a Substancia VIl saiu separada; C: espectro obtido apds
lavagem da pré-coluna com MeOH, a Substéancia VI, que havia ficado retida na pré-coluna, saiu
separada.

4.2.7.9. Obtencao das Substancias XXX e XXXI em mistura

A fragdo MF4dh (Vide fluxograma sesséo 4.2.7), 833,3 mg, foi submetida
a CCV (T.C. 4,5 x 18,0 cm) usando-se como F.E. silica comum e F.M. inicial Dic/Ace
95:5. Foram obtidas 7 fragbes. A fragdo MF4dh5, 172,4 mg, foi submetida a CCV (T.C.
3,0 x 25,0 cm) usando-se como F.E. silica flash e F.M. inicial CH.Cl./Ace 9:1. Foram
obtidas 7 fracdes. A fracdo 4dh5e, 49,8 mg, foi submetida a CCV, usando-se sephadex
LH-20 (54,0 x 3,0 cm) como F. E. e MeOH como eluente. Foram coletadas 15 fragoes

de 15 mL cada. Apés reunidas as fragdes semelhantes, a fracdo dh5eX, 11,4 mg, foi
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identificada como uma mistura dos acidos 2a,3p-diidroxiolean-12-en-28-6ico e 2a,3[3-
diidroxiurs-12-en-28-06ico.

4.2.7.10.0btencao das Substancias XXVIIl e XXIX em mistura

A fracdo df444 (Vide fluxograma sesséo 4.2.7.2), 16,1 mg, foi submetida
A CCV (T.C. 3,0 x 10,0 cm) usando-se como F.E. silica flash e F.M. Dic/AcOEt 8:2 a
MeOH. Foram obtidas 6 frac6es. Nao houve uma boa separacéao, por isto a fragao,
agora denominada df4442, foi submetida a CCV (T.C. 2,5 x 32,0 cm) usando-se como
F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram obtidas 6 fracoes. A fragao df4442c, 9,7 mg,
foi identificada como uma mistura dos acidos 2a,3a-diidroxiolean-12-en-28-6ico e
2a,3a-diidroxiurs-12-en-28-6ico (Substancias XXVIIl e XXIX). A fracao df4442e, 0,4 mg,
foi identificada como a Substéncia V.

4.2.7.11.0btencao das Substancias XIX, XX e XXl em mistura

A fracdo 4c6 (Vide fluxograma sesséo 4.2.7), 137,1 mg, foi submetida a
CCV (T.C. 2,5 x 32,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas 4 fragdes. A fracao 4c6l, 64,7 mg, foi identificada como uma mistura dos acidos
vanilico, p-hidroxibenzoéico e 5-hidroxivanilico (Substancias XIX, XX e XXI). Desta
fracao, 6,4 mg foram submetidos a CCDP, 20,0 x 20,0 cm, usando-se CH.Cl.,/MeOH
9:1 como eluente. Foram obtidas as fragcbes c6lab2 e c6lab3, 4,4 e 1,2 mg
respectivamente, dos acidos vanilico e p-hidroxibenzbico respectivamente (Substancias
XIX, XX).

4.2.7.12.0btencao das Substancias XXIl e XXIlI em mistura e
XXIV e XXV em mistura

A fracdo 5bth (Vide fluxograma sessao 4.2.7), 31,1 mg, foi submetida a
CCV, usando-se sephadex LH-20 (3,0 x 52,0 cm) como F.E. e MeOH como eluente. A
fracdo 5bth2, 3,0 mg, foi identificada como uma mistura dos &cidos cafeico e

protocatéquico (Substancias XXIl e XXIIl). A fracdo 5bth3, 3,0 mg, como uma mistura
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dos 6’-O-cafeoil-B e a-D-glicopiranosideo (Substancias XXIV e XXV) e a fragdo 5bth8,
1,9 mg, identificada como a Substancia VII.

4.2.8. Fracao em diclorometano do extrato metandlico de
galhos

2,6 g da particdo DMVG foram submetidos a CCV. A fragdo DMG5, 390,6
mg, foi submetida a CCV, usando-se silica flash como fase estacionaria (TC= 34,0 cm x
4,0 cm) e uma eluicdo gradiente, partindo-se de Dic/Hex/Ace 9:0,5:0,5; Dic/Ace 3:7 e
MeOH. Apéds reuniao das aliquotas semelhantes foram obtidas 19 fragdes. A fragéao
DMG5L, 58,4 mg, foi identificada como o acido 2a,3a,19a-triidroxiurs-12-en-28-06ico
(Substancia XXXII).
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4.2.9. Fracao em acetato de etila do extrato metandlico de

galhos

Y
141g

CCw

SEPHADEX-LHZD

hlelH

T.Co30m 460 cm, 7 fragies

PG 4’3"5'1‘"‘34 PGS
ccv 5510 mg A mg 80,1 mg
Silica flash

AcOEt/Dic 9:1 grad.
TC: 2,5x 16,0 cm
Loy CCh
= EP HALIE-LH2 SEPHADEX- LHZ0
M OH
T.Co28x1000em, | MeOH
AAGED AG3E f fraghes T.C: 251000 cm,
617 mg 1405 mg Ll
cco
prepardiva
em duas P Gl
placas Al Gig+h
Dic/ece 1:1 1352 mg 60D Dﬁarrg
I:|I.I3_S”
eluigoes na CCw metade da maszaem
mesTd Ccco Silica dash (140 ¥ 2,0 cm)
placa. & izt Atdde0H 22, 4 fraghes
fracies ;’gm; Aoutra metade em cduloss
Dletce 1:1 microcrzstaing (14,0 % 3,0 cm)
s s DicdeOH 8:2,3 fagles
' w ke s 13
Sub R mema
phca, 7 | AMG4d gﬂ%ﬁf
Rk | 5B mg il

Subst. KN
+ My

Subst. X

HlGIER G E: Gk
Tim 11.0mg 14,2 mg
Substancia Substancia Substancia
o LA bt
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4.2.10. Fracao em n-butanol do extrato hidrometandlico de

folhas

BHMF
107 g
CCy HAD-T
Mo 40=x460cm
4 fragies
&1 H0 dE=, TS MECHT A0 11 Z0 1 MedH LU SR
ABHMF ha=B Hhl F
249
B HF
N v 6,75
Recristalizagéo ) 1g submetida cCv
MeOHMH20 8.2 Sephadex LH-20
hecH
TC:30x530cm
7 fracdes

MEHM MBHIE
‘  LAE madmie |
168,1mg ColLra polimedcapre. &3,1mg
FIN: MEG H, B

CTw 3mlimin,d 300m T 15

SHPH =LA ] LH-1D
wikOH
TC :1pad D ey L P

Hbukd! Cow
7.8 mg SEPHADEX LH-20
MeCH

To 2 ess0 am, iraples

CLAE reddanie
Ccolura polimed o
A Hhokdts Hhokte e
2328mg 140 mg 457 Amg 3miimin,h T0nm 7
) [~
* oich WA= G LAEreddanie
Colurapsimedcaprep.
FIU:MEQH, 1
Smimin & Warioz testes em
4o T orla | r18
441 4433 5.5 mg f e “:E‘_ﬁ -
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5.Estudo fitoquimico de Vitex polygama Cham.-
Resultados e Discussoes
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5.1. Identificacao das Substancias | a IX

R R, Ri R: Rs: R; Rs
Substancia lll OMe OH Substancial OMe OMe H H OMe
(crisoeriol) (4’-metoxipenduletina)
Substancia IV H OMe Substanciall H OMe H H OMe
(acacetina) (5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona)
Substéancia VII OH OH Substanciav. H OH H H OH
(luteolina) (3-metoxikaempferol)
SubstanciaVl OMe OMe H OH OMe
(casticina)

Substanciavil H OH H OMe OH
(5,7,4’-triidroxi-3,3-dimetoxiflavona)
SubstancialX H OH H OH OH

(3-metoxiquercetina)

O extrato hexanico, particdo metandlica de folhas de V. polygama, apés
sofrer varias etapas cromatogréaficas em silica e sephadex LH-20, forneceu a fracao
MHF85, 4,2 mg (Substancia I), e a fracao MHF88 (Substancia 1), 1,2 mg. O extrato
metandlico de folhas, particao diclorometanica, forneceu as fragcbes df446Ta, 4,0 mg
(Substancia 1ll); dgf4d, 0,6 mg (Substancia |V); df4442e, 0,8 mg (Substancia V); c5lac,
0,8 mg (Substancia VI); F5bt20 4,0 mg (Substancia VII); c5JK4, 1,5 mg (Substéancia
VIIl) e 5btG17, 1,0 mg (Substancia IX). Todas as fracées se apresentaram como um po

amarelo amorfo.
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A analise dos espectros de RMN 'H (Tabela 5-3) das substancias I, Il, V,
VI, VIII e IX indicou serem de flavonas 3-metoxiladas, enquanto os espectros das
substancias Ill, IV e VII mostraram pertencerem a classe das flavonas, por
apresentarem o sinal caracteristico referente ao H-3.

Os espectros de RMN 'H de sete das substancias (11, Ill, IV, V, VII, VIl e
IX) apresentaram sinais caracteristicos de um sistema de acoplamento AB no anel A,
correspondentes a dois hidrogénios que mantém uma relacao meta ente si (H-6 e H-8;
Jcerca de 2 Hz).

Os espectros de RMN 'H das substancias I, I, IV e V (Figuras 5-2, 5-4,
respectivamente) revelaram, cada um, um par de sinais do tipo dubleto (J cerca de 9,5
Hz), tipico de hidrogénios acoplados pertencentes a um anel B para-substituido (H-2’ e
6’; H-3' e 5’). Ja os espectros das substancias lIll, VI, VII, VIl e IX (Figuras 5-8, 5-11, 5-
14, 5-16 e 5-17) mostraram um modelo de multiplicidade entre trés hidrogénios onde
um deles acoplava com os outros dois, enquanto estes dois ndo acoplavam entre si. O
valor médio das constantes de acoplamento (2 e 8,5 Hz) foi caracteristico de
acoplamento meta e orto de flavonoides com o anel B 3’,4’-dissubstituido.

A presenca do grupo hidroxila fortemente quelado no C-5 originou um
sinal muito desblindado em todos os espectros de RMN 'H (Tabela 5-3), com excecédo
da substancia IV. A solucdo metandlica da Substancia IX apresentou efeito
batocrédmico a adi¢do tanto de acetato de sodio junto com acido bérico, reagente de
deslocamento especifico para grupos orto-diidroxi, quanto de AlCI; (Tabela 5-1), o qual
€ caracteristico para grupos hidroxilas quelados ou orto-diidroxi do anel B e instavel na
presenca de HCI (VOIRIN, 1983), confirmando o padrao de substituicao proposto.

Além dos modelos de substituicdo, os espectros de RMN 'H forneceram o
namero de grupos metoxila em cada flavonoéide. Segundo HARBORNE et al. (1975), o
sinal de H-2’ (da Substancia VI) em & 7,66, estando mais blindado que o sinal de H-6’,
em & 7,72, € um indicativo de que um dos gupos metoxila se liga ao C-4’. Outra técnica
utilizada para se caracterizar o grupo OH-4’ livre foi a adicao de met6éxido de sédio a
uma solucdo metandlica da Substancia VI. A ndo observagcédo, no espectro de UV
(Tabela 5-1), de efeito hipsocrémico, de 38-70 nm, na banda | do flavonédide indicou
gue ndo havia hidroxila livre nesta posi¢cao (ROITMAN & JAMES, 1985).
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Os espectros de massas de todas as substancias, ESI modo negativo
(Figuras 5-1, 5-3, 5-5, 5-9, 5-13, 5-15; Tabela 5-2), mostraram picos intensos relativos
aos ions pseudo moleculares [M-H] e também picos referentes a fragmentos
originados da perda de grupos metoxila [M-H-30], de agua [M-H-18], mondéxido de
carbono [M-H-28] e da reacdo RDA. No caso das Substancias | e VI, os fragmentos de
RDA em m/z 151 e 221, juntamente com a perda de molécula de agua, foram
essenciais para a confirmacdo do numero e posicdo de gupos metoxila no anel A
(proposta de fragmentacao da Substancia VI na Figura 5-18, baseada nos fragmentos
revelados no espectro Figura 5-10).

Somente a Substancia Ill foi analisada através do espectro de RMN *C
(Figura 5-7, Tabela 5-4). A substancia foi confirmada como flavona devido
deslocamentos caracteristicos de C-2 (0 164,9) e C-3 (5 104,4), além do deslocamento
em 6 183,1 (C-4), o qual reiterou a presenca de carbonila quelada (ARRUDA, 1990). As
flavonas 3-metoxiladas poderiam ter esta posicdo do grupo metoxila confirmada
através do espectro de RMN '3C, pois é conhecido (ROITMAN & JAMES, 1985) que
grupos metoxila ligados a carbonos di-orto substituidos apresentam valores de
deslocamento mais desblindados (~ & 60) em relagdo aos grupos metoxila atados a
carbonos que suportam um ou nenhum substituinte na posicao orto (~ & 55). Porém a
quantidade destas flavonas foi muito pequena, o que impossibilitou a analise por esta
técnica.

A Substancia VI teve a posicdo de um dos seus grupos metoxila
corroborada a partir do experimento de RMN NOEDIFF. Pode-se observar no espectro
diferenca (Figura 5-12) que a irradiagdo no sinal em & 4,00 afetou significativamente o
sinal em & 6,86, sendo este entdo atribuido ao H-8. A irradiacdo dos outros sinais
referentes aos outros gupos metoxila ndo provocou aumento observavel nos espectros
diferenca. Porém, esperava-se que houvesse NOE dos sinais relativos aos H-2' e H-6’
quando se irradiasse o sinal pertencente ao grupo metoxila ligado no C-3. O efeito NOE
também nao foi observado ao se realizar o mesmo experimento com as outras flavonas
3-metoxiladas.

A Substéancia Ill também foi submetida ao experimento de RMN NOEDIFF

com irradiacdo do sinal referente ao grupo metoxila. Foi observado um aumento de
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intensidade no sinal relativo ao H-2° (& 7,64) no espectro diferenca (Figura 5-6),
confirmando a posicao da metoxila em C-3'.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e nos dados relatados na
literatura (referéncias na Tabela 5-2), foram propostas as estruturas das Substancias |
a IX (Tabela 5-1 a 5-5) conforme esquematizado acima. Com excegdo das Substancias

VIl e IX, todas sao inéditas para a espécie.

Tabela 5-1- Dados dos espectros de absorcéo ultra-violeta das Substancias VI e IX

Substancia UV max (A) nm

MeOH NaOMe AICI; NaOAc + H;BO;
Vi 249; 263; 336 263 259; 293 *; 361 -
IX 251; 263 *; 346 - 267; 298 *; 346 *; 424 255; 366

*ombro; -: experimento ndo realizado

Tabela 5-2- Dados dos espectros de massas, ESI modo negativo, das Substancias | a
IX

Fragmentos . i
. o - lon fragmento Formula
Substancia Referéncia [M-H] ion neutros
_ RDA molecular
perdidos
Southwick et al.,
I 357 18; 28; 30; 32 151 CigH1507
1972
Méndez &
I 327 28, 30 - C13H1606
Rosquete, 1988
Brieskorn & Riedel,
]} 299 30 - C16H1205
1977
v Giner et al., 1982 283 30 - Ci6H120s5
Vv Agrawal, 1989 299 30 - C16H1206
Vi Dayrit et al., 1987 373 28; 30; 60 151; 221 C19H1s0g
Vil Dayrit et al., 1987 285 - - C15H100s
Viil Chiapini et al., 1982 329 18; 28; 30 - Ci7H1407
Roitman & James,
IX 315 30 - Ci6H1207
1985
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Tabela 5-3- Dados dos espectros de RMN 'H das Substancias 1 a IX 2

Substancia H-3 H-6 H-8 H-2’ H-3’ H-5 H-6’ OH-5 OMe
3,96;
8,07 7,02 7,02 8,07 12,66 3,92;
I - - 6,50 (s)
(d;9,0) (d;9,0) (d;9,0) (d;9,0) (s) 3,90;
3,86
3,93;
" 6,33 6,68 8,13 7,13 7,13 8,13 12,74 3.92-
(d;2,0) (d;20) (d;9,1) (d9,1) (d91) (d;9,1) (s) C
3,89
7,61 4,00
6,26 6,56 7,64 7,01 13,10
i 6,71 (s) - (dd; 8,3
(d;2,1)  (d;2,1) (d;2,1) (d; 8,3) (s)
e2,1)
6,20 6,50 8,00 7,00 7,00 8,00 3,90
v 6,70 (s) .

(d;2,1)  (d;21) (d;90) (d9,0) (d;90) (d9,0)
6,26 6,50 8,03 7,02 7,02 8,03 1290 3,87

Vv -
(d;2,1) (d;2,1) (d;9,1) (d;9,1) (d;9,1) (d;9,1) (s)
3,99;
7,72
7,66 7,14 12,70 3,96;
Vi - - 6,86 (s) - (dd; 8,6
(d;2,2) (d; 8,6) (s) 3,89;
e 2,2))
3,80
7,36
6,14 6,42 7,39 6,89 12,90
Vil 6,56 (S) - (dd; 8,3 -
(d;2,1)  (d;2,1) (d;2,2) (d; 8,3) (s)
e2,2)
7,59 3,92;
6,30 6,65 7,71 6,99 12,76
VIl - - (d; 8,5 3,86
(d;2,1) (d;2,1) (d;2,1) (d; 8,5) (s)
e22)
7,57 3,86
6,24 6,48 7,68 6,97 12,83
IX - - (d; 8,5
(d;2,1)  (d;2,1) (d;2,2) (d; 8,5) (s)
e2,2)

4Substancias II, IV, V, VI e VIII (200 MHz, acetona-ds); Substancias IlI, VIl e IX (400 MHz, acetona-dg)
*sinal ndo observado; -, sinal inexistente; multiplicidade e J (Hz) entre parénteses
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Figura 5-2- Espectro de RMN de 'H (200 MHz, acetona-ds), da Substancia |
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Figura 5-4- Espectro de RMN de 'H (200 MHz, acetona-dg) da Substancia I

74




margDF446TA 109 (1.297) Cm (99:135-(31:78+145:197)) Scan ES-
100 2991 4.99e6

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

[
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
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Figura 5-6- Espectro de RMN de NOEDIFF (400 MHz, acetona-ds, irradiagdo OMe em
0 4,00) da Substancia lll
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Tabela 5-4- Dados do espectro de RMN de "*C (400 MHz, acetona-dg) da Substancia

Il e da 3’-O-metil luteolina

0 C da Substancia

Posicdo " 3’-O-metil luteolina ®
2 164,9 163,7
3 104,4 103,8
4 183,1 181,8
5 163,4 161,6
6 99,7 98,8
7 164,9 164,2
8 94,8 94,0
9 158,8 157,4
10 * 103,3
1’ 123,6 120,4
2 110,5 110,2
3 151,5 150,8
4 148,9 148,0
5 116,8 115,8
6’ 121,3 120,4

? (AGRAWAL, 1989); * Sinal nio observado
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Figura 5-7- Espectro de RMN de °C (100 MHz, acetona-ds) da Substancia Ill
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Figura 5-8- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) da Substancia Il
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Figura 5-10- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da Substancia VI
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Figura 5-11- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) da Substancia VI
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Figura 5-12- Espectro de RMN de NOEDIFF (400 MHz, acetona-ds, irradiagdo da

OMe em & 4,00) da Substancia VI
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Figura 5-13- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da Substancia VI
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Figura 5-14- Espectro de RMN de "H (400 MHz, acetona-ds) da Substancia VII
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Figura 5-15- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da Substancia VIII
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Figura 5-16- Espectro de RMN de "H (200 MHz, acetona-ds) da Substancia VIII
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Figura 5-17- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) da Substancia IX

Tabela 5-5- Dados dos espectros de RMN 'H (400 MHz, acetona-ds) da Substancia

IX e da 3-O-metilquercetina

H / Posigao Substancia IX* 3-O-metilquercetina*?
OH-5 12,83 (s) 12,81(s)
2’ 7,68 (d; 2,2) 7,72 (d; 2)
5 6,97 (d; 8,5) 7,00 (d; 8,5)
6’ 7,57 (dd; 2,2 e 8,5) 7,59 (dd; 2 e 8,5)
6 6,24 (d; 2,1) 6,25 (d; 2)
8 6,48 (d; 2,1) 6,48 (d; 2)
OMe-3 3,86 (s) 3,87 (s)

* 8 em ppm, J em Hz; ® (100 MHz, acetona-ds; ROITMAN & JAMES, 1985)
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Figura 5-18- Proposta de fragmentagéo da Substancia VI
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5.2. Identificacao das Substancias Xl e XIi

isoorientina OH O
orientina

O extrato hidrometandlico, particido n-butandlica, de folhas de V.
polygama depois de sofrer fracionamento em XAD-7, originou a porcao metandlica, a
qual foi submetida a varias etapas cromatograficas em sephadex LH-20 e CLAE, que
forneceu a fragdo HM5d, 20,5 mg, de aspecto oleoso e amarelo limao.

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds, Figura 5-20,
Tabela 5-6) revelou dois sinais em & 13,58 e 13,18 (ambos s, com intensidades
diferentes) referentes aos grupos hidroxilas quelados ligados ao C-5, indicando tratar-
se de uma mistura de flavondides; dois conjuntos de sinais caracteristicos do anel B
3’,4’-dissubstituido em intensidades diferentes e sinais em & 6,61 (s); 6,59 (s, de menor
intensidade) e 6,51, referentes aos H-3, 8 e 6 respectivamente reforcou a idéia de uma
mistura. Um sinal centrado em & 4,98 (d, J = 9,7 Hz, integrando para 2H) relativo a H
anomeéricos, indicando a presenca de duas moléculas de agucar em configuracao 3
ligada a aglicona, e varios sinais na regidao entre 6 3,87 a 3,47, pertencentes a H
carbindlicos dos carboidratos, corroboraram com a hipbétese de ser uma mistura de
flavondides glicosilados, provavelmente de isdmeros. Em solugao, um isbmero pode se
transformar no outro e vice-versa.

A férmula molecular C21H20011 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI, modo negativo (Figura 5-19), medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z 447 [M-H]J.
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Baseados nos dados espectrais acima expostos e dados da literatura
(SANTOS, 2000; DAYRIT et al., 1987), foram propostas as estruturas 8-C-B-D-
glucopiranosil luteolina (orientina) e a 6-C-B-D-glucopiranosil luteolina (isoorientina)

para as Substancias Xl e XII.

Tabela 5-6- Dados do espectro de RMN de 'H (J em Hz, 400 MHz, acetona-ds) das

Substancias Xl e XII

H Xl mistura Xl

3 6,61 (s)

6 6,51 (s) -

8 - 6,59 (s)

2 7,51 (d, 2,1)

5 7,01 (d, 8,3) 6,99 (d, 8,3)

6’ 7,49 (dd, 2,2 e 8,3) 7,54 (d, 2,1 e 8,3)

17 4,98 (d, 9,7)
OH 13,59 (s) 13,18 (s)

margHMSde 135 (2.952) O (99:183) s Sens.

1004

68.6|

0
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640

Figura 5-19- Espectro de massas (ESI, modo negativo) das Substancias Xl e XI|
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Figura 5-20- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) das Substancias Xl e XII



5.3. Identificacao das Substancias Xlll e XIV

|
0 OH

schaftosideo

isoschaftosideo

O extrato hidrometandlico, particio n-butandlica, de folhas de V.
polygama depois de sofrer fracionamento em XAD-7, originou a porcao metandlica, a
qual foi submetida a varias etapas cromatograficas em sephadex LH-20 e CLAE, que
forneceu a fragao 4Vx1, 4,0 mg, sob a forma de sélido amarelo.

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD, Figura 5-23)
revelou ser uma mistura de flavonas glicosiladas com o anel B p-substituido, devido
apresentar os seguintes sinais em intensidades diferentes: um em 6 7,98 (d, 8,7 Hz, H-
2’e6’);umem 06,93 (d, 8,7 Hz, H-3' e 5'); um em & 6,92 (d, 8,7 Hz, H-3’ € 5’); um em
0 6,63 (s, H-3); os sinais em & 5,05 (d, 9,9 Hz), em & 5,02 (d, 9,8 Hz) e outro em 6 4,86
(d, 9,8 Hz) referentes a H anoméricos, juntamente com os sinais entre & 4,08 a 3,45
relativos aos H carbindlicos, corroboraram com a hip6tese de flavonas glicosiladas, as
quais pensamos ser a vitexina e seu isbmero. Porém, ao se fazer a analise da amostra
por espectrometria de massas, usando-se a ionizagcdo por eletrospray no modo
negativo (Figura 5-21), o espectro revelou um pico relativo ao ion pseudo molecular a
m/z 563 [M-H]" e um pico a m/z 431 [M-H-132], indicando a presenca de uma pentose
ligada a possivel molécula de vitexina. Para confirmacdo da massa molecular, foi
adicionada uma infima quantidade de NaCl a amostra, para se realizar a andlise da
mesma no espectrdmetro de massas, usando-se a ionizagao por eletrospray no modo
positivo, ja que sem a adicao do sal nao foi possivel a realizacdo desta analise. Assim,
foi observado o pico (Figura 5-22) referente ao aduto de sédio a m/z 587 [M+Na]*
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confirmando a massa molecular de 564 g/mol relativa a formula molecular CogH25014
pertencente a uma flavona diglicosilada.

A hipdtese acima foi reiterada com os resultados obtidos através das
anélises dos espectros de RMN '°C, HSQC e COSY.

O espectro de RMN C (100 MHz, CD3OD, Figura ; Tabela ) revelou dois
sinais em & 184,5 e 184,3 referentes as carbonilas queladas localizadas no C-4, além
de varios outros sinais duplicados, entre eles doze sinais referentes a C carbindlicos. O
espectro de HSQC (400 MHz, CDs;OD, Figura 5-27) foi decisivo para a elucidacao da
mistura como sendo de di-C-glicosideos, ja que mostrou a correlacdo dos H
anoméricos em & 5,02 e 4,86 com os carbonos em & 75,2 e 76,7, pois os C anoméricos
mais blindados séo caracteristicos de flavonas C-glicosiladas. O espectro de COSY
(400 MHz, CD30D, Figura 5-25) contribuiu para a atribuicdo dos H-2 dos acucares
devido revelar os acoplamentos entre estes H, sinais em & 4,08 (d, 9,6 Hz) e 4,00, e o
H anomérico em & 5,02 (d, 9,8 Hz). No espectro de HSQC estes mesmos sinais
estavam correlacionados com os C em 6 73,3 e 70,6 respectivamente.

Os acucares foram identificados como a glicose e arabinose, devido
dados dos espectros de massas e por seus deslocamentos no espectro de RMN *C
estarem em concordancia com os dados da literatura (BESSON et al., 1985).

Baseados nos dados espectrais obtidos e nos dados da literatura
(BESSON et al., 1985), foram propostas as estruturas das flavonas di-C-glicosiladas 5,
7,4’ -triidroxi,6-C-B-D-glucopiranosil, 8-C-a-L-arabinopiranosil apigenina (schaftosideo)
e a 5,7,4’ -triidroxi,8- C-B-D-glucopiranosil,6-C-a-L-arabinopiranosil apigenina
(isoschaftosideo), sendo estas inéditas para o género Vitex.
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Tabela 5-7- Dados dos espectros de RMN *C (100 MHz, CDzOD) das Substancias

Xl e XIV, schaftosideo e isoschaftosideo

C schaftosideo ® isoschaftosideo?  Substancias Xl + XIV

2 164,1 164,2 166,9

3 102,4 102,6 103,9

4 182,4 182,4 184,5; 184,3

5 159,5 161,1 157,6

6 108,4 108,1 108,5

7 161,2 158,3 163,0; 162,9

8 104,3 105,1 105,9

9 154,3 155,2 *

10 103,5 103,7 104,1

1’ 121,3 121,5 123,5

2 129,2 129,0 130,3; 129,9

3 116,1 116,0 117,2; 117 1

4’ 161,5 161,3 160,5

5 116,1 116,0 117,2; 117 1

6’ 129,2 128,5 130,3; 129,9
Acucar  Glic Ara Glic Ara Glic Ara

1” 73,6 74,7 72,9 71,4 72,1,73,3 75,2;72,5

27 70,7 68,8 70,8 63,1 70,6 *

3” 78,7 75,1 79,0 72,3 80,4; 75,4 76,7

4” 69,8 68,8 69,8 69,9 71,4 70,6

5” 81,2 70,7 81,6 67,1 83,1;82,8 70,6

6” 61,5 61,6 63,2

4 (DMSO-dg; BESSON et al., 1985); * Sinal nao observado
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Figura 5-21- Espectro de massas (ESI, modo negativo) das Substancias Xlll e XIV
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Figura 5-22- Espectro de massas (ESI, modo positivo) das Substancias XlIl e XIV
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Figura 5-23- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3OD) das Substancias XlIl e XIV
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5.4. Identificacao das Substancias XV e XVI

carlinosideo isocarlinosideo

O extrato hidrometandlico, particido n-butandlica, de folhas de V.
polygama depois de sofrer fracionamento em XAD-7, originou a por¢cao metandlica, a
qual foi submetida a varias etapas cromatograficas em CLAE, que forneceu a fracao
HMb5ep, 3,0 mg, sob a forma de sélido amarelo.

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;OD; Figura 5-29)
revelou uma mistura de flavonas glicosiladas com o anel B 3’,4’-dissubstituido, devido
apresentar os seguintes sinais: um em & 7,55 (d, 2,0 Hz, H-2’); um em & 7,51 (dd, 8,3 e
2,0 Hz, H-6’); um em & 7,39 (m); um em & 7,36 (sl); um em & 6,90 (d, 8,4 Hz, H-5’); um
em 0 6,89 (d, 8,4 Hz, H-5); um em & 6,56, que a principio foi interpretado como um
sinal de multiplicidade dubleto com constante de acoplamento 3,8 Hz, mas depois foi
considerado como dois sinais em & 6,57 e 6,56 (ambos s) respectivamente. Os sinais
em & 5,08 (d, 9,7 Hz), em & 5,02 (d, 10,0 Hz) e outro em 6 4,86 (d, 10,0 Hz) referentes
a H anoméricos, juntamente com os sinais entre & 4,17 a 3,42 relativos aos H
carbindlicos, corroboraram com a hipétese de flavonas glicosiladas, as quais pensamos
ser a orientina e seu isbmero, devido a fragdo anterior conter esta mistura, com um
outro possivel flavondide monoglicosilado, ja que a intensidade do sinal em & 5,02 era
o dobro dos sinais em & 5,08 e 4,86 . Porém, ao se fazer comparagdo em CCDA
(Figura 5-26) entre as flavonas glicosiladas, foi observada grande diferenca no fator de
retencao (Rf) das mesmas, logo as substancias eram diferentes. Além disso, a amostra

era pouco soluvel em acetona deuterada, enquanto a mistura contendo as Substancias
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Xl e Xll era perfeitamente solGvel. Somando-se a estes fatos, o espectro de RMN de 'H
(200 MHz) mostrou tratar-se de uma mistura de duas flavonas, por apresentar dois
sinais em & 13,84 e 13,71, referentes a dois grupos de hidroxila quelada ligada ao C-5,
e varios outros sinais de intensidade diferentes. Logo, foi realizado um espectro de
RMN de 'H em acetona-dg/D>O (400 MHz, Figura 5-30), o qual exibiu os seguintes
sinais: um em & 7,66 (sl); um em & 7,62 (dl, 8,3 e 9,9 Hz); um em & 7,57 (s); um em &
7,50 (dl, 7,6 Hz); um em & 7,03 (dl, 8,4 Hz); um em & 7,00 (d, 8,5 Hz); dois em & 6,66 €
6,65, sobrepostos na linha de base, assemelhando-se a um sinal tipo singleto largo.
Esses sinais pertencentes a aglicona perderam resolugédo, quando comparados com 0s
sinais apontados no espectro realizado em metanol deuterado. Porém, os sinais
referentes aos H anoméricos ficaram bem diferenciados evidenciando-se dois sinais
em & 5,15 (d, 9,6 Hz) e 4,83 (d, 10,7 Hz), de menor intensidade, e outros dois em &
5,02 e 4,88 (ambos d, 9,7 Hz) de maior intensidade, levando-se a hipétese de uma
mistura contendo duas flavonas diglicosiladas.

A analise da amostra por espectrometria de massas, usando-se a
ionizagcdo por eletrospray no modo negativo, produziu um espectro (Figura 5-28) que
revelou um pico relativo ao ion pseudo molecular a m/z 579 [M-H]. Para confirmacao
da massa molecular, foi adicionada uma pequena quantidade de NaCl a amostra, para
se realizar a analise da mesma por espectrometria de massas, usando-se a ionizacao
por eletrospray no modo positivo, jA que sem a adicdo do sal nao foi possivel a
realizacdo desta analise. Assim, foi observado o pico referente ao aduto de sodio a m/z
603 [M+Na]" confirmando a massa molecular de 580 g/mol relativa a férmula molecular
C26H25015 pertencente a uma flavona diglicosilada e seu isdmero.

A hipdtese acima foi reiterada com os resultados obtidos através das
analises dos espectros de RMN de HSQC, HMBC e COSY.

O espectro de HSQC (400 MHz, CD3;0OD, Figura 5-33) foi decisivo para a
elucidacao da mistura como sendo de di-C-glicosideos, ja& que mostrou a correlacao
dos H anoméricos em & 5,02 e 4,86 com os carbonos em & 76,0 e 78,0, pois os C
anoméricos mais blindados séao caracteristicos de flavonas C-glicosiladas. O espectro
de COSY (400 MHz, CD30D, Figura 5-31) contribuiu para a atribuicdo dos H-2 dos
acucares devido revelar os acoplamentos entre estes H, sinais em & 4,07, 3,53 e 3,99,

e 0s H anoméricos em © 5,02 e 4,86. No espectro de HSQC estes mesmos sinais
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estavam correlacionados com os C em 6 73,0 e 70,0 respectivamente. O espectro de
HMBC (400 MHz, CDs;OD, Figura 5-32) revelou as correlacbées entre os H anoméricos
com os C-6/8 (6 106,0) e C-9 (& 158,0) comprovando os locais de ligacao dos
acucares, os quais também foram identificados da mesma forma que as Substancias
Xl e XIV.

Baseados nos dados espectrais obtidos e nos dados da literatura
(BESSON et al., 1985; Tabela 5-8), foram propostas as estruturas das flavonas di-C-
glicosiladas 5,7,3,4’,-tetraidroxi,6- C-B-D-glucopiranosil,8-C-a-L-arabinopiranosil
luteolina (carlinosideo) e a 5,7,3,4 -tetraidroxi,8-C-B-D-glucopiranosil,6-C-a-L-
arabinopiranosil luteolina (isocarlinosideo). Sendo estas substancias inéditas para o
género Vitex. Anteriormente, em sé um artigo de 1966 (SEIKEL et al., 1966) havia sido
relatada a presenca de flavondides di-C-glucosilados derivados da luteolina e
apigenina, as luceninas e viceninas, respectivamente, do caule de Vitex lucens. Sabe-
se que os flavondides di-C-glicosilados também ocorrem em plantas da familia
Lamiaceae (DOU et al., 2002), o que reforca mais a semelhanca quimica destas

familias.
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Tabela 5-8- Dados das projeces dos C dos espectros de RMN 'Hx'*C HMBC e
HSQC (400 MHz, CD30D) das Substancias XV + XVI e carlinosideo e isocarlinosideo

C carlinosideo ® isocarlinosideo ® Mistura

2 164,0 163,2 166,0

3 102,5 102,5 104,0

4 182,3 182,2 184,0

5 159,8 160,1 *

6 108,8 109,3 *

7 162,0 163,2 *

8 104,2 102,5 106,0

9 154,0 153,0 158,0

10 103,3 103,1 105,0

1’ 121,6 121,6 124,0

2 113,8 113,7 114,0;115,0

3 145,8 146,0 147,0

4’ 150,0 150,1 151,0

5 116,2 116,1 117,0

6’ 119,9 119,2 121,0; 122,0
Acucar Glic Ara Glic Ara Glic Ara

1” 73,5 744 73,2 71,5 75,0 76,5

27 70,8 68,9 71,0 63,3 73,0 70,0

3” 78,9 75,3 79,2 72,6 80,0 76,0

4” 70,4 69,3 70,0 70,2 72,0 71,5

5” 81,7 70,8 81,8 67,2 83,0 72,5

6” 61,2 61,9 63,0

* Sinal ndo observado; ? (20 MHz, DMSO-dg; BESSON et al., 1985)
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Figura 5-28- Espectros de massas das Substancias XV e XVI
(EM/ESI, A: modo positivo; B: negativo)
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Figura 5-29- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) das Substancias XV e XVI
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Figura 5-30- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, D,O/acetona-ds) das Substancias XV

e XVI
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Figura 5-31- Espectro de 'H-"H COSY (400 MHz, CDs0OD) das Substancias XV e XVI
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Figura 5-32- Espectro de "Hx'*C HMBC (400 MHz, CDs0OD) das Substancias XV e
XVI
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Figura 5-33- Espectro de 'Hx'*C HSQC (400 MHz, CDs0D) das Substancias XV e
XVI
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5.5. Identificacao Substancias XVII e XVIii

4’-O-B-D-glucopiranosil
quercetina

3-0O-B-D-glucopiranosil
quercetina ou isoquercitrina

O extrato metandlico de folha de V. polygama, particao diclorometanica,
apos sofrer varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, forneceu as
fracbes dh5dR5, 4dgf4f, dgféd e dgf8d, que reunidas renderam 8,0 mg, sob a forma de
pd amarelo brilhante amorfo.

A andlise do espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz, Figura 5-40)
revelou que a amostra, inicialmente, era uma mistura de flavondides (Substancias lll,
VIII, XVII e XVIII) com sinais caracteristicos para flavona (Sub. Ill) como o conjunto em
0 6,92 (sl; H-3), 6 6,35 (sl; H-6) e & 6,04 (sl; H-8); sinais referentes a mais de um anel B
orto-dissubstituido e sinais que indicavam presenca de acucar em 0 4,90 (d; J = 7,7
Hz; H-1) e em & 3,27 (dd; J = 12,3 e 4,5 Hz; H-6). Apds varias etapas cromatograficas
em HPLC, somente a graxa foi retirada. Varios espectros de RMN de 'H (Tabela) foram
realizados em diferentes solventes deuterados, sendo evidenciada a presenca de dois
sinais adicionais referentes a hidrogénios de metoxilas em & 3,89 e 3,88, referentes a
Substancia VIII (CD3;OD, 400 MHz, Figura 5-43), e o restante dos sinais permaneceu
semelhante & mistura inicial. O experimento de RMN de 'H de duas dimensdes, HMBC,
foi realizado para se detectar o carbono de conexdo do agucar a aglicona e também
permitiu a atribuicdo de alguns outros sinais (Figura 5-42, Tabela 5-11). O experimento
de NOEDIFF (400MHz, CD30OD) foi realizado com o intuito de se atribuir a localizacao
das metoxilas. Foi realizada a irradiagdo dos sinais em & 3,88-3,89, causando aumento
de intensidade no sinal em & 7,1, nao muito conclusivo por se tratar de uma area com

muita sobreposicao de sinais.
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A técnica denominada DOSY (SOUZA & LAVERDE, 2002) foi usada na
tentativa de se identificar os flavonoides da mistura, porém ndo houve sucesso, pois
apesar de esperarmos coeficientes de difusdo bem diferentes para os constituintes da
mesma, a sobreposi¢cao dos sinais referentes a mais de um anel B orto-dissubstituido
impediu a distingdo dos sinais.

A analise do espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds, Figura 5-39)
revelou um sinal para carbonila quelada de flavona em & 181,9 corroborando com o
sinal de OH quelada observado nos espectros de RMN de 'H realizados em acetona e
piridina deuteradas (Figura 5-41, Figura 5-43); varios sinais entre & 167,0 e 94,7
podendo pertencer a classe flavona (Sub. Ill) ou flavonol (Subst. VIII, XVII e XVIII);
confirmou a presenca da molécula de acUcar pelos sinais referentes aos carbonos
carbindlicos em & 78,4; 76,8 e 60,5 e mostrou o sinal relativo ao C de metoxila (Sub.
VIIl) em & 56,1.

Foi realizado um espectro de massas no modo negativo usando-se uma
pré-coluna C-18 no injetor (Figura 5-34), com o intuito de promover a separacao das
possiveis substancias da mistura na analise por massas, o que nao foi conseguido.
Foram revelados um pico (100%), referente a uma das possiveis substancias (XVII e
XVIIl) da mistura e em maior quantidade, relativo ao ion pseudo molecular a m/z 463
[M-H]; um pico (88%) a m/z 299 [M-H], relativo a segunda substancia (Sub. Ill); um
pico (40%) a m/z 329 [M-HJ, relativo a terceira substancia (Sub. VIII). Os picos a m/z
299 e 329 foram atribuidos as flavonas 3'-O-metil luteolina (Substancia IIl) e 3,3'-
dimetoxi,5,7,4'-triidroxiflavona (Substancia VIII), encontradas anteriormente em fracdes
proximas a esta estudada.

O espectro de massas, ESI/modo negativo (voltagem do cone de 9,7 eV,
Figura 5-35), de uma amostra passada varias vezes no sephadex, revelou um pico
(100%) relativo ao ion pseudo molecular a m/z 463 [M-H]. Usando-se as mesmas
condicoes, porém com uma voltagem maior (30 eV; Figura 5-36), foi revelado um pico
(100%) a m/z 283 [M-H-180], confirmando ser uma mistura de flavondides glicosilados
e isébmeros. No modo positivo, o pico de maior intensidade foi o relativo a m/z 465
[M+H]*. Também foi realizado o espectro no modo positivo com adigdo de cloreto de
sédio para se confirmar a massa e um pico (30%), referente ao aduto de s6dio, a m/z

487 [M+Na]* foi observado. No modo negativo com adicdo de cloreto de sodio foi
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observado um pico (20%), aduto de cloro, a m/z 499 [M+CI] (Figura 5-37). As
informacdes obtidas pelos espectros de ions filhos do pico a m/z 463 (Figura 5-38) nos
forneceu dados para a proposi¢cao de um modelo de fragmentacédo (Esquema 5-1) que
possibilitou a identificacdo dos flavondides como glicosideos de férmula molecular
C21H20012. As correlacdes obtidas pelo espectro de HMBC (Figura 5-42) indicaram
serem dois flavondis isbmeros de posi¢cao do agucar.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e na comparacdo com dados
da literatura (AGRAWAL, 1989; Tabela 5-9), as estruturas 3-O-B-D-glucopiranosil

quercetina e 4’-O-B-D-glucopiranosil quercetina foram propostas, sendo inéditas para a

espécie.

(8,

m/z301

OH

m/z 255

Esquema 5-1- Proposta de fragmentagao da Substancia XVIII
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Figura 5-34- Espectro de massas (ESI, modo negativo, pré-coluna G-ODS) da
mistura das Substancias XVII e XVIIl e Substancias Il e VIII
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Figura 5-35- Espectro de massas (ESI, modo negativo, 9,7 eV) da mistura das
Substancias XVIl e XVIII
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Figura 5-36- Espectro de massas (ESI, modo negativo, 30,0 eV) da mistura das
Substéancias XVII e XVIII
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Figura 5-37- Espectro de massas da mistura das Substancias XVIl e XVIII

(ESI, A: modo negativo, B: modo positivo, com adigao de NaCl)
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Figura 5-38- Espectro de massas (ESI, modo negativo, 25 eV) da mistura das
Substéancias XVII e XVIII
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Tabela 5-9- Dados do espectro de RMN 'H da mistura das Substancias Il e VIl e

das Substancias XVII e XVIIl em vérios solventes deuterados @

CsDsN (400 MHz)  DMSO-dg (400 MHz) CD5OD (400 MHz)  (CD5),CO (200 MHz)

13,73 (s) 8,03 (s) 8,5 (s) 12,98 (s)
7,77-7,76 (d; 2,2) 7,53 (d; 1,8) 7,60 (d; 2,2) 7,61 (m)
7,57-7,56 (d; 2,2) 7,48 (dl; 8,7) 7,54 (d; 1,8) 7,19-6,98 (varios m)

7,51-7,49 (dd; 8,4;
7,41 (d; 1,4) 6,97 (d; 8,5) 6,93 (sl)
2,2)
7,34 (sl) 6,92 (sl) 7,12-7,10 (d; 8,5) 6,88-6,86 (m)
7,33 (d; 1,5) 6,77 (dl; 8,4) 7,06-7,04 (d; 8,5) 6,70 (sl)
7,02 (sl) 6,72 (sl) 7,05-7,03 (dd) 6,61 (t; 1,8)
6,88 (d; 2,0) 6,56 (d; 8,7) 6,94-6,91 (m) 6,28 (t; 2,0)
6,81 (d; 2,0) 6,35 (sl) 6,87-6,85 (d; 8,1) 5,13-5,09 (d; 8,1)
5,52-5,50 (d; 8,0) 6,04 (sl) 6,86-6,84 (d; 8,1) 5,09-5,05 (d; 8,4)
5,51-5,49 (d; 8,1) 4,90 (d; 7,7) 6,85-6,83 (d; 8,6) 4,28-4,21 (m)
4,48-4,47 (m) 4,16 (m) 6,56 (sl) 3,89 (s)
4,26-4,23 (dd) 3,47 (dd) 6,35 (d; 2,1) 3,88 (s)
3,97-3,95 (dd) 3,27 (dd; 12,3; 4,5) 6,13-6,12 (t; 2,1) 3,87-3,82 (m)
3,60-3,52 (dd; 12,4;
3,85 (s) 4,15-4,12 (m)
4,4)
3,80 (s) 3,89 (s)
3,88 (s)
3,84-3,82 (d; 8,4)
3,76-3,73 (dd;
12,4; 2,4)
3,53-3,47 (dd;
12,4; 4,3)

25 em ppm; multiplicidade e J (Hz) entre parénteses
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Tabela 5-10- Dados do espectro de RMN de '*C (100 MHz, DMSO-dg) da mistura
das Substancias Ill e VIII e das Substancias XVII e XVIII, da 3'-O-metil luteolina (1), 3-

O-B-D-glucopiranosilquercetina (2) e 4'-O-B-D-glucopiranosilquercetina (3)

C 12 22 32 Mistura

2 163,7 156,5 147,0 17,0, 163,
148,1

3 103,8 133,7 136,5 103,6

4 181,8 177,6 176,3 181,9

5 161,6 161,3 161,0 161,8

6 98,8 98,8 98,7 99,7

7 164,2 164,2 164,3 163,1

8 94,0 93,6 93,9 94,7

9 157,4 156,5 156,7 157,9

10 103,3 104,2 103,5 104,2; 103,6

1 120,4 121,4 125,8 120.2:121.0

124,2;127,3

2 110,2 115,2 115,7 HeT 115
115,7

3 150,8 144,8 147,0 144,0; 147,5

4 148,0 148,5 146,4 148,1

5 115,8 116,5 117,0 115,7;117,9

6 120,4 121,6 120,0 120,2; 121,0

1" 101,4 102,2 99,7

2" 74,3 73,7 *

3" 76,8 76,4 76,8

4" 70,3 70,5 *

5" 77,5 77,5 78,4

6" 61,3 61,4 60,5

* Sinais ndo observados; * (AGRAWAL, 1989)
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Tabela 5-11- Dados do espectro de RMN 'H /HMBC da mistura das Substancias Il e
VIl e das Substancias XVIl e XVIII

H

d ppm?

C correlacionados ?

H-2'
H-6'

H-6'

H-2"
H-3

H-6

H-8

H-anomérico

7,53 (d; 1,8)
7,48 (dI; 8,7)

6,97 (d; 8,5)
6,92 (sl)

6,77 (dI; 8,4)

6,72 (sl)

6,35 (sl)

6,04 (sl)

4,90 (d; 7,7)

167 (J3; C-2 flavona)
167 (J3; C-2 flavona)
145 (J3; C-3' flavona)
165 (J4; C-2 flavona)
167 (J3; C-2 flavona)
125 (J2; C-1' flavonol)
133 (J4; C-3 flavonol)
148 (J3; C-2 flavonol)
167 (J2; C-2 flavona)
183 (J2; C-4 flavona)
176 (J4; C-4 flavonol)
185 (J4; C-4 flavona)

116 e 125

99,7 (N)

133 (C-3 flavonol)

148 (C-3' ou 4' flavonol)

? (400 MHz;DMSO-d); multiplicidade e J (Hz) entre parénteses
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Figura 5-39- Espectro de RMN de '*C (100 MHz, DMSO-dg) da mistura das
Substancias Ill e VIII e das Substancias XVII e XVIII

EQAOOOOOREB TSR UArDAONNYT OO0 CLEOCSACIICOINVADNORNDM oS oD Current Data Parameters
RSN SR S S P GG b T G Gt CH G e S G G S i G G G et b b L LG G e e DR R NAME 153F3R5
SR TP TGP B
ﬁ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20020412
Time 14.12
INSTRIM spect
PROBHD 2,5 mn BBO 1H
PULPROB 2gpr
o 65536
SOLVENT DMSO
NS 128
s 0
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0,452588 Hz
AQ 3.2768500 sec
R6 1149.4
oW 50.000 usec
DE 6.00 usec
TE 293.0 K
128 1.00000000 sec
ni2 0.00002000 sec
013 0.00000300 sec
il
NCE 1H
P1 12.00 usec
PLi 3.00 dB
PLO 60.00 d8
SFO4 400.1314010 Mz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 400.1300473 Wiz
WOW EM
SSB 0
e} 0.30 Hz
88 0
PC 1.00
1D NWR plat parameters
X 20.00 cm
FiP 8.659 ppm
Fi 3464.80 Hz
FepP 0.348 ppn
F2 139.40 Hz
PPMCH 0.41554 ppm/cm
HZH 166.27039 Hz/cm
ppm 2]

Figura 5-40- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) da mistura de
Substancias Il e VIII e das Substancias XVIl e XVIII
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Figura 5-41- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) da mistura das
Substéancias Il e VIII e das Substancias XVIl e XVIII
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Figura 5-42- Espectro de 'Hx'*C HMBC (400 MHz, DMSO-ds) da mistura das
Substancias Il e VIl e das Substancias XVl e XVIII
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Figura 5-43- Espectro de RMN 'H (400 MHz, A: CsDsN; B: CD30D) da mistura das
Substancias Il e VIII e das Substancias XVIl e XVIII
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Figura 5-44- Espectro de 'Hx'*C HSQC (400 MHz, DMSO-ds) da mistura das
Substancias Ill e VIl e das Substancias XVIl e XVIII
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5.6. ldentificacao das Substancias XIX, XX e XXI em mistura

COOH COOH
COOH
OH OMe
OMe OH OH
OH
. o acido p- acido 5-
acido vanilico hidroxibenzoico hidroxivanilico

O extrato metandlico, particao diclorometanica, de folhas de V. polygama
apos varias etapas cromatogréaficas em silica e sephadex LH-20, forneceu as fracdes
F4c6l, 64,7 mg, c5lab2 e c5lab3, 4,4 e 1,2 mg, respectivamente, as quais se
apresentaram como um p6 branco e amorfo.

O espectro de massas, EM/ESI modo negativo, da fracao c5lab2 revelou
picos referentes aos ions pseudo moleculares [M-H]" a m/z 137, 167 e 183 (Figura
5-47) sugerindo uma mistura de acidos fendlicos.

A andlise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds, Figura 5-48)
mostrou sinais que, a principio e em conjunto, pareciam com os de um flavondide,
porém a CCDA indicava duas manchas bem préximas que se revelavam marrons no A
254 nm da lampada de UV e azuis brilhantes no A 365 nm. As mesmas manchas
ficavam incolores quando borrifadas com o revelador vanilina sulfirica e posterior
aquecimento, diferentemente dos flavondéides anteriormente isolados. O sinal revelado
em & 7,34 (s) poderia ser atribuido a um H de um anel aromatico cujos H sdo quimica e
magneticamente equivalentes (Subst. XXIl). Os sinais centrados em & 7,92 e 6,92
(ambos d; J = 8,7 Hz), seriam caracteristicos de H de um anel p-substituido (subst. XX).
O conjunto de sinais em & 7,59 (dd; J=8,2¢e 1,8 Hz); 6 7,57 (d; J=1,8 Hz) € 6,91 (d;
J = 8,2 Hz) poderia ser relacionado a hidrogénios de um anel trissubstituido (Subst.
XIX).

A andlise do espectro de RMN de *C da mistura (100 MHz, acetona-dg;
Figura 5-45; Tabela 5-12), mostrou 3 sinais de carbonilas carboxilicas confirmando a

presenga dos acidos.
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A preparagdo de uma placa preparativa 20,0 x 20,0 cm, usando-se
Dic/MeOH 9:1 como eluente, apesar de nao apresentar boa resolugéo, foi suficiente
para separar pequenas porcoes de duas substancias, as quais puderam ser, entao,
identificadas pelos seus respectivos espectros de RMN de 'H.

Um dos espectros de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds; Figura 5-50),
revelou um sinal centrado em & 7,61 (dd, J = 8,2 e 1,8 Hz, H-6); um sinal em & 7,57 (d,
J =18 Hz, H2) e um em & 6,95 (d, J = 8,2 Hz, H-5), confirmando ser uma das
substancias composta de um anel benzénico 1,3,4-trissubstituido, sendo um dos
substituintes uma metoxila, cujo sinal foi revelado em & 3,95 (s). O espectro de massas
dessa substancia, ESI modo negativo (Figura 5-46), revelou um pico referente ao ion
pseudo molecular [M-H] a m/z 167, corroborando para uma férmula molecular CgHgO4
atribuida a Substancia XIX, acido vanilico (SAKUSHIMA et al., 1995).

O outro espectro de RMN de 'H (200 MHz, acetona-ds, Figura 5-49)
revelou um sinal de base alargada centrado em & 7,90 (d, J = 8,7 Hz, H-2 € H-6) e um
sinal também de base alargada em &6 6,90 (d, J = 8,7 Hz, H-3 e H-5) referentes a um
sistema de acoplamento AA’XX’ de um anel benzénico para-substituido, condizente
com a Substancia XX, de formula molecular C;HgO3 (DAYRIT et al., 1987).
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Tabela 5-12- Dados do espectro de RMN de '*C (100 MHz, acetona-ds) da mistura
das Substancias XIX, XX e XXI e do acido vanilico

C XIX acido XX XXI
vanilico ?
1 122,9 1227 123,3 *
2 1249 124,8 116,7 108,1
3 148,0 148,0 115,9 130,9
4 152,0 152,1 148,4 132,8
5 113,5 115,5* 115,9 *
6 115,5 113,4* 116,7 *
COOH 167,8 167,7 162,6 167.,9
OMe 56,3 56,3 - 56,6

2 (SANTOS, 2000) ; * Sinais ndo observados; * Sinais trocados

ppm
206.746
206.351

gLy d3IqSgyYTDnnaS

COOH COOH COOH

OMe OH OMe
OH OH OH

s A Lo

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
ppm 200 150 100 50

Figura 5-45- Espectro de RMN de '°C (100 MHz, acetona-ds) da mistura das
Substéancias XIX, XX e XXI
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Figura 5-46- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da Substancia XIX
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Figura 5-47- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da mistura das Substancias
XIX, XX e XXI
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5.7. ldentificacao das Substancias XXII e XXIll em mistura

HOI)/\/COOH
HO

acido cafeico

COOH

OH
OH
acido
protocatéquico

O extrato metandlico, particao diclorometanica, de folhas de V. polygama
apos varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, forneceu a fracao
F5btH2, a qual se apresentou como um pé branco e amorfo.

A analise do espectro de RMN de 'H (200 MHz, acetona-ds, Figura 5-52)
indicou ser uma mistura de acidos fendlicos por apresentar os sinais caracteristicos de
uma por¢ao fenilpropanoidica com os H olefinicos em configuracdo trans, devido aos
dois sinais centrados em & 7,52 e 6,25 (d, J = 15,9 Hz), além de dois conjuntos de
sinais caracteristicos de anel benzénico 3,4-dissubstituido em & 7,51 e 7,43
sobrepostos ao sinal de um dos H olefinicos, um sinal em & 7,14 (d, J= 2,0 Hz, H-2");
umem 6 7,03 (dd, J = 8,1 e 2,0 Hz, H-6’); um em & 6,88 (d, J= 8,1 Hz, H-5’) e outro em
6 6,85 (d, J= 8,2 Hz, H-5).

A constituicdo da mistura foi confirmada com base nos dados obtidos pelo
espectro de massas EM/ESI, modo negativo (Figura 5-51), o qual apresentou dois
picos relativos aos ions pseudo-moleculares a m/z 179 [M-H], correspondendo a
100%, e m/z 153 [M-H], correspondendo a 70%, das respectivas substancias em
questao, relativos a formulas moleculares CgHgO4 € C7HgO4.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e dados da literatura (WANG
et al., 2000; GERONTHANASSIS et al., 1998) foram propostas as estruturas dos
acidos cafeico e protocatéquico, como constituintes da mistura em questao.
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Figura 5-51- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da mistura das Substancias

XXIl e XXIII
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Figura 5-52- Espectro de RMN de 'H (200 MHz, acetona-ds) da mistura das
Substéncias XXII e XXIII
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5.8. Identificacao das Substancias XXIV e XXV em mistura

6’-O-cafeoil-B-D-glucopiranosideo
e 0 6’-0-a-D-glucopiranosideo

O extrato hidrometandlico de folhas de V. polygama, particdo n-
butanélica, depois de sofrer fracionamento em XAD-7, originou a porcdo metandlica, a
qual foi submetida a véarias etapas cromatograficas em sephadex LH-20 e CLAE no
modo reciclante, fornecendo a fracdo 4Vci1 e 4Vx3, 8,0 mg, de aspecto oleoso e
amarelo palido. Também as particdes diclorometanica do extrato metandlico de folhas
e acetato de etila do extrato metandlico de galhos forneceram as fragdes 5bth3 e
AMG5g2, 3,0 e 300,0 mg respectivamente.

A andlise dos espectros de RMN de 'H (400 MHz, acetona-dg; Figura 5-
53, Tabela 5-13) revelou sinais caracteristicos de duas por¢des fenilpropenoidicas com
os H olefinicos em configuragao frans, devido aos quatro sinais com valores altos de J
em o 7,56; 7,55; 6,31 e 6,30 (d; 15,9 Hz). Um sinal centrado em & 7,18 (t; J = 2,5 Hz)
juntamente com dois sinais exatamente iguais, centrados em & 7,08 e 7,06 (ambos m),
estando sobrepostos, e um sinal em & 6,88 (d; J = 8,2 Hz) poderiam pertencer aos H do
anel benzénico trissubstituido de duas moléculas de acido cafeico. A presenca de um
sinal em 6 5,12 (d; J= 3,3 Hz) e outro em 6 4,53 (d; J= 7,7 Hz), juntamente com sinais
de H carbindlicos entre & 4,50-3,14, fortaleceu a idéia de que se tratava de uma mistura
de fenilpropendides glicosilados, derivados do acido cafeico e diferindo entre si apenas
pela configuracdo dos H anoméricos. O espectro de RMN de *C (100 MHz, acetona-
de, Figura 5-54) contribuiu para a definicdo das estruturas, inclusive para indicar o local
da ligacao glicosidica, ja que os valores de & relativos aos C-6’ estao deslocados em
+3,0 ppm se comparados com a molécula nao esterificada.

A férmula molecular C15H150g foi deduzida com base nos dados obtidos
pelos espectros de massas, EM/ESI modo negativo (Figura 5-57), medida no pico do
ion pseudo molecular a m/z 341 [M-H].
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Baseando-se nos dados espectrais obtidos e nos dados descritos na
literatura (SHIMOMURA et al., 1988; PAULI, 2000; AGRAWAL, 1989; Figura 5-55,
Figura 5-56), as substancias foram identificadas como os isémeros 6’-O-cafeoil-3-D-
glucopiranosideo e o 6’-O-cafeoil-a-D-glucopiranosideo.
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Tabela 5-13- Dados dos espectros de RMN de 'H, de RMN '3C, Correlacdes

homonuclear (‘H -'H) e heteronuclear (*H-"3C) da mistura das Substancias XXIV e XXV

RMN de 'H "H-"H H-"C 130
H RMN de ~C
(J em Hertz)® (COSY 459)° (HSQC)®
Aglicona A 2 7,18 (il; 2,5) C-2 115,3
5 6,88 (d; 8,2) C-5 116,4
6 7,08 (m) C-6 122,6
7 7,56 (d; 15,9) H-8 C-7A 146,0
8 6,31 (d; 15,9) H-7 C-8A 115,6
Aglicona B 2 7,18 (tl; 2,5) C-2 115,3
5 6,88 (d; 8,2) C-5 116,4
6 7,06 (m) C-6 122,6
7 7,55 (d; 15,9) H-8 C-7B 145,9
8 6,30 (d; 15,9) H-7 C-8B 115,5
a-glucose 1’ 5,12 (d; 3,6) H-2' C-1 93,7
2 3,38 (m)* H-1’ C-2 73,8
3 3,71 (t; 9,1) H-2’ C-3 74,9
4 3,36 (m)* H-5’ Cc-4 71,5
5 3,54 (ddd; 9,4; 6,2; 2,0) H-6’b; H-4’ C-5 75,0
6’b 4,26 (dd; 11,8; 6,2) ’ ,
a 4,43 (dd: 11,8: 2,1) s e 644
B-glucose 1’ 4,53 (d; 7,7) H-2' C-1 98,3
2 3,17 (t; 8,0) H-1’ C-2 76,3
3 3,42 (m) C-3 77,9
4 3,39 (m)* Cc-4 71,8
5 4,03 (m) C-5 70,6
5 4,49 (dd; 11,8; 2,0) cE 64.6
4,30 (dd; 11,8; 5,8)
Aglicona A e
5 C-1127,6 C-3146,4 C-4 148,9 C-9167,6

3(400 MHz, acetona-ds); °(100 MHz, acetona-dg)

* Estes sinais podem estar trocados

O artigo de PAULI (2000) foi usado para as atribuicées dos valores de deslocamento do espectro de
RMN de 'H pertencentes aos H das moléculas de glicose e a referéncia de AGRAWAL (1989) para a
atribuicao dos C.
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Figura 5-53- Espectro de RMN de "H (400 MHz, acetona-ds) da mistura das
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A: espectro completo; B: area ampliada
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Figura 5-54- Espectro de RMN de '*C (100 MHz, acetona-ds) da mistura das
Substancias XXIV e XXV
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Figura 5-55- Espectro de 'Hx'*C HSQC (400 MHz, acetona-ds) da mistura das
Substancias XXIV e XXV
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Figura 5-57- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da mistura das Substancias
XXIV e XXV
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5.9. Identificacao da Substancia XXVI

/‘\COOH acido metacrilico

Do extrato hidrometandlico das folhas de V. polygama, fracdo aquosa,
foram obtidos 280,0 mg deste acido através de recristalizacao.

A andlise do espectro de RMN de 'H (200 MHz, D,O, Figura 5-58)
mostrou dois sinais em 6 5,68 e 5,38 (sl) integrando para 1H cada e um sinal em 6 1,89
(s) integrando para 3H.

A anélise do espectro de RMN de '3C (50 MHz, D,O, Figura 5-60) revelou
dois sinais caracteristicos de C sp, em 6 144,4 e 122,7, além de evidenciar a presenca
de C carboxilico em & 179,9 e C metilico, ligado a C sp,, em & 21,2. As multiplicidades
foram confirmadas pelo espectro de RMN de '*C/DEPT-135 (50 MHz, D,O, Figura
5-60), sendo o sinal em & 122,7 positivo, CHz, e o sinal em & 21,2, negativo, para CH3
(DEPT invertido).

A férmula molecular C4HgO- foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI, modo negativo (Figura 5-59), medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z 85 [M-H].

Segundo KITAGAWA (1984), o acido metacrilico pode ser considerado
como marcador sistematico de dicotiledéneas, acumulando-se em varias familias, entre
elas a Verbenaceae. Encontra-se esterificado como um bom numero de metabdlitos
secundarios, pertencentes aos mais diferentes grupos biogenéticos. Nunca foi isolado
de plantas, mas ja foi identificado na secrecao de fémeas do besouro Pasimachus
subsulcatus (DAVIDSON et al., 1989). O aldeido correspondente, a-metil acroleina ou
artemisal, ja foi isolado naturalmente de Artemisia tridentata, Asteraceae (GIBBS,
1974). Acredita-se que a transaminacdo do acido aminado valina (M) resulta na
formacao do acido a-cetoisovalérico (N), que pela reacao de descarboxilacdo oxidativa
converter-se-ia em acido metilpropanéico (MP). Este, por sua vez, se transformaria em
acido metacrilico (MC) através de uma reacdo de desidrogenacdao (Esquema 5-2).
Logo, a grande quantidade deste acido encontrado no extrato hidroalcodlico pode ser
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em decorréncia da decomposicdo de aminodcidos ou agUcares, através da grande

exposicao ao aquecimento em rotaevaporador e resfriamento em liofilizador.

O o 0
\ oo \ W
HO HO | HO HO
NH, o)

(M) ) (MP) (MC)

Esquema 5-2- Reagbdes de formagéo do acido metacrilico (KITAGAWA, 1984)
Legenda: (M)= Valina; (N)= acido a-cetoisovalérico; (MP)= acido metilpropanosico; (MC)= acido

metacrilico
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Figura 5-58- Espectro de RMN de "H (200 MHz, D,0) da Substancia XXVI
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Figura 5-59- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da Substancia XXVI
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Figura 5-60- Espectro de RMN de '*C e DEPT135 (50 MHz, D,0) da Substancia
XXVI

A: espectro de DEPT-135 com fase invertida; B: espectro de RMN de °C / referéncia TSPA-d, (sal de
sddio do acido trimetilsililpropiénico deuterado)
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5.10. Identificacao da Substancia XXVII

19 1

‘O 3-0O-B-D-glucopiranosilsitosterol
GliO

Do extrato metandlico, particdo diclorometanica, de folhas de V.

polygama, apOs varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, foram
obtidas as fragdes F5¢3n e 5d7b4, 19,7 mg, as quais se mostraram como cristal branco
e brilhante. Também em mistura com outros esterdéis na fragdo F5c4c, 90,0 mg, como
pd branco amorfo.

A andlise do espectro de RMN de '*C (50 MHz, CsDsN, Figura 5-62)
revelou dois sinais caracteristicos de C sp.em & 141,1 e 122,0, além de evidenciar a
presenca de C carbindlicos em & 102,7; 78,4; 78,5; 75,4; 71,9 e 62,9 pertencentes a
uma molécula de agucar.

A andlise do espectro de RMN de 'H (200 MHz, CsDsN, Figura 5-61)
apresentou um sinal em & 5,37 (dl), caracteristico do H-6 dos fitoesterdis, assim como
os sinais entre & 1,02-0,67 (todos s) referentes aos H metilicos. Entre & 4,62-3,70 foram
observados varios sinais de H carbindlicos, confirmando a presenga de acgUcar na
molécula. O sinal caracteristico de H anomérico em configuracdo 3 se revelou em &
5,07 (d, J= 7,6 Hz). O sinal tipico de H-3 (m) nao foi observado devido sobreposicao de
sinais dos H carbindlicos.

A identificagdo da substancia foi confirmada por comparacao com dados
obtidos na literatura (TANDOM, M. et al., 1990; Tabela 5-14).
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Tabela 5-14- Dados do espectro de RMN de '*C das Substancias XXVII (50 MHz,
CsDsN) e XLVIII (50 MHz, CDCls3); do 3-O-B-D-glucopiranosilsitosterol (TANDOM et al.,
1990) e do sitosterol ( FURUYA et al., 1987)

c SUBSTANGIA XXVl 3-0-p-D- SUBSTANCIA XLVIII SITOSTEROL
GLUCOPIRANOSIL

1 37,7 375 375 374
2 30,4 30,2 31,9 31,7
3 78,7 78,5 72,0 71,9
4 40,1 40,0 42,5 42,4
5 141,1 140,9 140,9 141,1
6 122,0 121,8 121,9 121,9
7 32,3 32,1 31,9 32,0
8 32,2 32,1 32,1 32,0
9 50,5 50,3 50,4 50,3
10 37,1 36,9 36,7 36,6
11 21,4 21,3 21,3 21,2
12 39,5 39,3 40,0 39,9
13 42,7 42,5 42,5 42,4
14 57,0 56,9 56,9 56,9
15 24,7 24,5 24,5 24,4
16 28,7 28,6 28,4 28,3
17 56,4 56,3 56,3 56,3
18 12,1 12,0 12,0 11,9
19 19,4 19,4 19,6 .
20 36,5 36,4 36,3 36,2
21 19,1 19,1 19,2 19,1
22 34,4 34,3 34,2 34,1
23 26,6 26,5 26,3 26,3
24 46,2 46,1 46,1 46,0
25 29,7 29,5 29,9 29,3
26 19,2 19,2 18,9 18,8
27 20,1 20,0 20,0 19,9
28 23,6 23,4 23,3 23,2
29 12,3 12,2 12,2 12,0

1 4 1027 71,9 1025 71,7

2 5 754 785 752 78,2

6 784 629 783 62,8
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5.11. Identificacao da Substancia XXVIII

acido 2a,3a-diidroxiolean-12-en-28-6ico

Do extrato metandlico, particdo diclorometanica, de folhas de V.
polygama, apOs varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, foram
obtidas as fracoes df4433K e df4436C que se mostraram como um po branco e amorfo.

A férmula molecular CzoH4s04 foi deduzida a partir dos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI, modo negativo (Figura 5-64), medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z 471 [M-HJ, do experimento de PENDANT e de RMN de 'H.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls, Figura 5-66) apresentou
sinais caracteristicos de triterpeno com esqueleto do tipo 12-oleaneno como os sete
sinais para as metilas entre 6 1,14-0,74 (todos s); sinal do H-12 olefinico em & 5,28 (i,
J = 3,3 Hz) e sinal em 6 2,80 (dd, J = 4,0 e 9,5 Hz) referente ao H-18 acoplado aos H-
19 (0 1,2 e 1,6) como determinado pelo espectro de COSY-45° (200 MHz, CDCls,
Figura 5-65). Em adi¢cdo, o espectro de COSY exibiu dois H carbindlicos em
acoplamento em & 3,40 (d, J = 2,7 Hz, H-3) e 6 4,00 (id, J = 2,9 e 10,5 Hz, H-2). O
valor da constante de acoplamento Juo.3= 2,65 Hz foi o indicativo da configuracéo a do
grupo OH ligado ao C-3, por ser um valor pequeno, mostrando que H-3 esta orientado
equatorialmente. Os valores das constantes de acoplamento Jyo.ui= 2,9 e 10,5 Hz
determinaram também a configuracédo a do grupo OH ligado ao C-2 e a orientacao axial
para o H-2 do composto em questao.

O espectro de PENDANT (50 MHz, CDCl3, Figura 4-70), exibiu sinais
para um C carboxilico em & 183,2; dois C olefinicos em & 143,8 e 122,6 e dois C
carbindlicos em & 79,1 e 66,7, além dos outros correspondentes aos C metilicos,

metilénicos e metinicos.
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Os dados espectrais descritos foram comparados com os do éster
metilico do &cido 2a,3o—diidroxi-olean-12-en-28-6ico (MAHATO & KUNDU, 1994;
Tabela 5-15), e mostraram-se plenamente similares, sendo a substancia identificada
como &cido 2a,3a-diidroxiolean-12-en-28-6ico.
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Figura 5-63- Espectro de RMN de 13C/PENDANT/fase invertida (50 MHz,
CDCI3) da Substancia XXVIII
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Tabela 5-15- Dados do espectro de RMN de '*C/PENDANT da Substancia XXVIII (50

MHz, CDClIs) e do éster metilico do acido 2a,3o0—diidroxiolean-12-en-28-6ico

C/MULTIPLICIDADE SUBSTANCIA ESTER METILICO
XXVIII
1 (1) 41,8 41,7
2 (d) 66,7 66,5
3 (d) 79,1 78,9
4 (s) 38,6 38,5
5 (d) 48,3 48,1
6 (t) 18,9 18,1
7 (1) 32,6 32,5
8 (s) 39,6 39,7
9 (d) 47,5 47,4
10 (s) 38,4 38,3
11 (1) 23,5 23,2
12 (d) 122,6 1221
13 (s) 143,8 1438
14 (s) 41,8 41,9
15 (1) 27,7 27,7
16 (1) 23,1 23,2
17 (s) 46,6 46,8
18 (d) 41,1 41,3
19 (1) 46,0 46,0
20 (s) 30,9 30,7
21 (1) 34,0 34,0
22 (1) 32,6 32,5
23 (q) 28,7 28,5
24 (q) 21,9 21,9
25 (q) 16,5 16,4
26 (q) 17,3 17,0
27 (q) 26,3 26,2
28 (s) 183,2 178,1
29 (q) 33,2 33,2
30 (q) 23,7 23,6

¥ (MAHATO & KUNDU, 1994)
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5.12. Identificacao das Substancias XXX e XXXI em mistura

acido 2a,3p-diidroxiolean-12-en-28-0ico acido 2a,3B-diidroxiurs-12-en-28-6ico
ou acido maslinico

O extrato metandlico, particao diclorometanica, de folhas de V. polygama,
apos varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, forneceu a fracao
4dh5eX, 11,4 mg, a qual se mostrou como um p6 branco e amorfo.

A analise do espectro de RMN de "*C/PENDANT (50 MHz, CsDsN, Figura
5-70) totalmente desacoplado mostrou com clareza que a fragéo era constituida pela
mistura de dois triterpenos do tipo 12-oleaneno e 12-urseno através dos deslocamentos
caracteristicos dos seus C sp,, C-12 e 13, em & 144,9-1225 e 139,3-125,6,
respectivamente. Foram revelados dois sinais de C carbonilicos em & 83,8 (C-3) e em
0 68,6 (C-2), sem que fosse mostrado algum C carboxilico.

O espectro de RMN de 'H (400 MHz, CsDsN, Figura 5-68)
mostrou um sinal em & 5,48 (sl, H-12); um em & 4,12 (m, H-2), um em & 3,42 e outro
em & 3,41 (ambos d, com J = 9,3 Hz), referentes ao H-3 com configuracao a; um sinal
centrado em & 3,31 (dd, J = 4,0 e 12,0 Hz), pertencente ao H-18 de esqueleto
oleaneno, e um sinal em &6 2,64 (d, J = 11,3 HZ), relativo ao H-18 de esqueleto urseno.
Os sinais referentes aos H metilicos foram observados entre & 1,29-0,96. Do espectro
de HSQC (400 MHz, CsDsN, Figura 5-69) foram obtidas principalmente as correlacoes
entre H-2 em & 4,12 com C-2 em & 68,6; os H-3 em & 3,42 e 3,41 com C-3 em 6 83,8; 0
H-18 em & 3,31 com C-18 em & 42,2 e o0 outro H-18 em & 2,64 com o0 C-18 em & 55,9.
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A formula molecular C3pH4s04 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 5-67), medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z471 [M-H]J.

Comparando-se os dados relatados na literatura (MAHATO & KUNDU,
1994; Tabela 5-16) com os dados espectrais acima expostos, foram propostas as
estruturas dos acido 2a,3B—diidroxi-olean-12-en-28-6ico (acido crategdlico ou

maslinico) e acido 2a,3p—diidroxi-urs-12-en-28-6ico.
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Tabela 5-16- Dados do espectro de RMN de '*C/PENDANT (50 MHz, CsDsN) da

mistura das Substancias XXX e XXXI e do 2a,3B-diidroxi-urs-12-en-28-ato de metila e

maslinato de metila

C/MULTIPLICIDADE MIISTURA 2a,3B-ursenato Maslinato 2
0 46,8 46,8 46,4
2 (d) 68,6 68,9 68,8
3 (d) 83,8 83,8 83,8
4 (s) 39,8 39,1 39,1
5 (d) 55,4 55,4 55,3
6 (1) 18,9 18,4 18,3
7 @) * 32,9 32,6
8 (s) 39,8 39,6 39,1
9 (d) 48,1 47,5 47,5
10 (s) 38,6 38,3 38,3
1 (1) 23,7 23,4 23,1
12 (d) 122,5 ¢ 125,6 125,3 122,0
13 (s) 144,9 € 139,3 138,1 143,6
14 (s) 42,2 42,1 41,7
15 (1) 28,3 28,0 27,6
16 (1) 24,9 24,3 23,5
17 (s) 48,0 48,1 46,6
18 (d) 422 € 55,9 52,8 41,3
19 (d) 39,4 39,1 458
20 (d) * 38,9 30,7
21 (1) 31,0 30,7 33,8
22 (1) * 36,7 32,3
23 (q) 29,4 28,7 28,6
24 (qg) 17,1 17,0 16,8
25 (q) 16,7 17,0 16,8
26 (q) 16,3 17,0 16,8
27 (9) 23,8 23,7 26,0

28 . 177,9 178,0
29 (q) 16,2 17,0 33,1
30 () 21,4 21,2 23,5

4 (MAHATO & KUNDU, 1994) ; *Sinal ndo observado
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5.13. Identificacao das Substancias XXVIII e XXIX em mistura

acido 2a,3a-diidroxiurs-12-en-28-6ico acido 2a,3a-diidroxiolean-12-en-28-6ico

Do extrato metandlico, particdo diclorometanica, de folhas de V.
polygama, apés varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, foi obtida a
fracao df4442c, 9,7mg, que se mostrou como um pé branco e amorfo.

A férmula molecular CzoH4s04 foi deduzida a partir dos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 5-72), medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z471 [M-H].

A andlise do espectro de RMN de 13C/PENDANT (C5D5N, 50 MHz,
Figura 5-71) mostrou com clareza que a fracao era constituida pela mistura de dois
triterpenos do tipo 12-oleaneno e 12-urseno  através dos deslocamentos
caracteristicos dos seus C sp2, C-12 e 13, em & 144,9 e 122,5; 139,3 e 125,6,
respectivamente. O estudo de varios modelos, com esqueletos ursanico e oleananico
(MAHATO & KUNDU, 1994), mostrou que os carbonos C-12, C-13, C-18, C-19, C-27 e
C-29 possuem deslocamentos bem distintos para cada um destes tipos de esqueleto.
Os demais carbonos tém seus sinais iguais ou semelhantes em ambos os sistemas. O
sinal em & 180,2 indicou a existéncia de carbonila carboxilica, sendo o0 mesmo para
ambos, fato que também ocorreu com os C carbindlicos em & 79,4 e 66,1. O espectro
de RMN de 13C/DEPT 135 (CsDsN, 50 MHz), usando uma transferéncia de pulso de
135° para obter sinais positivos para CH e CH3 e negativo para CH2, permitiu
caracterizar os C metinicos, metilénicos e metilicos e, por diferenga com o espectro de
RMN de 13C/PENDANT, os quaternarios.
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O espectro de RMN de "H (CsDsN, 200 MHz) revelou um sinal em & 5,48
(sl) referente ao H-12; um sinal centrado em 6 4,32 (m, H-2); um sinal em & 3,78 (sl, H-
3), caracteristico da configuracao B do H-3; um sinal centrado em & 3,29 (dd, J=4,0 e
12,0 Hz), referente ao H-18 do esqueleto oleaneno; um sinal em & 2,63 (d, J= 11,0 Hz)
referente ao H-18 do esqueleto urseno e sinais entre 6 1,18-0,91 (todos s) relativos aos
H dos grupos metilicos. Na CCDA, foram observadas duas manchinhas roxas
azuladas, bem préximas uma da outra, sendo o eluente Dic/AcOEt 7:3. A superior em
maior concentracdo (oleaneno) que a inferior (urseno), conclusdo baseada nas
intensidades dos sinais de RMN de '°C.

Comparando-se os dados relatados na literatura (MAHATO & KUNDU,
1994; Tabela 5-17) com os dados espectrais acima expostos, foram propostas as
estruturas dos &cido 2a, 3a-diidroxiolean-12-en-28-6ico e acido 2a,3a-diidroxiurs-12-en-

28-dico respectivamente.
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Tabela 5-17- Dados do espectro de RMN de '*C/PENDANT (50 MHz, CsDsN) da

mistura das Substancias XXVIII e XXIX e do 2a,3a—diidroxiurs-12-en-28-ato de metila

C/ MULTIPLICIDADE MISTURA URSENATO?
1 (1) 42,9 422
2 (d) 66,1 66,7
3 (d) 79,4 79,2
4 (s) 38,8 39,3
5 (d) 48,8 48,3
6 (1) 18,1 18,2
7 (t) 33,2 33,0
8 (s) 40,2 40,0
9 (d) 47,9 47,6
10 (s) 38,7 38,4

11 * 23,4
12 (d) 122,5e 125,6 125,8
13 (s) 144,9 ¢ 139,3 138,7
14 (s) 42,3 42,2
15 (1) 28,6 28,2
16 (1) 23,9 24,4

17 * 48,3
18 (d) 53,6 53,2
19 (d) 39,4 39,1

20 * 38,5
21 (1) 31,1 30,8
22 (1) 37,4 36,8
23 (q) 29,5 28,6
24 (q) 22,3 22,0
25 (q) 16,7 16,5
26 (q) 17,5 17,1
27 (q) 23,8 23,9
28 (s) 180,2 178,4
29 (q) * 17,1
30 (q) 21,4 21,2

# (MAHATO & KUNDU, 1994); * Sinais n&o observados
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Figura 5-72- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da mistura das Substancias

XXVIII e XXIX
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5.14. Identificacao da Substancia XXXII

acido 2a,3 a,19 a-triidroxiurs-12-en-28-6ico
ou acido euscafico

Do extrato metandlico, particao diclorometanica, de folhas e galhos de V.
polygama, apds varias etapas cromatogréaficas em silica, foram obtidas as fragoes 543,
11,3 mg (em mistura com a Substancia XXX) e DMG5L, 58,4 mg (puro), as quais se
mostraram como um pd branco e amorfo.

A anélise dos espectros de RMN de 'H, '*C e DEPT135 da respectiva
fragdo indicou ser um triterpeno pentaciclico. O espectro de RMN de '°C, PENDANT e
DEPT135 (CsDsN, 50 MHz; Figura 5-75, Figura 5-77 e Figura 5-76) revelaram um sinal
em d 180,9 referente & carbonila carboxilica; dois sinais pertencentes a C sp? em &
140,1 e 128,1, foram atribuidos a um esqueleto triterpénico do tipo 12-urseno. Trés
sinais referentes a C carbindlicos em & 79,5, 72,9 e 66,3 mostraram que o triterpeno
continha trés grupos hidroxila.

Os sinais exibidos pelo espectro RMN de 'H (CsDsN, 400 MHz, Figura 5-
74) foram: um em & 5,58 (sl) referente ao H-12 olefinico; um em & 4,31 (dl, 9,8 Hz),
atribuido ao H-2, o qual determinou a configuracao a do grupo hidroxila, devido ao valor
alto da constante de acoplamento entre H-2 e H-1a ou 1b; o sinal em & 3,78 (sl, H-3)
também revelou a configuracdo a do outro grupo hidroxila; um sinal em & 3,03 (s),
atribuido ao H-18, indicou a localizagcdo do terceiro grupo hidroxila no C-19, também
em configuracao a, devido a metila localizada neste mesmo C ter configuracao  por
origem biossintética.

As correlagcdes observadas no espectro de HMBC (CsDsN, 400 MHz,
Figura 5-78), como a do sinal em & 5,58 com os carbonos 14 e 18; a do sinal em & 3,78

com os carbonos 1, 5 e 2; a do sinal em & 3,03 com os carbonos 14, 17, 28; a do sinal
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em & 1,90 (dd, H-1) com os carbonos 2, 5, 10 e 3; a do sinal em & 1,63 (s, Me 27) com
os carbonos 14 e 15; a do sinal em & 1,43 (s, Me 29) com os carbonos 13,18 e 19; a do
sinal em & 1,26 (s, Me 26) com os carbonos 11,8 e 9; a do sinal em & 1,13 (s, Me 30)
com os carbonos 19 e 21; a do sinal em & 1,09 (s, Me 25) com os carbonos 10, 1 € 5; a
do sinal em & 0,97 (s, Me 23) com os carbonos 4 e 5; a do sinal em & 089 (s, Me 24)
com os carbonos 23, 4, 3 e 5 confirmaram as atribuicdes mencionadas acima.

A férmula molecular C3yH4505 foi deduzida a partir dos dados obtidos pelo
espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 5-73), medida no pico do ion pseudo
molecular a m/z 487 [M-HJ.

A comparacdao com dados da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994;
Tabela 5-18) veio corroborar com a identificacao do acido 2a,3a,19a-triidroxiurs-12-en-
28-6ico ou acido euscafico.

margf543 177 (3.861) Cm (137:188-(56:117+206:251)) Scan ES-
100 487.4 1.34e5
75.2

74.9
75.4

249.1

471.7

523.5

5773

4420 457.7
nA LT L Wy L) &
0 300 320 340 360 38

HlJt ‘ LT

JAL M o b AL e iyA miz
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640

0

=]

Figura 5-73- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da mistura das Substancias
XXX e XXXII
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Tabela 5-18- Dados do espectro de RMN de *C/DEPT135 (50 MHz, CsDsN) da

Substancia XXXIl e do 2a,3a,19a-triidroxiurs-12-enato de p-D-glucopiranosila

C/MULTIPLICIDADE SUBSTANCIA XXXII URSENATO?
1 (1) 42,9 42,8
2 (d) 66,3 66,0
3 (d) 79,5 79,0
4 (s) 38,8 38,6
5 (d) 48,9 48,4
6 (1) 18,8 18,5
7 (1) 33,7 33,4
8 (s) 40,7 40,7
9 (d) 47,8 47,6
10 (s) 38,9 38,6
11 () 24,2 24,1
12 (d) 128,1 128,2
13 (s) 140,1 139,1
14 (s) 42,5 42,0
15 (1) 29,4 29,3
16 (1) 26,5 26,0
17 (s) 48,4 48,4
18 (d) 54,7 54,3
19 (s) 72,9 72,5
20 (d) 42,3 42,0
21 (1) 27,1 26,9
22 (1) 38,6 37,6
23 (q) 29,6 29,0
24 (q) 22,4 22,2
25 (q) 16,7 16,7
26 (q) 17,4 17,4
27 () 24,8 24,5
28 (s) 180,9 176,8
29 (q) 27,2 26,7
30 (q) 16,9 16,7

7 (JUNGES, 1994)
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5.15. Identificacao das Substancias XXXIIl e XXXIV em mistura

acido ursolico acido oleandlico

Do extrato metandlico, particdo diclorometanica, de folhas de V.
polygama, apds varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, foram
obtidas as fracbes df424 e df433, 11,3mg, as quais se mostraram como um p6 branco e
amorfo e uma unica mancha roxa na CCDA, usando-se Dic/AcOEt 85:25.

A anélise dos espectros de RMN de 'H e "*C/PENDANT das respectivas
fracbes indicou tratar-se de uma mistura de substancias, devido a complexidade e
nimero de sinais. O espectro de RMN de "*C/PENDANT (CsDsN, 50 MHz, Figura 5-80,
Figura 5-81) revelou dois sinais em & 180,0 e 176,1 referentes a C carboxilicos; quatro
sinais pertencentes a C sp», sendo que dois deles, 8 139,4 e 125,8, foram atribuidos a
um esqueleto triterpénico do tipo 12-urseno e os outros dois, & 144,9 e 122,7, a um
esqueleto triterpénico do tipo 12-oleaneno. Um sé sinal referente a C carbinélico em &
78,3 foi observado.

O espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz, Figura 5-82) mostrou um
sinal centrado em & 5,27 (m), referente ao H-12 olefinico. O espectro realizado com
acetona-ds revelou dois sinais centrados em & 5,28 e 5,22 (t, J = 3,6 Hz) referentes
aos mesmos H-12 olefinicos, dos acidos oleandlico e ursoélico respectivamente. O sinal
referente ao H-3, carbindlico, apareceu centrado em & 3,22 (m) e os sinais referentes
aos H metilicos entre 6 1,25-0,78.
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A férmula molecular C3oH4503 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelos espectros de massas, ESI modo negativo (Figura 5-79), medida no pico do ion
pseudomolecular a m/z 455 [M-H]J.

A identificacdo das estruturas das Substancias XXXIII e XXXIV em
mistura foi confirmada por comparagédo com dados relatados na literatura (MAHATO &
KUNDU, 1994; JUNGES, 1994; Tabela 5-19) como os acidos oleandlico e ursdlico.
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Tabela 5-19- Dados do espectro de RMN de '*C/PENDANT (50 MHz, CsDsN) da

mistura das Substancias XXXIIl e XXXIV e do RMN de '*C dos &cidos ursdlico e

oleandlico

C SUBSTANCIA A. SUBSTANCIA A.
MULTIPLICIDADE XXXIV URSOLICO® XXXIII OLEANOLICO® MISTURA
1 (1) 38,9 38,5 39,2
2 (1) 23,8 23,5 28,3 27,4
3 (d) 78,3 78,7 78,3
4 (s) 37,6 37,3 40,1 38,7
5 (d) 55,7 55,2 55,9
6 (t) 18,7 18,3 18,9
7 () 33,7 33,3 * 32,6
8 (s) 39,3 39,3 39,4
9 * 46,7 * 47,6 *
10 (s) 37,2 37,0 37,6
11(1) 23,8 23,1 23,8
12 (d) 125,8 125,5 122,7 122,1
13 (s) 139,4 139,2 144.9 1434
14 (s) 42,6 42,0 * 41,6
15 (1) 28,8 28,4 28,4 27,7
16 (1) 22,7 23,4 25,1
17 * 47,9 * 46,6 *
18 (d) 53,7 53,4 * 41,3
19 (d) 39,5 39,3 * 45,8
20 (d) 39,6 39,8 30,1(s) 30,6
21 (t) 31,2 30,9 * 33,8
22 (1) 37,4 37,3 31,1 32,3
23 (q) 28,6 28,1 28,9
24 (q) 16,7 16,5 15,7 15,6
25 (q) 15,6 15,3 15,8
26 (q) 16,5 16,8 16,7
27 (q) 24,0 23,5 26,3 26,0
28 (s) 180,0 179,8 1761 181,0
29 (q) 17,7 17,3 * 33,1
30 (q) 21,5 21,3 23,9 23,6

2 (JUNGES, 1994); ° (MAHATO & KUNDU, 1994); * Sinais ndo observados
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Figura 5-79- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da mistura das Substancias

XXXIII e XXXIV
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5.16. Identificacao da Substancia XXXV

20-hidroxiecdisona

Do extrato metandlico, particio acetato de metila, de galhos de V.
polygama, apds varios fracionamentos cromatograficos em silica flash, sephadex LH-
20 e em placa preparativa, foi obtida a fracdo AMG3EDb, 77,7 mg, a qual se mostrou
como um po incolor de aspecto cristalino.

Apébs a substéncia ser eluida com Dic/Ace 1:1 na CCDA e revelada com
vanilina sulfurica, foi observada uma mancha verde oliva.

A formula molecular Cy7H44O; foi deduzida a partir dos dados
provenientes do espectro de massas, ES| modo negativo, que revelou um pico (100%)
relativo ao ion pseudomolecular a m/z 479 [M-H] (Figura 5-84). No modo positivo, o
espectro revelou um pico referente ao aduto de sédio a m/z503 [M+Na]" (Figura 5-83).

A anélise do espectro de RMN de *C (50 MHz, CsDsN, Figura 5-85)
totalmente desacoplado revelou trés sinais em & 204,1, 166,6 e 121,9 indicando a
existéncia de carbonila cetbnica a,B-insaturada, a qual corresponde ao grupo 7-en-6-
ona caracteristico dos ecdisterdides e responsavel pela sua absorcao no UV observada
em 254 nm. O espectro de '*C/DEPT 135° (CsDsN, 50 MHz, Figuras 5-85 e 5-86)
forneceu evidéncias de que a substancia possuia 5 grupos metila, 3 carbonos
quaternarios oxigenados, trés oximetinicos e 8 metilénicos.

O espectro de RMN de 'H (CsDsN, 400 MHz, Figura 5-88) revelou os
seguintes sinais: quatro em & 1,62, 1,40, 1,23 e 1,08 (s, integrando para 5 grupos de
metilas: Me-21, 26 e 27, 18 e 19 respectivamente); um sinal em & 6,27 (dl, J = 2,2 Hz)
referente ao H olefinico H-7, o qual mostrou acoplamento a longa distancia com H-9 no
espectro de COSY (CsDsN, 400 MHz, Figura 5-87); um em & 4,23 (m; H-2 e 3); um em
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0 3,90 (dl; J=9,4 Hz; H-22); um em & 3,61 (m; H-9); um em & 3,03 (m; H-5 e 17); um
em 6 2,58 (dt, 13,0 e 4,8 Hz) atribuido ao H-11 através do acoplamento, revelado no
espectro de COSY, com o outro H-11 em & 1,8, que por sua vez acopla com o H-9.

Baseados nos dados espectrais acima e na comparacdo com os dados
relatados da literatura (SUKSAMRARN & SOMMECHAI, 1993; Tabela 5-20, Tabela
5-21), foi proposta a estrutura da 20-hidroxiecdisona, ou polipodina A.
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Tabela 5-20- Dados do espectro de RMN de *C e DEPT135 (50 MHz, CsDsN) da
Substancia XXXV e da 20-hidroxiecdisona

C/ MULTIPLICIDADE SUBSTANCIA 20-
XXXV HIDROXIECDISONA @
1 (1) 38,1 38,0
2 (d) 68,5 68,3
3 (d) 68,3 68,2
4 (t) 32,7 32,5
5 (d) 51,6 51,4
6 (s) 204, 1 203,5
7 (d) 121,9 121,7
8 (s) 166,6 166,1
9 (d) 34,7 34,6
10 (s) 38,9 38,8
11 () 21,4 21,2
12 (1) 32,3 32,1
13 (s) 48,4 48,2
14 (s) 84,5 84,4
15 (1) 31,9 31,8
16 (1) 21,7 21,6
17 (d) 50,4 50,2
18 (q) 18,2 17,9
19 (q) 24,7 24,5
20 (s) 77,2 77,0
21 (q) 21,9 21,7
22 (d) 77,9 77,7
23 (1) 27,7 27,5
24 (1) 42,8 42,6
25 (s) 70,1 69,8
26 (q) 30,4 30,1
27 (q) 30,1 30,1

? (SUKSAMRARN & SOMMECHAI, 1993)
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Tabela 5-21- Dados do espectro de RMN de 'H (200 MHz, CsDsN, J em Hz) da
Substancia XXXV e da 20-hidroxiecdisona

H Substancia XXXV 20-hidroxiecdisona
2 4,23 (m) 417 (m)

3 4,23 (m) 4,21 (m)

5 3,03 (m) 3,01

7 6,27 (sl) 6,25 (d, 2,5 Hz)
9 3,61 (m) 3,58 (m)

17 3,03 (m) 3,00

22 3,90 (dl, 9,4 Hz) 3,87 (M)

24 * 1,81 e 2,28
18 1,23 (s) 1,21 (s)

19 1,08 (s) 1,06 (s)

21 1,62 (s) 1,58 (s)

26 1,40 (s) 1,36 (s)

07 1,40 (s) 1,36 (s)

# (SUKSAMRARN & SOMMECHAI, 1993); * sinal nao observado
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Figura 5-83- Espectro de massas (ESI, modo positivo) da Substancia XXXV
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Figura 5-84- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da Substancia XXXV
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Figura 5-85- Espectro de RMN de '*C (50 MHz, CsDsN) da Substancia XXXV
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5.17. Identificacao da Substancia XXXVI

21 OH:

polipodina B

Do extrato metandlico, particio acetato de etila, dos galhos de V.
polygama, depois de varios fracionamentos cromatograficos em silica flash, sephadex
LH-20 e em placa preparativa, foi obtida a fragdo AMG3Ec, 11,0 mg, a qual se mostrou
como um po incolor de aspecto cristalino.

Apébs a substéncia ser eluida com Dic/Ace 1:1 na CCDA e revelada com
vanilina sulfurica, foi observada uma mancha amarela/verde oliva.

A formula molecular C,7H4405 (massa = 496 g/mol) foi deduzida a partir
dos dados provenientes dos espectros de RMN de '*C e "C/DEPT 135 (CsDsN, 50
MHz) usando uma transferéncia de pulso de 135° para obter sinais positivos para CH e
CH; e negativo para CH,, e de RMN de 'H.

A analise do espectro de RMN de '*C (50 MHz, CsDsN, Figura 5-89)
totalmente desacoplado revelou trés sinais em & 201,2, 167,0 e 120,1 indicando a
existéncia de carbonila cetbnica a,B-insaturada, a qual corresponde ao grupo 7-en-6-
ona caracteristico dos ecdisterdides e responsavel pela sua absorcao no UV observada
em 254 nm. O espectro de "*C/DEPT 135° (CsDsN, 50MHz, Figura 5-90) forneceu
evidéncias de que a substancia possuia cinco grupos metila, 4 carbonos quaternarios
oxigenados, trés oximetinicos e 8 metilénicos.

O espectro de RMN de 'H (CsDsN, 200 MHz, Figura 5-91) revelou os
seguintes sinais: quatro em & 0,94, 0,99, 1,16 e 1,38 (s, integrando para 5 grupos de
metilas: Me-19, 18, 26 e 27, 21 respectivamente); um sinal em & 6,06 (sl) referente ao
H olefinico H-7; um em & 4,05 (m; H-2 e 3); um em & 3,66 (dl; J = 7,8 Hz; H-22); um em
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0 3,43 (m; H-9); um em & 2,79 (m; H-5 e 17). Os sinais relativos aos carbonos 10 e 9
apresentaram-se 6 e 4 ppm mais desblindados respectivamente do que 0s mesmos
carbonos referentes a 20-hidroxiecdisona; os carbonos 3 € 4 apresentaram-se cerca
de 2 ppm mais desblindados, enquanto o C-1 estava 2 ppm mais blindado e a Me-19
estava 7 ppm mais blindada (Tabela 5-22). Segundo KREPINSKY et al. (1977), a
hidroxilacdo no C-5 resulta no deslocamento do sinal deste carbono de ~ 6 51,0 para ~
6 80,0, ocorrendo outras mudancas pequenas, mas significantes, no C-6 (~ © 2,0 mais
blindado); C-19 (~ & 5,0-6,0 mais blindado); C-3 (~ & 1,5-2,0 mais desblindado); C-4 e
10 (~ 6 4,0 e 7,0 mais desblindados respectivamente). Estas observacdes levaram-nos
a situar uma das hidroxilas no C-5 e o restante nas mesmas posi¢cées da substancia
20-hidroxiecdisona.

Baseados nos dados acima, foi proposta a estrutura da polipodina B, ou
5,20-diidroxiecdisona, obtida através da comparacdo com os dados relatados na
literatura (KREPINSKY et al., 1977; Tabela 5-22).
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Tabela 5-22- Dados do espectro de RMN de *C e DEPT135 (50 MHz, CsDsN) da
Substancia XXXVI e da polipodina B

C SUBSTANCIA  POLIPODINA B2
(MULTIPLICIDADE) XXVI
1 (1) 36,1 34,9
2 (d) 68,1 68,1
3 (d) 70,0 70,0
4 (1) 34,9 36,1
5 (s) 80,1 80,0
6 (s) 201,2 201,2
7 (d) 120,1 120,0
8 (s) 167,0 167,0
9 (d) 38,5 38,4
10 (s) 44,9 44,9
11 (t) 22,2 21,0
12 (t) 32,3 31,8
13 (s) 48,3 48,2
14 (s) 84,2 84,2
15 (t) 31,8 32,3
16 (t) 21,6 21,8
17 (d) 50,2 50,1
18 (q) 17,3 17,3
19 (q) 18,3 18,0
20 (s) 77,1 77,0
21 (q) 21,8 21,5
22 (d) 77,8 77,7
23 (1) 27,6 27,6
24 (1) 42,8 42,6
25 (s) 69,8 69,7
26 (q) 30,1 30,1
27 (q) 30,3 30,3

* (KREPINSKY et al.,, 1977)
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5.18. Identificacao da Substancia XXXVII

stachysterona B

Do extrato metandlico, particio acetato de etila, dos galhos de V.
polygama, depois de varios fracionamentos cromatograficos em silica flash, sephadex
LH-20 e em placa preparativa, foi obtida a fragdo AMG3Ee, 14,3 mg, a qual se mostrou
como um po incolor de aspecto cristalino.

Apébs a substéncia ser eluida com Dic/Ace 1:1 na CCDA e revelada com
vanilina sulfurica, foi observada uma mancha amarelo ouro.

A formula molecular C,7H4206 (Mmassa = 462 g/mol) foi deduzida a partir
dos dados provenientes dos espectros de RMN de '3C, "*C/DEPT 135 (CsDsN, 50 MHz)
usando uma transferéncia de pulso de 135° para obter sinais positivos para CH e CH; e
negativo para CH; e de RMN de 'H.

A andlise do espectro de RMN de '*C (50 MHz, CsDsN, Figura 5-93)
totalmente desacoplado revelou quatro sinais em & 203,2, 155,8, 128,9 e 121,3
indicando a existéncia de carbonila cetbnica a,B,y,0-insaturada, a qual corresponde ao
grupo 7-en-6-ona caracteristico dos ecdisteréides e responsavel pela sua absor¢cao no
UV observada em 254 nm. O sinal referente ao outro C sp. foi encoberto pelo sinal do
solvente. O espectro de '“C/DEPT 135° (CsDsN, 50 MHz, Figura 5-94) forneceu
evidéncias de que a substancia possuia 5 grupos metila, 2 carbonos quaternarios
oxigenados, trés oximetinicos e 7 metilénicos. Os sinais relativos aos carbonos 17 e 16
apresentaram-se 8 e 20 ppm mais desblindados respectivamente do que 0s mesmos
carbonos referentes a 20-hidroxiecdisona (Tabela 5-24) e os carbonos 9 e 18

176



apresentaram-se cerca de 4,5 e 2 ppm mais desblindados. Estas observacdes levaram-
nos a situar a ligacao dupla extra entre os carbonos 14 e 15.
O espectro de RMN de 'H (CsDsN, 400 MHz, com o sinal da piridina
calibrado em & 8,96, Figura 5-92) revelou sinais que estao expostos na Tabela 5-23.
Baseados nos dados acima, foi proposta a estrutura da A'' 20-
hidroxiecdisona ou stachysterona B, confirmada através da comparag¢do com os dados
relatados na literatura (IMAI et al., 1970; Tabela 5-23, Tabela 5-24, respectivamente).
Segundo IMAI et al. (1970), a ocorréncia desta substancia, juntamente

com a Shidasterona, é de interesse biogenético.

Tabela 5-23- Dados do espectro de RMN de 'H (200 MHz, CsDsN) da Substancia
XXXVII e da stachysterona B

H Substancia XXXVII stachysterona B
(5 ppm, J em Hz) (8 ppm, J em Hz) 2
Me-19 1,24 (s) 1,00 (s)
Me-18 1,61 (s) 1,33 (s)
Me-26 e 27 1,74 € 1,73 (s) 1,42 (s)
Me-21 1,81(s) 1,49 (s)
H-5 3,17 (m) 2,96 (dd, 5,0 e 13,5 Hz)
H-22 4,09 (dd; 9,3 e 2,2 Hz) 3,76 (m)
H-1 * 3,76 (m)
H-2 4,57 (dl, 11,5 Hz) 4,82 (m, W, =21Hz)
H-3 4,79 (s; 11,8 Hz) 4,40 (m, W ., =7,5Hz)
H-15 6,22 (s) 5,94 (dd, 3,0 e 3,0 Hz)
H-7 6,62 (s) 6,31 (d, 2,5 Hz)
H-17 3,03 (m)

4 (IMAI et al., 1970); * Sinal ndo observado
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Tabela 5-24- Dados do espectro de *C e DEPT135 (50 MHz, CsDsN) da Substancia
XXXVII e da 20-hidroxiecdisona

C/ MULTIPLICIDADE SUBSTANGIA 20-
XXXVII HIDROXIECDISONA 2
1 (1) 37,7 38,0
2 (d) 68,5 68,3
3 (d) 68,4 68,2
4 (1) 32,9 32,5
5 (d) 51,4 51,4
6 (s) 203,2 203,5
7 (d) 121,3 121,7
8 (s) 155,8 166,1
9 (d) 39,1 34,6
10 (s) 39,5 38,8
11 (t) 21,2 21,2
12 (t) 31,7 32,1
13 (s) 48,4 48,2
14 (s) * 84,4
15 (1) 128,9 31,8
16 (1) 40,5 21,6
17 (d) 58,5 50,2
18 (q) 20,3 17,9
19 (q) 24,2 245
20 (s) 76,4 77,0
21 (q) 20,9 21,7
22 (d) 77,9 77,7
23 (1) 27,5 27,5
24 (1) 42,7 42,6
25 (s) 69,9 69,8
26 (q) 30,8 30,1
27 (q) 29,9 30,1

# (SUKSAMRARN & SOMMECHAI, 1993); * Sinal encoberto pelo sinal do solvente
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5.19. Identificacao da Substancia XXXVIII

shidasterona ou stachysterona D

Do extrato metandlico, particio acetato de etila, dos galhos de V.
polygama, depois de varios fracionamentos cromatograficos em silica flash, sephadex
LH-20 e em placa preparativa, foi obtida a fragao AMG3D5, 15,7 mg, a qual se mostrou
como um po incolor de aspecto cristalino.

Apéds a substéncia ser eluida com Dic/Ace 1:1 na CCDA e revelada com
vanilina, foi observada uma mancha amarelo ouro.

A formula molecular C,7H4206 (Mmassa = 462 g/mol) foi deduzida a partir
dos dados provenientes dos espectros de RMN de '°C, '*C/DEPT 135 (CsDsN, 50
MHz), usando uma transferéncia de pulso de 135° para obter sinais positivos para CH e
CH; e negativo para CH,, e de RMN de 'H.

A analise do espectro de RMN de '*C (50 MHz, CsDsN, Figura 5-97)
totalmente desacoplado revelou trés sinais em & 203,8, 166,4 e 121,9 indicando a
existéncia de carbonila cetbnica a,B-insaturada, a qual corresponde ao grupo 7-en-6-
ona caracteristico dos ecdisterdides e responsavel pela sua absorcao no UV observada
em 254 nm. O espectro de '*C/DEPT 135 (CsDsN, 50 MHz, Figura 5-96) forneceu
evidéncias de que a substancia possuia 5 grupos metila, 3 carbonos quaternarios
oxigenados, trés oximetinicos € 7 metilénicos. A presenca de sinais de carbonos
oxigenados em & 85,2 (CH) e 80,6 (C) chamaram a atengdo para o fato de que a
cadeia lateral da substancia poderia estar modificada, formando um quinto anel com
uma ligacéo éter (hemicetalica) entre os carbonos 22 e 25 (Tabela 5-25).

O espectro de RMN de 'H (CsDsN, 400 MHz,; Figura 5-95) revelou sinais
expostos na Tabela 5-25. Segundo ROUSSEL et al. (1995), a configuracao 22R pode
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ser confirmada quando no experimento NOE a irradiacdo de H-17 resulta em aumento
do sinal de H-22 e a irradiacao deste, resulta em aumento dos sinais referentes ao H-
17 e H-16a. Estes resultados indicam que a molécula adota uma conformacéao na qual
os atomos de hidrogénios 17 e 16a estdo espacialmente proximos. Esta conformacao
pode estar sendo estabilizada por ligacao de hidrogénio entre o grupo OH ligado ao C-
20 e o atomo de oxigénio ligado ao C-22/25. Devido a grande estabilidade
termodinamica do anel furanico, e dependendo das condi¢cdes de manipulagdo do
extrato (fase de alumina), esta substadncia pode ser um artefato originado da
transformacao da 20-hidroxiecdisona. A ocorréncia desta substancia, juntamente com a
Stachysterona B, é de interesse biogenético, pois é concebido que na planta a 20-
hidroxiecdisona pode ser precursora destas substancias (IMAI et al., 1970).

Baseados nos dados espectrais de HMBC (CsDsN, 400 MHz, Figura 5-
100), COSY (CsDsN, 400 MHz, Figura 5-98), HSQC (CsDsN, 400 MHz, Figura 5-99) e
nos acima apresentados, foi proposta a estrutura da shidasterona, confirmada através
da comparacao com os dados relatados na literatura (ROUSSEL et al., 1995; Tabela
5-25).
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Tabela 5-25- Dados do espectro de RMN de '*C e DEPT135 (50 MHz, CsDsN) e de
RMN "H (400 MHz, CsDsN) da Substancia XXXVIIl e da shidasterona

SUBSTANCIA

H (JEM HZ) § C/ MULTIPLICIDADE SHIDASTERONA 2
XXXVII
1,97 (m)
1(1) 38,1 37,3
2,17 (dd, 4,3 € 14,0)
4,23 (dl, 11,3) 2 (d) 68,4 68,6
4,29 (sl) 3 (d) 68,3 68,4
2,07 (m)
4 (1) 32,7 32,7

1,86 (M)
3,02 (dd) 5 (d) 51,6 51,7
6 (s) 203,8 206,4
6,26 (s) 7 (d) 121,9 122,0
8 (s) 166,4 167,9
3,61 (m) 9 (d) 34,7 35,0
10 (s) 38,9 39,2

1,88 (m)
11 (1) 21,9 21,6

1,71 (m)
2,60 (dt, 4,3 e 12,8) 12 (1) 32,7 32,2
13 (s) 47,9 48,6
14 (s) 84,4 85,2
1,93 (m) 15 (1) 31,8 31,6

2,37 (dl, 9,0)

16 (1) 21,4 21,4
2,11 (m)

2,84 (t,9,0) 17 (d) 51,6 51,7
1,06 (s) 18 (q) 18,1 18,0
1,07 (s) 19 (q) 24,6 24,3

20 (s) 75,8 76,9
1,44 (s) 21 (q) 20,6* 20,6

412 (t,7,6) 22 (d) 85,2 85,4
1,82 (m)

23 () 27,9 28,4
1,63 (m)

24 (t) 39,1 39,5

25 (s) 80,6 81,7
1,24 (s) 26 (q) 28,5 28,3
1,23 (s) 27 (q) 29,0 28,9

® (ROUSSEL et al., 1995); * Sinal observado na projegédo de C do espectro de HSQC
¥ Dados atribuidos segundo observagdes dos espectros de RMN 'H, "Hx'*C HSQC, 'H-'H COSY e 'Hx"®
HMBC
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6.Estudo fitoquimico de S. densiflora Berg -

Experimental




6.1. Preparacao dos extratos brutos

Para a preparacao destes, as respectivas partes vegetais coletadas foram
submetidas a secagem em estufa de circulagdo de ar entre 45-55°C e pulverizadas em
moinho elétrico tipo Willey. As partes pulverizadas foram extraidas com hexano,
metanol e solugdo MeOH/H.O destilada 1:1. A extracdo com hexano e MeOH foi
realizada durante 12 dias (trocando o solvente de 6 em 6 dias) a temperatura ambiente
€ em repouso para cada solvente, sendo os extratos filtrados e concentrados em
rotaevaporador. Na extracdo hidroalcodlica, a 100 g da torta a ser extraida foram
adicionados 200 mL da solucdo MeOH/H>O 1:1. Essa mistura foi levada ao ultra som
para agitagdao por 30 min e depois filtrada e concentrada em rotaevaporador, sendo
essa operacao repetida por 6 vezes. ApOs esse procedimento, o extrato aquoso obtido
foi liofilizado. Os resultados se encontram na Tabela 6-1.

Tabela 6-1- Extratos brutos de S. densiflora

Material Solvente Massa de extrato Cédigo
vegetal seco obtida (g)
(kg)
Folhas (0,923) _ 164,8 MSF
MeOH/H-0 1:1 20,1 HMSE
hexano 09 HSC
metanol ! MSC
Caule (2.247) )10 OH/H,0 1:1 1275’6 HMSC
Galhos (1,288) ) 131,1 MSG
MeOH/H-0 1:1 5.7 HMSG
| hexano 0.3 HSCr
Casca da raiz metanol 73 0 MSCr
(0,4) MeOH/H-0 1:1 ’

2,4 HMSCr
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6.2. Fracionamento dos extratos brutos e fracoes de S.
densiflora

6.2.1. Particao liquido/liquido do extrato metandlico do

caule

60,7 g do extrato metandlico de caule foram dissolvidos em 400 mL de
uma solucdo de MeOH/H,O 1:1 e submetidos a particdo liquido/liquido, sendo
extraidos trés vezes consecutivas, com 300 mL cada, com os solventes diclorometano,
acetato de etila e n-butanol na ordem crescente de polaridade. As fracoes obtidas e

suas respectivas massas encontram- se na Tabela 6-2.

Tabela 6-2- Resultados da particdo liquido/liquido do extrato metandlico do caule

Solvente Cadigo Massa obtida g
diclorometano DMCS 1,62
acetato de etila AMCS 7,67
n-butanol BMCS 12,7
agua AgMCS 35,4
6.2.2. Fracao em n-butanol do extrato metandlico de caule

e obtencao das Substancias LVIIl e LXV

1,54 g da BMCS foram submetidos a CCV, usando-se Sephadex LH-20
(TC= 34,0 cm x 3,0 cm) e MeOH com eluente. Apds reunido das aliquotas semelhantes
foram obtidas 20 frac6es. A fracdo BMCI, 118,2 mg, foi identificada como a castalagina
(Substancia LVIII) e a fragdo BMCj, 66,7 mg, como a B-pedunculagina (Substancia
LXV).
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6.2.3. Fracao em acetato de etila do extrato metandlico de

caule
Co
AMCS Seph?dex LHED
13 g Eluicao gradiente
MeOHACE 6:4 & MeOH
TC:30x350cm
10 fragdes
CCW
SLi:ur:tCIS_?fl @B Sephadex LH20
LI heOHACE 1:1
TC.30x350cm
cov AMC3Sd AMCSE
Sephadex LH20 100,0 my SUEETI};{';K .
MeOHACE T3 Aclicar
TC:3,0x450cm
5 fragles
CCy
F E. =flica flazh
F.M. DicideoH 9:1
TC.352=170cm
AMC S f
Subat, LI
6.2.4. Fracao em diclorometano do extrato metanodlico de
caule
CoW
DMCS Sephadex LH20
1624 Eluigio gradisrte
DicHix 1:1; Dic; DicMeoH 1:1; MeCH
10 fragdes

DhAC4 DhCE DICH DMCT DhCE
Subst. LI 754 mg 15,7 my 7,7 my B00,0 my

Sous Sod DhCE1 1
34 my 83 my 35,3 my
Subst. LIl Subt. LIHLIY| | &cticar

DCESS
5,0 my
Subst. LY

DMCTEc
87 mg

Subat. LY

DhACEE.]

195 mg
Subst, KLIK

Sqdf

0,5 mg ‘
subst. LI DMCES DMCE2
0,9 my 2.9 my DMCESE DMCETd
Subst. LIV Subst. 1% il Subst. LI
£ LI Subst. KLY
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6.2.4.1. Obtencao das Substancias Llll e LIV em mistura e da

Substancia LII

75,4 mg da fragdo DMC5 (Fluxograma sessédo 6.2.4) foram submetidos a
CCV (T.C. 2,0 x 45,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas cinco fracdes. A fracdo DMC5q, 25,9 mg, foi submetida a CCD preparativa,
placa 20,0 x 20,0 cm, usando-se Dic como eluente e fazendo-se quatro eluicbes
consecutivas na mesma placa. Foram obtidas sete fragdes. A fragdo 5qd, 8,3 mg, foi
identificada, por RMN 'H, como uma mistura do 2,4,6-trimetoxibenzaldeido e do trans-
2,4 6-trimetoxifenilpropenaldeido (Substancias LIl e LIV). Parte desta fracdo foi
submetida novamente a CCD preparativa, placa 20,0 x 20,0 cm, usando-se Dic:Ace 9:1
como eluente e fazendo-se uma eluicdo. Foram obtidas sete fracdes. A fracao 5qd5,
3,4 mg, foi identificada como o acido 2,4,6-trimetoxibenzéico (Substancia LII), um
artefato proveniente da oxidacdo da Substancia Llll, j& que ele nao havia sido
detectado, por RMN 'H e espectrometria de massas, na fragcdo de origem. A fragdo
5qd6, 0,5 mg, foi identificada como a substancia LIl pura.

6.2.4.2. Obtencao das Substancias XIX e LV

A fracdo DMC6, 115,7 mg (Fluxograma sessao 6.2.4), foi submetida a
CCV (T.C. 3,0 x 23,0 cm) usando-se como F.E. silica flash e F.M. inicial Dic, Dic/AcOEt
a MeOH. Foram obtidas 55 fracdes. A fracdo DMC62 foi identificada como o acido
vanilico (Substancia XIX). A fracdo DMC68 como uma mistura das Substancias LIV e
LIl. A fracao DMC611 foi caracterizada como um agucar. A fracao DMC69, 10,4 mg, foi
submetida a CCD preparativa, placa 20,0 x 20,0 cm, usando-se Dic como eluente e
fazendo-se trés eluicbes consecutivas na mesma placa. Foram obtidas seis fragcdes. A
fracdo DMC698, 5,0 mg, foi identificada como o 5-hidroximetil-2-furfuraldeido
(Substancia LV).

A massa da fragdo DMC7 (Fluxograma sessao 6.2.4) foi dividida em duas
e também submetida a CCD preparativa como a fracdo DMC69. Foram obtidos 8,7 mg
da Substancia LV.
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6.2.4.3. Obtencao da Substancia XLIV e XLIX

600,0 mg da fragcdo DMC8 (Fluxograma sessao 6.2.4) foram submetidos a
CCV (T.C. 3,0 x 28,0 cm) usando-se Sephadex LH20 como F.E. e eluicao gradiente a
partir de Dic, Dic/Ace a MeOH. Foram obtidas 16 fracdes. A fragdo DMC836, 12,0 mg,
foi identificada como o acido arjundlico (Substancia XLIV). A fracado DMC86, 51,9 mg,
foi submetida a CCV (T.C. 2,0 x 23,0 cm) usando-se como F.E. silica flash e F.M. inicial
Dic, Dic/Ace a MeOH. Foram obtidas 11 fragdes. A fragao DMC86J, 19,5 mg, foi
caracterizada como o acido galico (Substancia XLIX).

6.2.5. Particao liquido/liquido do extrato metandlico da
casca da raiz

73,2 g do extrato metanodlico de caule foram dissolvidos em 400 mL de
uma solucdo de MeOH/H.O 1:1 e submetidos a particdo liquido/liquido, sendo
extraidos trés vezes consecutivas, com 300 mL cada, com os solventes diclorometano
e acetato de etila na ordem crescente de polaridade. As fracbes obtidas e suas
respectivas massas encontram-se na Tabela 6-3.

Tabela 6-3- Resultados da particdo liquido/liquido do extrato metandlico da casca da
raiz

Solvente Cédigo Massa obtida g
diclorometano DMSCr 0,9
acetato de etila AMSCr 10,5

agua RMSCr 52,0
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6.2.6. Fracao em acetato de etila do extrato metandlico da

casca da raiz

CCY

AMSCr | FE. silica comum
911 g F .M. Dicipstt 723 a MeOH
T.C:50x38,0cm, 25 fragles

| [ [
AMSCr1 2 AMSCr15 AMSCr 8 AWSCrg S0
AMSCr11 il
317,0mg 8995 my 60,2 my B35 3 my A mg 3550 mg

CCY AMSCr22
F E.: Sephadex LH20 R155 3s0my
F M. heoH 7.7 mg I

Subat. LE + HLIK
TC: 3,Uﬁx 52,0cm, Subst. LK+ R1gc + aclcar
12 fragtes Ll + LXI + 176,93 my

L

Ll + LI
Rty R11s R11x R18a R20H R204
14,0 mg 253my | | 1372 my 3227 myg 515; Tam 74.0mg
Ll .

Subst. XLIK
+L
AMSCrE
5,8 mgy

Sitosterol |
Coy R19c R 9t R Shg
F E: Sephadex LH20 3,0 mg 1,5 mg 127 6 my
FM.: MeQHiAce 7:3 a MeOH Subrst, KLIK Substancia L

TCo20xE60cm, 11 frg

CLAE
R126
coluna ODS prep. - -
; | BO0mg Rl 2y
R12d R1Ze Fi2gs | 300 nm; 3,0 mLimin F12i 78,5 mg
23,0 my 434 mg 50,0 my | MEOHH201:1 3341 my Subst. LY
Sitsterol + LW

CCY

Glicosilada F E.Sephadex LH20
R126a F .. MeOHACe 73
38,7 mgy T.C.2,0x60,0cm
Sub. LI 4 fragdes

6.2.6.1. Obtencao das Substancias L e XLIX

A fracdo R11s, 25,3 mg (Fluxograma sessao 6.2.6), foi submetida a CLAE
reciclante, usando-se coluna preparativa com fase polimérica (PVA), A 270 nm, eluente
MeOH e fluxo de 2,0 mL/min. No segundo ciclo coletaram-se duas fragdes. A fracao
R11se2, 1,9 mg, foi identificada como o &cido siringico (L) e a fracdo R11se4, 10,0 mg,

foi identificada como o acido galico (XLIX).

6.2.6.2. Obtencao da Substancia LVI

A fracdo R11x, 137,2 mg (Fluxograma sessao 6.2.6), foi submetida a CCV
(T.C. 3,0 x 52,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas 6 fracoes. A fracdo SR11xe, 59,3 mg, foi identificada como casuarinina.
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6.2.6.3. Obtencao das Substancias LXVI, LXVII e LXIV

A fracdo SR12e, 43,4 mg (Fluxograma sessado 6.2.6), foi submetida a
CCV (T.C. 2,0 x 60,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas 8 fracbes. A fracdo SR12e3, 8,7 mg, foi identificada como a ramnose (LXVI); a
fracao R12e4, 4,0 mg, como a y-lactona do acido 3,4,5,6-tetraidroxihexandico (LXVII).
A fracao R12e6, 10,9 mg, foi identificada como o &cido 4’-O-B-D-glucopiranosil-3’,5’-

dimetoxifenil-[1’,4]-dioxinil-2-hidroxigalico (LXIV) ou siphoneugenina.

6.2.6.4. Obtencao da Substancia LX

A fracdo SR12gs (Fluxograma sessado 6.2.6) foi submetida a CLAE,
usando-se coluna preparativa com fase ODS/C18, A 375 nm, eluente MeOH/agua 6:4 e
fluxo de 2,5 mL/min. Foram obtidas 7 fracdes. A fracdo R12gs4,10,0 mg, foi identificada
como o 4-0O-a-L-raminopiranosideo do acido elagico.

6.2.6.5. Obtencao da Substancia LI

A fracdo AMSCr18 (Fluxograma sessao 6.2.6), 698,3 mg, foi submetida a
CCV (T.C. 4,0 x 67,0 cm) usando-se como F.E. XAD-7 e F.M. MeOH. Foram obtidas 45
fracoes. A fracao R18a, 322,7 mg, foi subdividida em varias partes e submetida a CLAE
reciclante, usando-se coluna com fase polimérica preparativa, A 270 e 330 nm, eluente
MeOH e fluxo de 2,0 mL/min. Reunidas as fragdes semelhantes, a fracdo R18a2, 109,4
mg, foi identificada como o &cido elagico (LI). A fragdo R18c (Fluxograma sessao
6.2.6), 38,2 mg, foi submetida a CLAE, usando-se coluna preparativa com fase ODS;
fluxo de 3,0 mL/min; 280 nm; H.O/MeOH 7:3 como eluente. Nao houve separacao da
mistura das substancias LI, LX, LXI, LXIl e LXIll, fragdo denominada R18cB, 5,0 mg.

6.2.6.6. Obtencao das Substancias LVIIlI e LIX em misturae LVl e
LVIl em mistura

A fragdo AMSCr19, 434,5 mg (Fluxograma sessao 6.2.6), foi submetida a
CCV (T.C. 3,0 x 52,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
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obtidas 7 fracdes. A fracao R19h, 127,6 mg, foi submetida a CCV (T.C. 3,0 x 52,0 cm)
usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram obtidas 10 fragbes. A
fracao R19hg, 31,0 mg, foi identificada como a castalagina (LVIII), que, apés ficar uma
semana dissolvida em MeOH deuterado dentro do tubo de andlise de RMN, se
transformou numa mistura contendo as Substancias LIX e LXVIIl como artefatos. A
fracdo R19hj, 19,6 mg, foi identificada como a casuarinina (LVI) que, sob as mesmas

condi¢Oes anteriores, formou uma mistura com a stachyurina (LVII) como artefato.

6.2.6.7. Obtencao das Substancias LX, LXI, LXIl e LXIll em

mistura

A fracdo AMSCr20, 358,0 mg (Fluxograma sessao 6.2.6), foi submetida a
CCV (T.C. 3,0 x 31,0 cm) usando-se como F.E. Sephadex LH20 e F.M. MeOH. Foram
obtidas 8 fragdes. A fracao R20H, 15,7 mg, foi identificada como a Substancia LVIII. A
fracdo R20A, 74,0 mg, foi submetida a CLAE, usando-se coluna preparativa com fase
ODS/C18, A 300 nm, eluente MeOH/agua 7:3 e fluxo de 2,0 mL/min. Foram obtidas 5
fracoes. A fracdo R20A5, 8,2 mg, foi identificada uma mistura de taninos acetilados
derivados do 4-O-a-L-raminopiranosideo do acido elagico.

A fracdo AMSCr15 (Fluxograma sessao 6.2.6) também teve uma parte,
20,0 mg, submetida a CLAE nas mesmas condi¢des acima especificadas, originando

uma subfracdo, R153, contendo a mesma mistura.
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Cccv

XAD - 7; H20; H2O/Ace 1:1
MeOH/Ace 1:1
T.C.:4,5x63,0cm

XAMHMCS

48,6 mg

Particao liquido/liquido do extrato metandlico de

6.2.7. Extrato hidrometanolico do caule
HMSC
1,39
XAAHMCS XAHMCS
ccV
SEPHADEX-LH20 672,8 mg 305,9 mg
MeOH
T.C.: 3,0 x 46,0 cm,
11 fracoes
XAAHMC6 XAAHMCS
78,6 mg 97,3 mg
Subst. LXV Subst. LVIII
6.2.8.
folhas

70,0 g do extrato metandlico de folhas foram dissolvidos em 400 mL de
uma solucdo de H,O/MeOH 1:1 e submetidos a particdo liquido-liquido, sendo
extraidos trés vezes consecutivas, com 300 mL de cada um dos seguintes solventes:
diclorometano, acetato de etila e n-butanol, na ordem crescente de polaridade,

obtendo-se as fragdes determinadas na tabela 6-4.

Tabela 6-4- Resultado da parti¢éo liquido/liquido do extrato metandlico de folhas

Solvente Cédigo Massa obtida g
diclorometano DMFS 9,5
acetato de etila AMFS 14,6

n-butanol BMFS 12,0

agua AgMFS 12,5
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6.2.9. Fracao em acetato de etila do extrato metandlico de

folhas
AMFE
474q
CoW
F E.: silica comum
F..: Attitce 955 a MeOH
T.C.o50x30,0cm,17 fragdes
oY
Sephadex LH20

il AMFST + g AMFSi + b
TC:25%1000cm | AMISh+c 2358 mg 784,3 my
96 4 my !

10 fragdes

Ciov
Sephadex LH20
o
sephade: LH20 T 2,5 %1000 &m
MFScS AMFSE10 MeCH 8 fragiies
57.3 my 4,0mg TC:30x380cm
. g fracies
Substéncia L Subat. KHHIK b AMFSIE
13,3 my
Substancias
®L1+ XL
AWFS il AWFSTe
151 5 my &0 my
Substancia Subhstancia
LI HL

6.2.10. Fracao em diclorometano do extrato metandlico de
folhas e obtencao das Substancias XLV, XLVI e XLVIl em mistura

A particado DMFS, 9,2 g, foi submetida a CCV (T.C. 5,5 x 30,0 cm)
usando-se como F.E. silica comum, e sobre a mesma 5,0 cm de florisil, e F.M. inicial
Hx até MeOH. Apods reunidas as fragdes semelhantes, foram obtidas 17 fracdes. A
fracao DMFg, 381,8 mg, foi submetida a CCV (T.C. 3,0 x 25,0 cm) usando-se como
F.E. silica flash e F.M. inicial Dic/Ace 1:1 até MeOH. Apé6s reunidas as fracoes
semelhantes, foram obtidas 18 fragdes. A fracao DMFg7, 32,5 mg, foi identificada como

uma mistura dos triterpenos a-amirina, -amirina e lupeol.
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7.Estudo Fitoquimico de S. densiflora Berg —
Resultados e Discussoes
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7.1. Identificacao da Substancia XXXIX

quercetina

OH (6]

O extrato metandlico de folhas de S. densiflora, particdo acetato de etila,
apos varias etapas cromatogréaficas em silica e sephadex LH-20, forneceu a fracao
AMFSc10, 4,0 mg, sob a forma de pé amarelo brilhante amorfo.

A anélise do espectro de RMN de 'H (200 MHz, acetona-ds, Figura 7-1)
mostrou sinais caracteristicos de um flavonol com um sistema de substituicao 3’,4’ no
anel B: um sinal em & 7,82 (d, 2,0 Hz, H-2’), um sinal em & 7,70 (dd, 8,0 e 2,0 Hz, H-6’),
um sinal em & 7,00 (d, 8,0 Hz, H-5’); um sinal em & 12,17 (s, OH quelada na posicéo C-
5); dois sinais caracteristicos de um sistema de acoplamento AB no anel A,
correspondentes a 2H que mantém uma relacao meta entre si, em & 6,52 (d, 2,0 Hz, H-
8) e o outro em & 6,26 (d, 2,0 Hz, H-6).

Baseados nos dados acima e dados da literatura, foi proposta a estrutura
da quercetina (AGRAWAL, 1989).
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7.2. ldentificacao da Substancia XL

quercitrina

O extrato metandlico de folhas de S. densiflora, particdo acetato de etila,
apos varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, forneceu a fracao
AMFSfe, 8,0 mg, sob a forma de sélido amarelo brilhante.

A anélise do espectro de RMN de 'H (CDzOD, 400 MHz, Figura 7-6)
revelou que a amostra era um flavonol glicosilado com um sistema de substituicao 3',4’
no anel B: um sinal em & 7,33 (d, 2,1 Hz H-2’), um sinal em & 7,31 (dd, 8,3 e 2,1 Hz, H-
6’), um sinal em & 6,91 (d, 8,3 Hz, H-5’); dois sinais caracteristicos de um sistema de
acoplamento AB no anel A, correspondentes a 2H que mantém uma relagdo meta entre
si,em & 6,36 (d, 2,1 HZ, H-8) e o outro em & 6,19 (d, 2,1 HZ, H-6); sinais que indicavam
a presenca de acucar em & 5,34 (d; 1,5 Hz; H-1”, confirmando a ligacdo de
configuracao a do acucar a aglicona ), sinal em & 4,21 (dd; 3,3 e 1,7 Hz; H-2”); um sinal
em & 3,75 (dd, 3,3 e 9,3, H-3”); um sinal em & 3,41 (m, H-5"); um sinal em & 3,35 (d,
9,4 Hz, H-4”) e um sinal em & 0,93 (d, 6,1 Hz) caracterizando o grupo metila do acucar
ramnose.

A andlise do espectro de RMN de *C e DEPT135 (50 MHz, CD30OD;
Figura 7-2; Figura 7-3; Tabela 7-1) revelou um sinal para carbonila quelada de flavonol
em ©& 180,0; vérios sinais entre & 166,5 a 95,2 pertencentes a aglicona; os sinais
referentes aos carbonos carbindlicos entre & 73,7 a 72,3 e o sinal em & 18,1 confirmou
a presenca da molécula de ramnose.

O espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 7-5), revelou um pico
relativo ao ion pseudo molecular a m/z 447 [M-H]’, referente a uma férmula molecular
com Ca1H20011.
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As correlacbes obtidas pelo espectro de HMBC (Figura 7-4) entre o H
anomeérico, 6 5,34, e o C-3, & 136,6, indicaram a localizacao da ligagdo do aglcar a
aglicona no C-3.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos € na comparacdo com dados
da literatura (AGRAWAL, 1989; Tabela 7-1), a estrutura da 3-O-a-L-

ramnopiranosilquercetina ou quercitrina foi proposta.

Tabela 7-1- Dados do espectro de RMN de *C (50 MHz, CD;OD) da Substancia XL e

da 3-O-a-L-ramnopiranosilquercetina

3-0-a-L-
C SUBSTANCIA
RAMNOPIRANOSIL
(MULTIPLICIDADE) XL a
QUERCETINA

2 (s) 158,9 156,4
3 (s) 136,6 134,4
4 (s) 180,0 177,7
5 (s) 163,6 161,2
6 (d) 100,3 98,6
7 (s) 166,5 164,0
8 (d) 95,2 93,5
9 (s) 159,7 157,0
10 (s) 106,3 104,2
1'(s) 123,4 121,0
2' (d) 116,8 115,4
3’ (s) 146,8 1451
4' (s) 150,2 148,3
5' (d) 117,4 115,8
6' (d) 123,3 121,0
1" (d) 103,9 101,9
2" (d) 72,5 70,4
3" (d) 72,6 70,6
4" (d) 73,7 71,5
5" (d) 72,3 70,1

6" (q) 18,1 17,3

? (DMSO-ds; AGRAWAL, 1989)
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7.3. ldentificacao das Substancias XLI e XLIl em mistura

3-O-B-D-xilopiranosilquercetina 3-0O-a-L-arabinopiranosilquercetina
ou guaijaverina

O extrato metandlico de folhas de S. densiflora, particdo acetato de etila,
apos sofrer varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, forneceu a
fracao AMFSIi6, 13,3 mg, sob a forma de sélido amarelo brilhante.

A andlise do espectro de RMN de 'H (CD;OD, 400 MHz, Figura 7-11)
revelou que a amostra era uma mistura de dois flavonadis glicosilados com um sistema
de substituicdo 3’,4’ no anel B: um sinalem & 7,74 (d, 2,2 Hz, H-2’), um sinal em & 7,58
(m), um sinal em & 6,86 (d, 8,5 Hz, H-5’) e outro em & 6,85 (d, 8,4 Hz, H-5’); dois sinais
caracteristicos de um sistema de acoplamento AB no anel A, correspondentes a 2H
que mantém uma relagdo meta entre si, em & 6,38 (d, 2,1 Hz, H-8) e o outro em & 6,19
(d, 2,0 Hz, H-6). Também revelou sinais que indicavam a presenca de acucar em
ambos flavonéis em & 5,17 (d; 7,2 Hz; H-1”, confirmando a ligacdo de configuracao 3
do acucar a aglicona ) e 8 5,14 (d; 6,6 Hz; H-1", ligacao em configuracao a), além de
varios sinais referentes a H carbindlicos em & 3,89 (dd, 6,6 e 8,4 Hz); em & 3,82 (m);
em 8 3,77 (dd, 5,2 e 11,6 Hz); em & 3,64 (dd, 3,1 e 8,4 Hz); 3,51 (dd, 7,4 e 8,7 Hz); em
6 3,43 (dd, 3,1 e 11,6 Hz); em & 3,39 (t, 8,7 Hz); em & 3,10 (d, 11,5 Hz) e em & 3,75 (d,
11,6 Hz).

A analise do espectro de RMN de *C e DEPT135 (50 MHz, CDsOD,
Figura 7-8, Figura 7-9) revelou um sinal para carbonila de flavonol em & 179,7; varios
sinais entre & 166,9 a 95,2 pertencentes as agliconas, sendo alguns duplicados, o que

também corroborou com a hipétese de uma mistura. O sinal em & 104,9, relativo ao C
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anomeérico, juntamente com os sinais referentes aos carbonos carbinélicos entre 6 77,8
a 67,2, também duplicados e em numero de oito, sendo dois metilénicos e seis
oximetinicos, confirmaram ser os agucares do tipo pentoses.

O espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 7-10) revelou um pico
relativo ao ion pseudo molecular a m/z 433 [M-H], pertencente, pois, a dois isdbmeros
com uma férmula molecular de CzoH15011.

Através das correlacbes observadas no espectro de HMBC (400 MHz,
CD3;0D, Figura 7-7) entre os H anoméricos em & 5,17 e 5,14 com o carbono em &
135,9, foi possivel determinar o local da ligagéo dos acucares no C-3 da aglicona.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e na comparacdo com dados
da literatura (PLAZA et al., 2003; AGRAWAL, 1989; Tabelas 7-2 e 7-3), as estruturas
da 3-O-B-D-xilopiranosilquercetina e 3-O-a-L-arabinopiranosilquercetina  foram
propostas.
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Tabela 7-2- Dados do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;OD) da mistura das
Substancias XLI e XLIl e de RMN de 'H (600 MHz, CDsOD) e *C (150 MHz, CD3;OD)

dos grupos a-L-arabinopiranosila e B-D-xilopiranosila 2

1 'H (5 em 1 1 13
H i3 H H (& emppm, J C
. . ppm, Jem . .
Posicdo Substancia o _ Substancia em Hz) arabino-
Hz) xilopiranosila . _ _ _ _
XLI o _ XLII arabinopiranosila piranosila
xilopiranosila
5,17 (d, 5,14 (d,
1” 4,59 (d, 7,5) 105,0 4,43 (d, 7,0) 106,6
7,2) 6,6)
3,51 (dd, 3,31(dd, 7,5 3,89 (dd, 3,76 (dd, 7,0 e
2" 74,9 73,8
7,4 e 8,7) € 9,0) 6,6 € 8,4) 8,2)
3,39 (1, 3,64 (dd, 3,82 (dd, 3,0 e
3” 3,36 (t, 9,0) 78,0 74.6
8,7) 3,1e8,4) 8,2)
3,56 (ddd,
4” 3,82 (m) 45:90e 71,4 3,82 (m) 4,10 (m) 69,5
11,0)
3,75 (d,
3,77 (dd, 3,59 (dd, 3,0 e
3,28 (t, 11,0) 11,6)
5,2e 11,6) 12,0)
5” 3,96 (dd, 4,5 67,1 3,43 (dd, 66,8
3,10 (d, 3,87 (dd, 2,0 e
e 11,0) 3,1e11,6)
11,5) 12,0)

 (PLAZA et al., 2003)
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Tabela 7-3- Dados do espectro de RMN de '*C (50 MHz, CD3;OD) da mistura das
Substancias XLI e XLII e da 3-O-B-D-xilopiranosilquercetina e 3-O-B-D-

arabinopiranosilquercetina

3-0- B-D-
C 3-0-B-D-XILOPIRANOSIL P
MISTURA ARABINOPIRANOSIL
(MULTIPLICIDADE) QUERCETINA? b
QUERCETINA
2(s) 158,8 156,4 158,4
135,9
3 (s) 134,4 135,6
135,7
4 (s) 179,7 177,7 179,5
5 (s) 163,3 161,2 162,9
6 (d) 100,4 98,6 99,9
7 (s) 166,9 164,0 165,9
8 (d) 95,2 93,5 94,8
9 (s) 158,8 157,0 158,8
10 (s) 105,4 104,2 105,6
1'(s) 123,6 121,0 122,9
116,5
2' (d) 115,4 *
116,3
146,8
3 (s) 1451 145,9
146,3
150,2
4' (s) 148,3 149,9
150,3
117,7
5'(d) 115,8 *
117,5
123,3
6' (d) 121,0 1231
123,2
1" (d) 104,9 104,8 104,6
74,4
2" (d) 73,9 72,8
73,2
77,8
3" (d) 76,7 74,0
75,5
71,3
4" (d) 70,1 69,1
69,4
67,4
5" (1) 66,0 67,0
67,2

2 (DMSO-ds; AGRAWAL, 1989); °(CD;0D; AGRAWAL, 1989); * Sinais ndo observados
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7.4. Identificacao da Substancia XLIII

+ OH

OH
OH

2a,3p,6B-triidroxiolean-12-en-28-oato de B-D-glucopiranosila ou
6B-hidroximaslinato de B-D-glucopiranocosila

Do extrato metandlico, particao acetato de etila, de folhas de S. densiflora,
apos sofrer varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, foi obtida a
fracao AMFSfb, 151,5 mg, que se mostrou como um p6 branco e amorfo em mistura
com outras substancias nao identificadas, mas detectadas pela CCDA.

A férmula molecular C3zeHs301¢ foi deduzida a partir dos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 7-16), medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z 649 [M-H]". O pico a m/z 487 [M-H-162] indicou a saida de um
fragmento de acucar. Acredita-se que o pico em m/z 695 seja um artefato. O ponto de
fusdo foi observado a 144° C. O espectro de infravermelho revelou bandas
caracteristicas de grupo hidroxila (3389 cm™), de C-H de metila (2941, 1462, 1378 cm’
'), de C-H de metileno (2880 cm™), de C=0 de éster alifatico (1734 cm™), de C=C (1646
cm™), C-O de &lcool (1069 cm™) e C-O-C de éster (1028 cm™).

A anélise do espectro de RMN de *C (50 MHz, CsDsN, Figura 7-17;
Tabela 7-4) totalmente desacoplado revelou um sinal em & 176,9, indicando a
existéncia de carbonila de éster, por ser mostrar muito blindada para um grupo acido de
triterpeno; um sinal em & 143,9 (o outro sinal em & 123,5 s6 foi observado no espectro
de RMN de C/DEPT 135° Figura 7-18) relacionados a Csp, de triterpeno com
esqueleto oleaneno; sinais em & 96,1, 84,4 e 79,5 a 62,5 corroboraram a presencga de
acucar, juntamente com trés carbonos carbindlicos situados no esqueleto triterpénico.
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O espectro de RMN de *C/DEPT 135° (CsDsN, 50 MHz, Figura 7-18),
usando uma transferéncia de pulso de 135° para obter sinais positivos para CH e CHs e
negativo para CH,, permitiu caracterizar 3 C metinicos, 8 C metilénicos, sé6 um CH2
carbindlico, 7 metilicos e, por diferenca com o espectro de RMN de *C totalmente
desacoplado, os quaternarios.

O espectro de RMN de 'H (CsDsN, 400 MHz, Figura 7-12; Tabela 7-4)
revelou os seguintes sinais : um em & 6,28 (d, 8,0 Hz) referente ao H anomérico; um
em 0 5,52 (sl) referente ao H olefinico H-12; um em & 4,29 (m; H-2); um em & 3,43 (d, J
= 9,4 Hz), referente ao H-3 com configuracéo a/axial devido ao grande valor de J (logo
OH em beta/equatorial), determinando também a configuracdo do H-2 (B/axial) e do
respectivo grupo hidroxila (a/equatorial); varios sinais entre & 4,35 a 4,01, referentes
aos H carbindlicos; um em & 3,19 (dd, 4,1 e 13,2 Hz), referente ao H-18 do esqueleto
oleaneno e 7 sinais entre & 1,46 a 0,88 (s), confirmando que uma das 8 metilas,
caracteristica de triterpeno de esqueleto oleaneno, suportava um grupo carbonila de
éster. Sugere-se que o sinal referente ao grupo metila-24 esteja tao desblindado (o
1,79) por se encontrar excluido do cone de blindagem do grupo B-OH ligado ao C-6.

No espectro de HMBC (CsDsN, 400 MHz, Figura 7-14) foi observada a
correlacao entre o H cujo sinal estava em & 6,28 com o sinal referente a carbonila em &
176,9, determinando o local da ligacao do acucar ao C-28 da aglicona. As correlagbes
existentes entre os sinais em & 1,72 (Me-25, B) e 2,50 (H-7) com o C em & 67,9
reforgou a posicdo de uma das hidroxilas no C-6. Segundo valores dos C da tabela de
MAHATO & KUNDU (1994), o fato do grupo hidroxila se encontrar no C-6 em
configuracao beta, somado ao conjunto 2a,33-diOH, pode provocar um deslocamento
maior do C-1, variando de ~ & 38,0 para ~ & 50,0, o que foi observado e confirmado
através do espectro de COSY (CsDsN, 400 MHz, Figura 7-13) pelo acoplamento entre o
H com sinal em & 2,30 e os hidrogénios em & 1,39 (H-1b) e 4,29 (H-2) e a correlacao,
obtida no espectro de HSQC (CsDsN, 400 MHz, Figura 7-15), entre o H com sinal em &
2,30eo0Cemd504.

De acordo com os dados espectrais expostos acima, foi proposta a
estrutura do 6B-hidroximaslinato de B-D-glucopiranosila, embasada em comparacao
com os dados relatados na literatura para substancias correlatas (MAHATO & KUNDU,
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1994 ; ZUCARQO et al., 2000; ARRAMON et al., 2002; Tabela 7-4). Esta substancia é

inédita na literatura.

Tabela 7-4- Dados dos espectros de RMN de 'H, '*C, DEPT135 (400 e 50 MHz,
CsDsN) da Substancia XLIII (P), do acido 2a,3[,6B-triidroxiolean-12-en-28-6ico (Q) e

2a,3B,19a-triidroxiolean-12-en-24-6ico-28-oato de B-D-glucopiranosila (R)

T K
"H/P (JEM HZ) C/ MULTIPLICIDADE ¥c/p ¥ciQ? Bc/R P : /cﬁ; a,E)J EM
2,30 (dd) e 1,39 (m) 1 (1) 50,4 49,9 48,0 1,83e1,29
4,29 (m) 2 (d) 69,2 68,2 68,6 4,28 (dt; 9,5 ;4,5)
3,43 (d, 9,4) 3 (d) 84,4 83,9 84,3 3,42 (d; 9,5)
4 (s) 39,7 39,2 50,1
1,16 (m) 5 (d) 56,9 56,4 57,0 1,18
4,39 (m) 6 (d) 67,9 67,4 20,8 4,85
2,50 e 1,23 (m) 7 (1) 32,8 41,1 33,0 1,86
8 (s) 41,1 40,6 40,2
9 (d) 49,1 48,6 47,9 1,99
10 (s) 38,7 38,3 39,1
2,14 (, 3,8) 11 (1) 24.4 23,9 24.4
5,52 (sl) 12 (d) 123,5 122,7 124,0 5,57 (tl)
13 (s) 143,9 1440 144,3
14 (s) 43,2 42,6 42,2
15 (t) 28,6 28,1 28,9
16 (t) 24,4 23,6 28,0 2,20
17 (s) 47,4 43,3 46,5
3,19 (dd, 4,1 € 13,2) 18 (d) 42,2 41,9 44,7 3,33 (dd; 14 e 4)
1,30 e 1,78 (m) 19 (1) *46,7 46,5 80,9 2,32 ¢ 1,40
20 (s) 31,1 30,8 35,6
21 (1) 34,4 34,1 29,1
22 (1) 28,6 33,1 33,4 1,85
1,46 23 (q) *29,0 29,0 25,2 1,46 (s)
1,79 24 (q) 19,6 19,1 180,1 1,78 (s)
1,72 25 (q) 19,2 18,4 17,5 1,71 (s)
1,70 26 (q) 19,6 18,3 15,2 1,61 (s)
1,25 27 (q) 26,5 26,2 24,8 1,30 (s)
28 (s) 176,9 180,0 177,3
0,92 29 (q) 33,5 33,2 28,8 0,96 (s)
0,88 30 (q) 24,1 23,6 24,6 1,02 (s)
6,28 (d, 8,0) 1 96,2 95,9 6,32 (d, 8,0)
4,21 (t,8,3€8,9) 2 74,4 74,1 4,18 (1)
4,27 (m) 3 78,9 78,9 4,25 (t)}(’K
4,35 (d, 9,4) 4 71,5 71,0 4,40
4,01 (m) 5 79,5 79,4 4,00 (1)
4,45 (dd, 2,1 e 11,7) 62,5 62.1 441 (s *

4,39 (m)

2 (300 e 75 MHz, CsDsN; ZUCARO et al., 2000); ° (400 e 100 MHz, CsDsN; ARRAMON et al., 2002); *

valores obtidos no espectro de 'Hx'*C HSQC
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7.5. Identificacao da Substancia XLIV

acido arjundlico

Do extrato metandlico, particdo diclorometanica, de caule de S. densiflora,
apos varias etapas cromatograficas em silica flash e sephadex LH-20, foi obtida a
fracado DMC836, 12,0 mg, a qual se mostrou como um pd branco e amorfo. Apds a
fracdo ser eluida com Dic/Ace 8:2 com duas gotas de HAc na CCDA e revelada com
vanilina sulfurica, foi observada uma mancha azul.

A férmula molecular C3oH4s05 foi deduzida a partir dos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 7-20), medida no pico do ion
pseudomolecular a m/z 487 [M-H].

A anélise do espectro de RMN de C (50 MHz, CsDsN, Figura 7-19,
Tabela 7-5) totalmente desacoplado revelou um sinal em & 180,4, indicando a
existéncia de carbonila carboxilica; dois sinais em & 145,0 e 122,6 relacionados a Csp>
de triterpeno com esqueleto oleaneno e trés sinais em & 78,4; 69,1 e 66,6 para
carbonos carbindlicos.

O espectro de RMN de '°C/DEPT135° (CsDsN, 50 MHz, Figura 7-23),
usando uma transferéncia de pulso de 135° para obter sinais positivos para CH e CHs e
negativo para CHy, permitiu caracterizar os C metinicos, metilénicos, incluindo um CHy
carbindlico, metilicos e, por diferenca com o espectro de RMN de '°C totalmente
desacoplado, os quaternarios.

O espectro de RMN de 'H (acetona-ds, 400 MHz, Figura 7-24) revelou os
seguintes sinais : um em & 5,25 (i, J = 3,5 Hz) referente ao H olefinico H-12; um em &
3,67 (m; H-2); um em & 3,55 e outro em & 3,28 (ambos d; J = 10,8 Hz; H-23 geminais);
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um em o 3,39 (d; J = 9,5 Hz) referente ao H-3 em configuracdo axial e,
consequentemente com os grupos hidroxila nos C-2 e 3 em equatorial/alfa e beta
respectivamente; um em & 2,29 (dd; J = 3,4 e 12,1 Hz) ainda atribuido ao H-1, devido
acoplamento deste com o outro H-1 em & 1,43 e com o H-2 em & 3,67 obsevado no
espectro de COSY (CsDsN, 400 MHz, Figura 7-21); seis sinais em & 1,17; 1,03; 0,94;
0,92; 0,80 e 0,72 (todos s) relativos aos 6 grupos metilas, confirmando que uma das 8
metilas, caracteristica de triterpeno de esqueleto oleaneno, continha um grupo OH e a
outra havia se oxidado, formando um grupo carboxila. O mesmo espectro realizado em
piridina deuterada néo ficou suficientemente resolvido na area dos H carbindlicos.

Foi proposta a estrutura do &cido arjunélico, ou acido 2a,3[3,23-triidroxi-
olean-12-en-28-6ico, confirmada através da comparacdo com os dados relatados na
literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; Tabela 7-5; Figura 7-22).

180.432
—149.900
—145.008
—122.638

78.364

69.063

66.629

-

180 170 160 150

Figura 7-19- Espectro de RMN de '*C (50 MHz, CsDsN) da Substancia XLIV
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Tabela 7-5- Dados dos espectros de RMN de '*C e DEPT135 (50 MHz, CsDsN) da

Substancia XLIV e do acido arjunélico

C/ MULTIPLICIDADE SUBSTANCIA XLIV ACIDO ARJUNOLICO ?
1 (1) 47,8 47,1
2 (d) 69,0 68,9
3 (d) 78,3 78,7
4 (s) 43,8 43,5
5 (d) 48,3 48,4
6 (1) 18,7 18,6
7 () 33,4 33,1
8 (s) 39,9 40,1
9 (d) 48,1 48,5
10 (s) 38,6 38,5
11 (1) 23,9 23,8
12 (d) 122,6 123,5
13 (s) 145,0 1441
14 (s) 42,4 42,4
15 (t) 28,4 28,3
16 (1) 24,1 23,9
17 (s) 46,8 47,0
18 (d) 42,1 43,5
19 (1) 46,6 46,3
20 (s) 31,1 30,7
21 (t) 34,4 34,2
22 (t) 33,0 33,0
23 (1) 66,6 67,2
24 (q) 14,5 14,0
25 (q) 17,7 17,6
26 (q) 17,5 17,2
27 (q) 26,3 26,1
28 (s) 180,4 178,6
29 (q) *33,0 32,9
30 (q) 23,7 23,7

4 (MAHATO & KUNDU, 1994); * Sinal observado na projegao de carbono do espectro
de 'Hx'°C HSQC
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Figura 7-20- Espectro de massas (ESI, modo negativo) da Substancia XLIV
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Figura 7-21- Espectro de 'H-"H COSY (400 MHz, CsDsN) da Substancia XLIV
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Figura 7-24- Espectro de RMN de "H (400 MHz, acetona-ds) da Substancia XLIV
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7.6. ldentificacao das Substancias XLV, XLVI e XLVIl em mistura

a-amirina B-amirina lupeol

O extrato metandlico de folhas de S. densiflora, particao diclorometanica,
apoés sofrer varias etapas de fracionamento em silica, forneceu a fragdo DMFgh78, 32,5
mg, que se apresentou como um sélido branco e amorfo.

A analise do espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz, Figura 7-28) revelou
ser uma mistura de triterpenos devido aos seguintes sinais: seis sinais em 8 0,76; o
0,79; 6 0,83; 6 0,94; 6 0,96 e & 1,03 (todos s) referentes aos hidrogénios de grupos
metila; um sinal em & 1,68 (s) referente a um grupo metila ligado a carbono sp»; um
sinal em & 2,38 (m) referente a um hidrogénio alilico (H-19); um sinal em 6 3,18 (dd, J =
11,1 e 5,1 Hz) relativo a um hidrogénio carbindlico em configuracdo o, e
consequentemente o grupo hidroxila se encontra em configuracao B; um sinal em &
3,23 (dd, J = 10,2 e 5,9 Hz) de intensidade pequena (parcialmente encoberto pelo sinal
em § 3,18, com intensidade muito maior) também referente a hidrogénio carbindlico em
configuracao o; um sinalem 64,56 (dd,J=25¢e 1,3Hz)eem 4,69 (d, J=2,4 Hz)
referentes a H de dupla exociclica; um sinal em & 5,18 (m) e outro em 6 5,13 (m) com
intensidades bem menores que os dois primeiros, todos dois referentes a hidrogénios
olefinicos caracteristicos de triterpenos com esqueleto 12-oleaneno e 12-urseno
(AHMAD & RAHMAN, 1994).

A analise do espectro de RMN '®C (CDCls, 50 MHz, Figura 7-25) revelou
varios sinais referentes a carbono sp, em & 150,8; 145,1; 139,3; 124,4; 121,7 e outro
em 109,3. O conjunto de sinais em 150,8 e 109,3 foi atribuido a carbonos de ligacao

dupla exociclica caracteristica de triterpenos com esqueleto lupanico. O conjunto de
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sinais em & 145,1 e 8 121,7 foi atribuido a carbonos olefinicos caracteristicos de
triterpenos com esqueleto 12-oleaneno e o outro conjunto de sinais em 6 139,3 e &
1244 foi atribuido a carbonos sp. caracteristicos de triterpenos com esqueleto 12-
urseno. Foram ainda observados um sinal em & 78,9, referente a carbono carbindlico, e
varios sinais entre 6 59,0 a 15,3. Nao foram observados todos os sinais referentes aos
grupos metilas das trés substancias (Tabela 7-6)

A férmula molecular C3oHs00 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ionizacao por impacto eletrénico (Figuras 7-26 e 7-27), o qual
forneceu o pico do ion molecular a m/z 426 [M]* .

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e na comparacdo com dados
da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; Tabela 7-6) foram propostas as estruturas do

o-amirina, B-amirina e lupeol.

150.814
121.708
—109.302

—145.111
-—139.539

g MMMW h ‘ M»MMMMEMMMWW‘WM“M MML L“HM

150 140 130 ) 120 110 100 % 80 70 60 50 40 30 20

Figura 7-25- Espectro de RMN *C (50 MHz, CDCls) da mistura das Substancias XLV,
XLVI e XLVII
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Tabela 7-6- Dados do espectro de RMN '*C (50 MHz, CDCl;) da mistura das

Substancias XLV, XLVI e XLVII; do lupeol, a-amirina e B-amirina

Carbono Mistura Lupeol®  a-amirina? B-amirina
1 38,7 38,7 38,7 38,7
2 27,4 27,4 27,3 27,2
3 78,9 78,9 79,0 78,3
4 38,8 38,8 38,8 38,7
5 55,3 55,3 55,3 55,2
6 18,3 18,3 18,5 18,3
7 34,3 34,2 32,8 32,9
8 40,8 40,8 38,8 40,0
9 50,4 50,4 47,7 47,7
10 37,1 37,1 37,6 36,9
11 20,9 20,9 23,6 23,3
12 25,1;124,4 e 121,7 25,1 121,8 124,3
13 38,0; 139,3 e 1451 38,0 1451 139,3
14 42,8 42,8 41,8 42,0
15 27,4 27,4 26,2 28,7
16 35,5 35,5 27,0 26,6
17 43,0 43,0 32,5 33,7
18 48,3 48,2 47,4 58,9
19 47,9 47,9 46,9 39,6
20 150,8 150,9 31,1 39,6
21 29,8 29,8 34,8 31,2
22 40,0 40,0 37,2 41,5
23 28,0 * 28,0 28,2 28,1
24 15,3 * 15,4 15,5 15,6
25 16,1 * 16,1 15,6 15,6
26 16,0 * 15,9 16,9 16,8
27 145* 14,5 26,0 23,3
28 18,0 * 18,0 28,4 28,1
29 109,3 109,3 33,3 17,4
30 19,3 * 19,3 23,7 21,3

# (MAHATO & KUNDU, 1994); * s6 foram observados estes sinais referentes aos

grupos metilas
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Figura 7-28- Espectro de RMN "H (400 MHz, CDCls) da mistura das Substancias

XLV, XLVl e XLVII
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7.7. ldentificacao da Substancia XLVIII

sitosterol

Do extrato metandlico, particdo acetato de etila, da casca da raiz de S.
densiflora, apds uma etapa cromatografica em silica, foi obtida a fracdo AMSCRS6, 5,8
mg, a qual se mostrou como um sélido branco amorfo.

A analise do espectro de RMN de '*C (50 MHz, CDCls) revelou dois sinais
caracteristicos de C sp.em & 140,9 e 121,9, além de evidenciar a presenca de um C
carbindlico em & 72,0 e outros sinais caracteristicos de esterol (FURUYA et al., 1987;
TANDOM et al., 1990; Tabela 5-14).

A anélise do espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls, Figura 7-29)
apresentou um sinal em & 5,35 (dl, J = 4,8 Hz) caracteristico do H-6 dos fitoesterdis,
assim como os sinais entre & 1,02-0,67 (todos s) referentes aos H metilicos. Em & 3,58
(m) foi observado o sinal caracteristico do H-3 carbindlico.

Baseando-se nos dados espectrais acima e dados da literatura (FURUYA
et al., 1987; TANDOM et al., 1990; Tabela 5-14) foi proposta a estrutura do sitosterol.

Figura 7-29- Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) da Substancia XLVIII
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7.8. Identificacao da Substancia XIX

Do extrato metandlico, particao diclorometanica, do caule de S. densiflora,
apos varias etapas cromatograficas em placa preparativa de silica e sephadex LH-20,
foram obtidos, da fracdo DMC62, 2,9 mg de uma substancia incolor de cheiro vanilado.

A andlise do espectro de RMN de 'H (acetona-ds, 400 MHz, Figura 7-30)
mostrou um conjunto de sinais caracteristicos de anel benzénico trissubstituido em &
6,99 (dd; J= 8,2 € 2,0 Hz, H-6’), em & 7,19 (d; J= 2,0 Hz, H-2’) e em 6 6,81 (d; J= 8,2
Hz, H-5’), além de um sinal em & 3,89 (s) referente a uma metoxila.

A férmula molecular CgHgO4 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI, modo negativo, medida no pico do ion pseudo molecular
am/z167 [M-HJ.

Com base nos dados espectrais obtidos e nos dados relatados na
literatura (SAKUSHIMA et al., 1995), a substancia foi identificada como &cido vanilico.
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Figura 7-30- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-dg) da Substancia XIX
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7.9. Identificacao da Substancia XLIX

O extrato metandlico, particdo acetato de etila, da casca da raiz de S.
densiflora, ap6s varias etapas cromatograficas em silica, sephadex LH-20 e CLAE,
forneceu as fragcbes 11se4, R19df, 11xd4 e R19c, 15,0 mg. O extrato metandlico,
particdo acetato de etila, do caule forneceu a fragdo AMC3e e a particao
diclorometanica forneceu a DMC865, 15,0 mg, as quais se apresentaram como um po
branco em forma de cristais aciculares finos.

A analise do espectro de RMN de 'H (200 MHz, acetona-ds) mostrou um
sinal em & 7,12 (s) integrando para 2H.

A férmula molecular C7HgOs foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 7-31), medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z 169 [M-H].

Com base nos dados espectrais obtidos e nos dados relatados na

literatura (TIAN et al., 2000), foi proposta a estrutura do acido galico.

MARGARETHR19df200103

MARGR19df 139 (1.511) Sm (Mn, 4x0.80); Cm (105:183-(7:94+211:310)) Scan ES-
100+ 169.0 1.05e6

1129

591

GMLJMK “““““““ L ““““““““““ N [S——.

Figura 7-31- Espectro de massas, ESI modo negativo, da Substancia XLIX
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7.10. Identificacao da Substancia L

O extrato metandlico da casca da raiz, particdo acetato de etila, de S.
densiflora, ap6s varias etapas cromatograficas em silica, sephadex LH-20 e CLAE,
forneceu a fracdo 11se2, 3,5 mg, e o extrato metandlico das folhas, particdo acetato de
etila, forneceu a fracdo AMFSc5, 57,3 mg, as quais se apresentaram como um poé
branco em forma de cristais aciculares finos.

A andlise do espectro de RMN de 'H (200 MHz, acetona-ds) mostrou um
sinal em & 7,25 (s) integrando para 2H e um sinal em & 3,61(s) integrando para 6H .

A férmula molecular CgH1¢Os foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI modo negativo (Figura 7-32),medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z 197 [M-H]J.

Com base nos dados espectrais obtidos e nos dados da literatura (HUNG
& YEN, 2002), foi proposta a estrutura do acido siringico.

MARGR11pc 524 (3.087) Cm ((458:674+790:926+244:388)) Scan ES-
1004 135.0 1.57e7

135.3

135.5

197.1

153.0

113.0 167.3

A/J’Aﬂ\ﬂ/\/w I

L o e s i e A s e A A R S0 AN A M s A U A AR RS ASAE A Wit s LR A L s W RO AR A N1 74
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

Figura 7-32- Espectro de massas, ESI modo negativo, da Substancia L
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7.11. ldentificacao da Substancia LI

Do extrato metandlico, particdo acetato de etila, da casca da raiz de S.
densiflora, apdés varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-20, foram
obtidos 100,0 mg deste acido, como pd amarelo palido amorfo, das fracdes R126d e
R18a2.

A anélise do espectro de RMN de 'H (CD;OD, 200 MHz) mostrou um sinal
em o 7,47 (s).

A féormula molecular C14HsOg foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI modo negativo, medida no pico do ion pseudo molecular
a m/z301 [M-H] (Figura 7-33).

Com base nos dados espectrais obtidos e nos dados da literatura
(MAMMELA et al., 2000; NAWWAR et al., 1994), foi proposta a estrutura do acido
elagico.

MARGR18a2neg 80 (1.493) Cm ((73:100+115:145+43:63)) Scan ES-
100+ 9.595

301.0
300.6- |

255.3 291.0

164.9

i 134.8 1503
WW
R

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

4474
311.1325.4339.5 355 4

178.9 1833 214.9 247.0)

489.6

Figura 7-33- Espectro de massas, ESI modo negativo, da Substancia LI
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7.12. Identificacao da Substancia LIl

COOH

MeO OMe
acido 2,4,6-trimetoxibenzoico

OMe

Do extrato metandlico, particao diclorometanica, do caule de S. densiflora,
apos varias etapas cromatograficas em placa preparativa de silica e sephadex LH-20,
foram obtidos, da fracdo DMC5d5, 2,6 mg de uma substancia amarela de cheiro
adocicado.

A andlise do espectro de RMN de 'H (acetona-ds, 400 MHz, Figura 7-34)
revelou um sinal em & 7,33 (s), integrando para 2H, e dois sinais em & 3,95 e 3,90
(singletos), integrando para nove hidrogénios no total. O espectro de RMN de '°C
(acetona-dg, 100 MHz, Figura 7-35) revelou somente quatro sinais, sendo dois
referentes a porcao aromatica em & 146,7 e 106,7 e dois referentes as metoxilas em &
56,5 e 52,1. Se as posicdes das metoxilas fossem 3, 4 e 5, a metoxila 4 deveria ter um
deslocamento em cerca de & 60,0, caracteristica de metoxila ligada a carbono orto
diortossubstituido (ARRUDA, 1990), o que nao foi observado no espectro.

A foérmula molecular C1oH120s, referente a 212 g/mol, ndo pode ser
confirmada com base nos dados obtidos pelo espectro de massas devido este néo
haver revelado o pico do ion pseudo molecular, tanto pelo tipo de ionizacdo por
eletrospray quanto pelo APCI, no modo positivo ou negativo.

Com base nos dados espectrais obtidos e de dados relatados na literatura
(RUSSEL et al., 1990), foi proposta a estrutura do acido 2,4,6-trimetoxibenzéico.
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F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20031204
Time 1.21
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinuy
PULPROG zgpr

D 65536
SOLVENT Aceton
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0s 0
SwH 8416.883 Hz
FIDRES 0.123854 Hz
AQ 4.,0370674 sec
RG 456.1

OW 61.600 usec
DE 6.00 usec
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D12 0.00002000 sec
013 0.00000300 sec
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SFO1 400.1332786 MHz

F2 - Processing parameters
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WON EM

SsB 0

L8 0.00 Hz
68 o

PC 1.00

1D NMR plot parameters

cX 20.00 cm
F1P 7.824 ppm
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F2 219.70 Hz
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HZEM 145.54413 Hz/cm

Figura 7-34- Espectro de RMN de 'H (400 MHz,

acetona-dg) da Substancia LIl
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Figura 7-35- Espectro de RMN de '3C (100 MHz, acetona-dg) da Substancia LII
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7.13. Identificacao das Substancias LIl e LIV em mistura

CHO
OMe
MeO OMe
~. _CHO
MeO OMe
OMe
2,4,6-trimetoxibenzaldeido trans-2,4,6-trimetoxifenilpropenaldeido

Do extrato metandlico, particao diclorometanica, do caule de S. densiflora,
apos varias etapas cromatograficas em placa preparativa de silica e sephadex LH-20,
foram obtidos, da fragdo DMC5qd, 8,3 mg de um p6é amorfo amarelo, de cheiro
adocicado.

A andlise do espectro de RMN de 'H (acetona-ds, 400 MHz, Figura 7-36)
revelou um sinal em & 9,80 (s) e um em & 9,62 (d; J= 7,8 Hz), caracteristicos de H
aldeidicos; dois sinais atribuidos a uma porcao fenilpropenoidica com os H olefinicos
em configuracdo trans, devido apresentarem valores altos de J em & 7,55 (d; J= 15,8
Hz) e & 6,67 (dd; J= 15,8 e 7,6 Hz); dois sinais em & 7,22 e 7,07 (singletos) referentes
aos hidrogénios aromaticos, quimica e magneticamente equivalentes; dois sinais em &
3,97 e 3,96 (singletos intensos) relativos aos H dos grupos metoxilas.

A constituicdo da mistura foi confirmada com base nos dados obtidos pelo
espectro de massas, ESI modo positivo, o qual apresentou trés picos relativos aos
respectivos ions pseudo moleculares a m/z 283 [M+H]", referente a uma substancia ou
aduto nao identificado; m/z 223 [M+H]* e m/z 197 [M+H]" das respectivas substancias
em questdo com férmulas moleculares C12H1404 € C1oH1204.

Com base nos dados espectrais obtidos e nos dados de substancias
relatadas na literatura (NEVILLE, 1972), foi proposta a estrutura do trans-2,4,6-

trimetoxifenilpropenaldeido e do 2,4,6-trimetoxibenzaldeido.
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Figura 7-36- Espectro de RMN de "H (400 MHz, acetona-ds) da mistura das
Substéancias LIl e LIV
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7.14. Identificacao da Substancia LV

HOH CD\CHO 5-hidroximetil-2-furfuraldeido
2

0

Do extrato metandlico, particao diclorometanica, do caule de S. densiflora,
apos varias etapas cromatograficas em silica flash, placa preparativa de silica e
sephadex LH-20, foram obtidas as fracbes DMC698 e DMC7Ec, 10,0 mg, sob a forma
de um 6leo amarelo.

A anélise do espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz, Figura 7-38)
revelou um sinal em & 9,60 (s, 1H) caracteristico de H aldeidico; dois sinais em 6 7,21 e
6,52 (d, 3,6 Hz, 1H cada) peculiares de H ortoacoplados de um penta heterociclo
aromatico, podendo ser do tipo furano ou pirrol (KEMP, 1986; Tabela 7-7) e um sinal
em 0 4,73 (s, 2H). Este mesmo sinal, no espectro realizado com acetona (acetona-ds,
400 MHz, Figura 7-40), se modificou em um sinal do tipo dubleto em & 4,63 (6,0 Hz,
2H) e 4,80 (t, 6,0, 1H), mais tarde atribuidos aos H do grupo hidroximetilico e hidroxila
respectivamente.

A anélise do espectro de RMN '3C (CDCls, 50 MHz, Tabela 7-8, Figura
7-42) mostrou um sinal em & 178,1 que, a principio, poderia ser atribuido a uma
carbonila carboxilica, porém, consultando-se uma tabela de valores de deslocamento
para C (SILVERSTEIN, 1991; Tabela 7-7), também se encaixaria como uma carbonila
aldeidica conjugada pertencente a um 2-furano ou 2-pirrolcarboxialdeido, fato mais
condizente com o sinal de H aldeidico observado no espectro de RMN de 'H. Além
deste, foram observados quatro sinais relativos a C sp> e um sinal em & 57,5, o qual
poderia ser referente a um grupo metoxila, porém sua correlacdo, no espectro de
HSQC (acetona-dg, 400 MHz), com o H em & 4,73 descartou esta hipbtese, devido o
sinal estar muito desblindado para ser do tipo metoxilico.

As correlacoes observadas nos espectros de HSQC e HMBC (acetona-de,
400 MHz, Figura 7-39, Figura 7-43) contribuiram para a definicdo dos valores de

deslocamento imputados aos respectivos atomos da molécula.

242



A formula molecular CgHgO3 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, EM/CG-IE (Figura 7-41), o qual apresentou o pico relativo ao
respectivo ion molecular a m/z 126 [M]".

A estrutura da substadncia LV foi confirmada com base nos dados
espectrais, a partir da biblioteca de compostos do CG e de dados da literatura
(KULKARNI et al., 1989) como o 5-hidroximetil-2-furanocarboxaldeido ou 5-hidroximetil-
2-furfuraldeido.

Segundo dados do Chemical Abstracts (1987-1991), esta substancia ja foi
isolada de raizes de Cirsium chlorolepis (Asteraceae), entre outras plantas. E
precursora de aminoacidos e proteinas; produto de degradacéo de glicose em infusao
e, por isto, indicador de qualidade do café. Também é uma das substancias
responsaveis pelo aroma de biscoitos assando e chocolate.

O furfuraldeido é um produto caracteristico de pentoses quando tratadas
com &cido (MORRISON & BOYD, 1972; Figura 7-37). Como o extrato nao foi
submetido a tratamento semelhante, talvez a substancia identificada seja produto de

degradacgao natural de hexoses ou pentoses, muito abundantes na planta.

CHO
H,0, H30* | —3H,0 U\
CsHgO4)n CHOH
(CsHgOg4) - > ( )3 — > o CHO
pentosanas CH>,OH
pentose furfural

Figura 7-37- Reacgéo de degradacao acida de pentoses (MORRISON & BOYD, 1972)
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@ 5@2 @\CHO @\CHO

furano pirrol furano-2-carboxaldeido pirrol-2-carboxaldeido

Tabela 7-7- Dados de deslocamentos de RMN *C, 'H e J para o pirrol, furano e

respectivos 2-carboxaldeidos ?

J (1-2) (1-3) (2-3) (2-4) (2-5) (3-4)
J (Hz) furano 1,3-2,0 0-1 1-2 31
3,8
J (Hz) pirrol 2-3 2-3 2-3 1-2 1,5-2,5 3-4
Posicéao 2 3 4 5 CHO
5'3Cfurano  144,0 111,0
5 'H furano 7,4 6,3
5 '3C pirrol 118,0 108,0
5 H pirrol 6,5 6,1
5 '3C furano-
2- 153,3 121,7 112,9 148,5 178,2
carboxaldeido
5 '3C pirrol-2-
134,0 123,0 112,0 129,0 178,9

carboxaldeido
2 (SILVERSTEIN, 1991; KEMP, 1986)
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Figura 7-38- Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls) da Substancia LV
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Figura 7-39- Espectro de 'Hx'*C HMBC (400 MHz, acetona-ds) da Substancia LV
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Figura 7-41- Espectro de massas, EM/CG-IE, da Substancia LV
Rampa: 100/1/7/250/5; tempo de retencao do aldeido: 5,4 minutos

Tabela 7-8- Dados dos espectros de RMN de '*C (50 MHz, CDCls), 'H (400 MHz,
acetona-dg) e 'Hx'*C HMBC (400 MHz, acetona-ds) da Substancia LV

Posicao 6C 0 H (Jem Hz) HMBC
2 153,4
3 123,7 7,38 (d, 3,5) H3-C4, C2, C5
4 110,2 6,58 (d, 3,5) H4-C3, C2, C5
5 162,9
CHO 178,1 9,59 (s) CHO-C2
CH-OH 57,5 4,63 (d, 6,0) CH>OH-C4 e C5

CH-OH 4,80 (t, 6,0) CHOH- C5
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7.15. Identificacao das Substancias LVI e LVIl em mistura

0 OH HO

- OH
HO OH
Ri= H e R,= a-OH = casuarinina ou 1-C,2,3-O-[(S)- C? O?

hexaidroxidifenoil]-4,6- O-[(S)-hexaidroxidifenoil]-5-
O-galoil-B-D-glucosideo

R.= H e Ry= B-OH = stachyurina ou 1-C,2,3-O-[(S)-
hexaidroxidifenoil]-4,6- O-[(S)-hexaidroxidifenoil]-5-

O-galoil-a-D-glucosideo HO

HO

O extrato metandlico de casca da raiz, de caule e folhas de S. densiflora,
particao acetato de etila, ap6s varias etapas cromatograficas em silica e sephadex LH-
20, forneceu as fragées R11xf, R19hj, R12j, R12h, R127, R20H e AMC6w, 130,0 mg,
sob a forma de pé marrom avermelhado cristalino brilhante.

A fracao R20H foi eluida com AcOEt/HAc 95:5 em CCDA e revelada com
vanilina sulfurica, originando uma mancha verde; com FeCls, uma mancha azul escura.

A anélise do espectro de RMN de 'H da fragdo R19hj (200 MHz, CD;0OD)
revelou sinais caracteristicos de tanino hidrolisavel: um sinal em & 7,06 (1 singleto para
2H, grupo galoil) e trés sinais em 6 6,80; 6,48 e 6,36 (3 singletos, 1H cada, referente
ao grupo hexaidroxidifenoil-HHDP), e sinais de H carbindlicos entre & 5,51-4,01, sendo
o sinal em & 5,50 (d; J = 4,8 Hz) atribuido ao H anomérico em configuracdo
(consequentemente OH em a). Uma semana apds, sem retirar-se a amostra do tubo de
ressonancia, o espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD, Figura 7-46) revelou ainda
um sinal em & 6,00 (d; J = 1,9 Hz), o qual foi atribuido ao H anomérico em configuracao
a (consequentemente OH em [), devido a constante de acoplamento pequena.
Segundo a literatura (MULLER, 1994; SPENCER et al., 1990), os taninos sdo muito
sensiveis ao solvente em que se encontram, e a solvatacao tem papel muito importante
na determinacdo das propriedades dos polifendis, podendo a unidade de acucar
assumir conformagdes diferentes, o que explicaria o aparecimento de valores de
deslocamentos e J diferentes para os hidrogénios carbindlicos, mas ndao um sinal de H

anomérico em configuragcdo a se revelando posteriormente, o qual se manteve no
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espectro, mesmo depois de 2 semanas passadas no tubo, e em maior propor¢ao do
que o sinal do H anomérico referente a configuracao . Apds seca a amostra anterior e
redissolvida em acetona-de/D-O (Figura 7-47), o fenébmeno de mistura também ocorreu,
ficando em maior proporcdo o0s sinais referentes a substancia de hidrogénio
anomérico em configuracdo . Mais tarde, foi realizado o espectro da fracgdo AMC6w,
sendo esta identificada como a casuarinina pura (400 MHz, acetona-ds/D2O, Figura
7-48).

A andlise do espectro de RMN de '*C (50 MHz, CDsOD, Figura 7-45,
Tabela 7-9), feita no mesmo dia em que se fez o primeiro espectro de RMN de 'H em
CD3;OD, porém 8h depois, revelou 4 sinais de carbonila de éster (sendo que o sinal em
0 167,6 estava de intensidade duplicada), diversos sinais entre 6147,6-105,5 e 9 sinais
de C carbonilicos, caracterizando uma mistura. O espectro de RMN de '*C/DEPT135
(50 MHz, CD30OD, Figura 7-44, Tabela 7-9), realizado uma semana depois, revelou
somente 6 sinais referentes ao acgucar, sendo o de valor mais desblindado, & 79,7,
atribuido a C-2, caracteristica de taninos C-glicosidicos com o centro anomérico em
configuragéo a. Apenas um sinal referente a CH2 em & 65,1, com o restante relativo a
CH, incluindo-se 4 sinais entre 6 110,2-106,8 de CH aromatico. Foi feito um espectro
de RMN de "*C/DEPT135 (50 MHz, acetona-ds, Figura 7-51), de outra fragdo, R11xe,
identificada como a Substancia LVI pura e somente 6 sinais de acucar foram
observados, sendo o de valor mais desblindado, & 76,5, atribuido a C-2, caracteristica
de taninos C-glicosidicos com o centro anomérico em configuragao .

A hipotese para explicar tal fato € que talvez possa ter ocorrido uma
reacao de epimerizacao da casuarinina (ja que o centro anomérico se encontra livre de
acilacao) devido presenca de impurezas acidas no solvente deuterado, ou mesmo uma
solvolise, formando-se como intermediario um carbocation benzilico no C-1 (segundo
QUIDEAU & FELDMAN (1996), esta espécie tem sido sugerida como intermediario na
geracao de taninos elagicos C-glicosidicos substituidos na posicao 1 por flavan-3-ol),
sendo este atacado na face mais estavel e desimpedida pelo grupo hidroxila da agua e
a stachyurina, com a hidroxila em B, seja um artefato (proposta de reacdo no Esquema
7-1), pois ela nao foi encontrado em outras fracées dos extratos pesquisados.

Segundo YOSHIDA et al. (1991), a vescalagina e stachyurina sofreram
solvolise em condigcbdes brandas (37 C, 12 h), quando tratadas com MeOH/F;CCOOH
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ou MeOH, transformando-se nos respectivos produtos C-1 metoxilados, mantendo-se a
configuragdo B. Ja a castalagina e casuarinina ndo foram afetadas sob as mesmas
condicdes (100 h depois ou 4 dias). A explicacado para tal fato baseou-se no menor
impedimento estérico na posicao B de C-1 e/ou a estabilizacao do grupo a-hidroxila de
C-1 por ligacao hidrogénio com o grupo hidroxila vizinho da parte HHDP no C-1/0-2/0O-
3. No nosso caso, a exposicdo ao solvente/agua foi maior, o que pode justificar a
reacao ocorrida.

O grupo HHDP apresenta atropoisomerismo. Sua configuragdo absoluta
pode ser determinada através da andlise do espectro de dicroismo circular do tanino
correspondente, o qual deve ser previamente metilado e depois degradado por
metanolise ou por via enzimatica: o efeito Cotton positivo corresponde a configuragcao R
e 0 negativo é devido a configuracdo S. Estes efeitos Cotton estdo associados as
bandas do espectro de UV originadas da conjugacédo do grupo bifenil (OKUDA et al.,
1982). A teoria de Schmidt e Haslam, para a estereoquimica de taninos elagicos que
suportam grupos HHDP nas posicoes 2,3- e 4,6- do esqueleto de acucar na
conformacdo “C+, o mais termodinamicamente estavel, é que os (S)-atropisdmeros sio
predominantes (FELDMAN & SMITH, 1996).

Os deslocamentos quimicos atribuidos aos hidrogénios e carbonos foram
baseados na interpretagdo das correlagdes obtidas nos espectros de 'Hx'*C de HMBC
e HSQC (Figura 5-49, Figura 7-52, Tabela 7-11).

A formula molecular C41H25026 foi deduzida com base nos dados obtidos
pelo espectro de massas, ESI, modo negativo (Figura 7-50), medida no pico do ion
pseudo molecular a m/z 935 [M-H]. Além deste, o espectro apresentou fragmentos
caracteristicos da perda de acido galico [M-H-152] e moléculas de HHDP [M-H-302]".

Baseando-se nos dados espectrais obtidos € na comparacdo com dados
da literatura (OKUDA et al., 1983; OKUDA et al., 1989; Tabela 7-9, Tabela 7-10), foram
propostas as estruturas da casuarinina, ou 1-C,2,3-O-[(S)-hexaidroxidifenoil]-4,6-O-[(S)-
hexaidroxidifenoil]-5-O-galoil B-D-glucosideo, e da stachyurina, ou 1-C,2,3-O-[(S)-
hexaidroxidifenoil]-4,6- O-[(S)-hexaidroxidifenoil]-5-O-galoil a-D-glucosideo.
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Tabela 7-9- Dados dos espectros de RMN *C e DEPT135 (50 MHz) das Substancias

LVI e LVII e da casuarinina e stachyurina

0 de RMN 0 de RMN
o "*C/DEPT-135 5 de RMN °C "®C/DEPT-135 5 de RMN '°C
Posigéo . a .. a
(CDs0D) stachyurina (CD3),CO casuarinina
Substéancia LVII Substancia LVI
Glicose
C-1 63,2 65,0 67,3 71,1
C-2 79,7 81,0 76,5 76,7
C-3 67,3 70,9 69,6 67,8
C-+4 73,9 73,3 73,9 74,3
C-5 69,8 72,0 70,9 69,8
C-6 65,1 64,5 64,3 64,5
170,3; 169,5;
167,6 (2); 169,9; 168,9; 168,8;
Cc=0 169,2; 166,4;
170,8;171,4 168,4; 165,7; 165,2
165,0
Galoil
C-1 125,5 125,2 125,4
C-2,-6 110,2 e 108,9 110,1 (2) 109,7 110,5
C-4 140,7 139,1 139,6
HHDP e
galoil
C.3.5 143,3; 147,6; 144.5; 146,5; 145,9 145,0; 146,8;
c 3” 5 145,1; 145,8; 146,1 (2); 145,7;145,2 146,4 (3); 145,7
’ (3); 140,7; 146,8 (2); 144,4; 144 1; (2); 145,2; 144,0;
(2) 143,4 144 1
HHDP
Cq 1 127,3; 127,9; 127,0; 127,9; 127,5; 128,0;
’ 127,1;121,0 127,0; 122,8; 120,9 121,4;121,0
115,7;116,0 (2); 116,3; 116,5;
C-2,-2 118,3;117,3
115,2 116,1; 1154
136,7; 137,8; 137,3; 138,8;
C-H4, -4 136,2; 138,2; 137,5
135,9; 135,0 136,3; 135,3
108,6; 107,3; 108,7;107,5;
C-6,6 107,4; 106,8 108,0; 106,7; 104,9
105,7; 119,1* 105,7; 117,4*

(50 MHz, (CD5),CO; OKUDA et al., 1983; OKUDA et al., 1989); *Carbono ligado ao C da glicose
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Tabela 7-10- Dados dos espectros de RMN 'H (400 MHz, 5 em ppm e J em Hertz)

das Substancias LVI e LVII e da casuarinina e stachyurina

_ Substancia  Mistura LVI
Substancia
LVII LVI pura + LVII
Posicdo  stachyurina? casuarinina®  (acetona- (acetona-
(CDs0OD)
de/D20) de/D20)
Glicose
5,53 (d;
1 493 (d; 2,00 6,00(d;1,9) 5,64 (d;5,0) 5.0) 5,63 (d; 5,0)
4,67 (dd; 2,0 4,58 (dd;
2 4,86 (t; 2,0) 5,26 (M) 5,48 (m)
e 5,0) 2,0e5,0)
3 4,98 (t; 2,0) 5,26 (m) 5,39 (sl) 5,39 (m) 5,48 (m)
5,62 (dd; 2,0 5,53 (dd; 9,7 5,50 (dd; 2 e
4 5,39 (sl) 5,39 (m)
e 9,0) e 2,0) 8,7)
5,36 (dd; 3,0 5,34 (dd; 9,7 5,26 (dd; 5,36 (dd; 3,1
5 5,39 (sl)
e 9,0) e 3,9) 8,7 € 2,6) e 8,7)
4,80 (dd;
4,18 (dd; 3,0 4,90 (dd; 3,5
4,84 (dd; 3,0 3,95 (d; 13,2) 13,7 € 3,8)
e 13,0) e 13,3)
6 e 13,0) 5,00 (dd; 4,02 (d;
4,06 (d; 4,03 (d;
4,02 (d; 13,0) 13,2€3,9) 13,1)
13,0) 13,3)
Galoil
7,14 (s) 7,12 (s) 7,12 (s) 7,13 (s) 7,14 (s)
H-2e6
HHDP 6,50 (s) 6,38 (s) 6,49 (s) 6,53 (s) 6,53 (s)
H6 e 6 6,55 (s) 6,54 (s) 6,56 (s) 6,58 (s) 6,58 (s)
-6 e
6,82 (s) 6,85 (s) 6,78 (s) 6,88 (s) 6,88 (s)

7 (200MHz, (CD;),CO; OKUDA et al., 1983; OKUDA et al., 1989)
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Figura 7-44- Espectro de RMN de ""C/DEPT135 (50 MHz, CD30D) da Substancia
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Observagéo: espectro obtido com amostra depois de uma semana no tubo de RMN
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Figura 7-45- Espectro de RMN de '*C (50 MHz, CDs0D) da mistura das Substancias
LVI e LVII

Espectro obtido no mesmo dia em que se colocou a amostra no tubo, porém 8h depois da preparacao.
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Figura 7-49- Espectro de 'Hx'*C HMBC (400 MHz, CDs0D) da Substancia LVII

Tabela 7-11- Dados dos espectros de RMN 'Hx'*C HMBC (400 MHz, CDsOD) e
HSQC (400 MHz, acetona-dg/D,0) da mistura das Substancias LVl e LVII

0 H Acetona-

Posicao 5 H CD,0D 'Hx"*C HMBC 'Hx'*C HSQC
de/D,0
1 6,00 (d; 1,9) 171,4 (C=0) 5,63 (d; 5,0) 67,3
5,26 (M) 67,3 (C3) 5,48 (m) -
5,26 (M) - 5,48 (M) 69,6
5,50 (dd; 2,0 e
4 5,53 (dd; 9,7 e 2,0) 170,8 (C=0) 8.7 73,9
5,36 (dd; 3,1 e
5 5,34 (dd; 9,7 e 3,9) 74,0 (C4) 87) 70,9
5,00 (dd; 13,2 e 4,03
6 167,6 (C=0) 64,3
3,9) 4,90
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Figura 7-50- Espectro de massas, ESI modo negativo, da mistura das Substancias
LVIe LVII
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Esquema 7-1- Proposta de reagdo ocorrida com a Substancia LVI para troca de
configurac@o do centro anomérico
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7.16. ldentificacao das Substancias LVIIl, LXVIII e LIX em mistura

HO OH HO OH

1-C-flavogalonil-4,6-O-(S)-
hexaidroxidifenoil-B-D-glucopiranosideo

R1=H e Rz = a-OH castalagina ou 1-C,2,3,5-O-
(nonaidroxitrifenail)-4,6- O-(S)-hexaidroxidifenoil-B-D-glucosideo
Ri = B-OH e Rz = H vescalagina 1-C,2,3,5-O-
(nonaidroxitrifenoil)-4,6- O-(S)-hexaidroxidifenoil-a-D-glucosideo

O extrato metandlico da casca da raiz e do caule de S. densiflora, particao
acetato de etila, e 0 extrato metandlico de caule, particdo n-butanol, apds varias etapas
cromatograficas em silica e sephadex LH-20, forneceram as fracbes R19hg, R126a,
R12i7, R20F, AMC6z e BMCI, 200,0 mg, sob a forma de pdé marrom avermelhado
cristalino brilhante.

O eluente usado em CCDA foi AcOEt/HAc 95:5. Revelada com vanilina
sulfurica, a fragéo originou uma mancha verde e com FeCls, uma mancha azul escura.
A anélise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, (CD3)>CO/D0, Figura 7-53) da fragdo
R20F revelou sinais caracteristicos de tanino hidrolisavel: 3 sinais em & 6,70, 6,67 e
6,55 (3 singletos, 1H cada, podendo pertencer a um grupo hexaidroxidifenoil (HHDP) e
outro nonaidroxitrifenoil ou valeonil), e sinais de H carbindlicos entre & 5,61-3,94, sendo
o sinal em & 5,60 (d; J = 4,6 Hz) atribuido ao H anomérico de um tanino C-glicosidico
em configuracdo B (OH em configuracao a). Este espectro ndo mudou apoés a amostra
ficar uma semana dissolvida dentro do tubo de RMN. A analise do espectro de RMN de
'H (400 MHz, CDsOD, Figura 7-54, Tabela 7-13) da fragdo R19hg revelou os mesmos
sinais da fracdo mencionada acima, porém, uma semana depois da amostra estar no

tubo, surgiu um sinal em & 5,92 (d; J = 8,1 Hz), relativo ao H anomérico de tanino
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hidrolisavel (agtcar na forma ciclica; LATTE & KOLODZIEJ, 2000) em configuracéo B,
ou, segundo YOSHIDA et al. (1991) seria o sinal referente ao H-5 do epimero da
castalagina, a vescalagina, além de observarmos outros sinais se duplicando, como os
de deslocamentos quimicos em & 3,97 e 3,95 (ambos d; J = 13,3 e 11,5 Hz; H-6’ do
acucar) e os referentes aos hidrogénios aromaticos (6 singletos). Apdés a amostra ser
retirada do tubo, seca e dissolvida novamente em acetona, seu espectro revelou sinais
referentes aos dois/trés taninos, porém com a Substancia LVIIl em maior proporgao.
Pode ter ocorrido hidrolise das ligacoes ésteres, ja que os taninos hidrolisaveis sao
susceptiveis a hidrélise acida, alcalina ou enzimatica (KHAMBABAEE & REE, 2001), e
ciclizagdo do agucar, formando um artefato que € menos solluvel ou menos estavel em
acetona, o qual denominamos Substéancia LIX (proposta de formacao no Esquema 7-3)
e também ter ocorrido epimerizagdo, como foi observado com a casuarinina, formando
a Substancia LXVIII.

Segundo VIVAS et al. (1995), a castalagina € ligeiramente mais estavel
que a vescalagina (471,42 versus 472,98 kJ mol ') devido a ligacdo de hidrogénio que
se forma através da fungao alcodlica enantiomérica na posicao 1, a qual ndo é possivel
na vescalagina, isso explicaria porque a castalagina/casuarinina ndo reagiram, quando
submetidas a metandlise (37° C, 100 horas), e a vescalagina/estaquiurina reagiram (em
meio acido em 6 h, 100 %; em meio neutro, em 100 h, 95 %; YOSHIDA et al.,1991),
produzindo o composto C-1-OMe com retencédo de configuracdo. Quanto ao espectro
de RMN de 'H, ocorrem duas principais diferencas. Na castalagina (Tabela 7-13), o
sinal de H-1 e H-3 sdo mais desblindados do que na vescalagina. Nas duas
substancias, estes hidrogénios se encontram a mesma distancia do centro do anel
aromatico (3,50 A), mas na castalagina H-1 est4 0,53 A acima deste plano (dentro do
cone de desblindagem) enquanto que na vescalagina esta abaixo 1,1 A (dentro da area
de blindagem). Na castalagina, H-3 € mais desblindado por se encontrar mais préximo
do grupo OH-1, resistindo ao forte efeito anisotrdpico presente.

A analise do espectro de RMN de '*C (50 MHz, CD;OD, Tabela 7-13),
obtido minutos depois em que se fez o primeiro espectro de H em CD3;OD, revelou 4
sinais de carbonila de éster entre & 170,5-166,4; diversos sinais entre 6146,5-108,2 ¢ 6
sinais referentes a C carbonilicos. O espectro de RMN de *C/DEPT135 (50 MHz,

CD30D, Figura 7-55), realizado uma semana depois, revelou 9 sinais referentes aos C

262



carbindlicos do acucar, com o carbono mais desblindado em & 76,7, caracteristica de
C-2 de taninos C-glicosidicos com o H anomérico em configuracdo a (no caso, a
vescalagina); os trés sinais entre & 109,6-108,2 apareceram duplicados entre & 110,4-
107,6 referentes aos CH aromaticos. No espectro de outra amostra, R12i7, realizado
em acetona-ds, esse fendmeno nio ocorreu, revelando-se no espectro de RMN de *C
(50 MHz, acetona-ds, Figura 7-56) cinco sinais de carbonila de éster entre & 169,5-
164,6 e somente 6 sinais de C referentes ao acglcar, sendo o de valor mais
desblindado, & 74,7, atribuido a C-2, caracteristica de taninos C-glicosidicos com o H
anomérico em configuracdo B, o mesmo ocorrendo com o espectro de RMN de
8C/DEPT135 (50 MHz, (CDs)»CO, Figura 7-59), realizado uma semana depois.

Os deslocamentos quimicos atribuidos aos hidrogénios e carbonos foram
baseados na interpretacdo das correlagdes obtidas nos espectros RMN "Hx'*C HMBC
e HSQC (Figura 7-57, Figura 7-58, Tabela 7-12).

A formula molecular da Substancia LVII/LXVIII, C41H26026, foi deduzida
com base nos dados obtidos do espectro de massas, ESI/EM (Figura 7-60), modo
negativo, medida no pico do ion pseudomolecular a m/z 933 [M-H]. No modo positivo,
0 pico de maior intensidade foi o relativo ao aduto de sédio de m/z 957 [M+Na]*,
confirmando a massa molecular (Figura 7-61). Foram realizados espectros da amostra
R19hg, contendo a mistura dos taninos, no momento da redissolugcdo e apéds ficar
algumas semanas dissolvida em metanol. O espectro de massas da mistura (Figura
7-62) revelou um pico de maior intensidade a m/z 933 [M-H], referente a Substancia
LVIII, e outro de menor intensidade a m/z 969 [M-H]’, referente a Substancia LIX, de
formula molecular C41H30025 (proposta de formagdo no Esquema 7-3). O espectro da
mistura, depois de algumas semanas (Figura 7-63), mudou completamente,
apresentando um pico de maior intensidade a m/z 963 [M-H+30], outro a m/z 995 [M-
H+62] e o relativo ao pico do ion pseudomolecular a m/z 933 [M-H] foi minimo,
indicando produtos de solvélise da Substancia LVIII (proposta de reacdo ocorrida
Esquema 7-2), pois os taninos hidrolisaveis podem ter suas ligacoes ésteres quebradas
pelo metanol a temperatura ambiente em pH neutro (MUELLER-HARVEY, 2001;
Esquema 5-2). Também pode ocorrer metandlise em presenca de MeOH 90 %, a 37° C
e pH 5-6 (HASLAM et al., 1961). Foram realizados espectros de massas, ESI modo

negativo (Figura 7-60), das Substancias LVI e LVIII puras, separadamente, e a andlise
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dos espectros demonstrou picos muito semelhantes, referentes aos fragmentos, com
diferengas de intensidade de uma ou duas unidades de massa, valendo ressaltar que a
Substancia LVI, casuarinina, originou um pico mais intenso relativo ao acido elagico,
m/z 301, que a Substancia LVIII.

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e nos relatados pela literatura
(VIVAS et al., 1995), as estruturas foram propostas como castalagina ou 1-C,2,3,5-O-
(nonaidroxitrifenoil)-4,6- O-(S)-hexaidroxidifenoil-B-D-glucosideo; vescalagina e o 1-C-
flavogalonil-4,6- O-(S)-hexaidroxidifenoil-B-D-glucopiranosideo.

o OHHO OH
OH

H

MM = 996

Esquema 7-2- Proposta de formagéo dos adutos de massa 964 e 996 a partir da
Substéancia LVIII
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Figura 7-54- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3;0D) da mistura das Substancias
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Tabela 7-12- Dados dos espectros de RMN 'H e RMN 'Hx'*C HMBC (400 MHz,

CD3s0OD) das Substancias LVIII e LXVIII e da castalagina e vescalagina

H o H oH oH OH Correlacéo
Glicose castalagina a LVII vescalagina b LXVIII HMBC
1 5,69 (d; 4,8) 5,60 (d; 4,8) 4,91 (d; 2,0) 5,04 (sl) 167,7 (C=0)
5,28 (dd, 2,0 e
2 5,00 (d) 5,03 (m) 5,04 (sl)
2,5)
4,57 (dd; 2,0 e
3 5,02 (d) 5,03 (m) 5,38 (d; 8,2)
7,0)
4 5,12 517 (t; 7,1) 5,22 (t; 7,0) 5,58 (dl; 8,7)  163,0 (C=0)
5,63 (ddd; 1,0;
5 5,61 5,33 (d; 6,4) 5,92 (d; 8,1)
2,5e7,0)
5,43 (dl; 4,04 (dd;1,0e
3,95 (d; 11,5)
5,09 (d) 12,1) 13,0)
6 5,08 (dd; 2,6
4,18 (d) 3,97 (d; 5,10 (dd; 3,0 e
e 13,2)
12,6) 13,0)

? (400 MHz; DMSO-dg; VIVAS et al., 1995); e (400 MHz; acetona-dg/D,O; YOSHIDA et al., 1991); &

em ppm e J em Hertz

108.4812
107.9650

\107.2685

L

—73.7294
—70.8532
—68.8620
—66.8954
65.9776
65.0435
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Figura 7-59- Espectro de RMN *C/DEPT135 (50 MHz, (CDs),CO) da Substancia

LVIII
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Tabela 7-13- Dados dos espectros de RMN '°C e 'H (50 e 400 MHz) da Substancia
LVIlI

d '°C (CDsOD)/DEPT
Posicéao (acetona-de/D20)
Substancia LVIII

5 'H (CD3),CO/D-0)
Substancia LVIII

Glicose
1 67,9/65,9 5,60 (d; 4,6)
2 75,1/73,7 4,94 (m)
3 66,9 /66,9 4,94 (m)
4 70,0/ 68,8 512 (t; 7,1)
5 72,2/70,8 5,49 (dlI; 6,5)
4,94 (m)
6, 65,9/65,0 3,95 (d: 12,6)
C=0 Ester
170,5; 168,3; 167,7
166,4 (x2)
HHDP
1,1,1” 128,1; 126,8; 125,4
125,2;121,8
HHDP
2,2,2" 117,0; 116,6; 116,3;
115,4;114,9; 113,8
HHDP
3,3,3” 147,5; 146,5; 146,1
5,55” 145,8 (x3); 145,7; 145,4;
145,0; 144,7
HHDP
4,4’ 4 139,8; 138,1; 137,9;
137,5; 136,2
HHDP
6, 6’ 109,8; 108,9; 108,2 6,70; 6,69; 6,55
6” 117,4*

*Carbono ligado ao C da glicose; atribuigées dos carbonos segundo correlagées observadas
no espectro de RMN "Hx'°C HSQC
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Figura 7-60- Espectro de massas, ESI modo negativo, da Substancia LVIIII (A) e da
Substancia LVI (B)
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Figura 7-61- Espectro de massas, ESI modo positivo, da mistura das Substancias
LVIII e LIX
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Figura 7-62- Espectro de massas, ESI modo negativo, da mistura das Substancias
LVII, LXVII e LIX

Espectro realizado no momento da dissolugdo da amostra
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Figura 7-63- Espectro de massas, ESI modo negativo, da mistura das Substancias
LVIIl e LIX

Espectro realizado algumas semanas depois da dissolugdo da amostra em metanol.
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Esquema 7-3- Proposta de formagdo da Substancia LIX, artefato, a partir da
Substéancia LVIII
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7.17. ldentificacao da Substancia LX

4-0O-a-L-ramnopiranosideo do acido
elagico ou eschweilenol C

HO
O

OH

Do extrato metandlico, particdo acetato de etila, da casca da raiz e do
caule de S. densiflora, depois de varias etapas cromatograficas em silica comum,
sephadex LH20 e CLAE em fase reversa C-18, isolaram-se 14,0 mg de uma substancia
amorfa, de cor amarela palida, pouco soluvel até nos solventes mais polares, soma das
fracdes R12fh2, R12gs4, R20B5 e AMSCR22.

A férmula molecular CxH16012 foi deduzida a partir dos dados obtidos
pelos varios espectros analisados. No espectro de massas, EM/ESI modo negativo
(Figura 7-64), observou-se o pico do ion pseudomolecular a m/z 447 [M-H] e ainda um
pico a m/z 301 [M-H-146], pertencente ao fragmento de acido elagico, caracterizando a
perda de uma molécula de pentose. O espectro de RMN de '*C (100 MHz, D,O, TSPA-
d4 padréo interno; Figura 7-66), revelou um sinal em & 162,0, caracteristico de funcao
lactona a,B-insaturada, corroborando a presenca do acido elagico, além dos sinais em
6 102,2, 74,9, 72,8, 72,7, 72,1 e 19,8, indicando a existéncia de uma 6-desoxiagucar. A
anélise do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3OD; Figura 7-65) revelou oito sinais,
incluindo dois na regido de aromaticos em & 7,84 e 7,49 (singletos) e os sinais
referentes a molécula do acucar entre & 5,52-3,77 e em & 1,27 (d; J = 6,2 Hz). O aglcar
foi facilmente determinado como a ramnose através dos deslocamentos quimicos
caracteristicos e acoplamentos entre os hidrogénios. O sinal referente ao H anomérico

apareceu como um dubleto em & 5,52 com constante pequena de 1,6 Hz, o que
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possibilitou a atribuicdo da configuracdo da ligagéo acucar-acido elagico como sendo a.
A posicao 4-O desta ligacao foi determinada através da correlagao entre o H anomérico
em & 5,52 e 0 C-4 da aglicona em 5149,0 presente no espectro de RMN 'Hx'*C HMBC
(400 MHz, CD3;0D; Tabela 7-16; Figura 7-67).

Baseando-se nos dados espectrais obtidos e na comparacdo com dados
da literatura (KIM et al., 2001; YANG et al., 1998; Tabelas 7-14 e 7-15), a estrutura da
Substancia LX foi proposta como 4-O-a-L-ramnopiranosideo do &cido elagico ou
eschweilenol C.

Esta é uma substancia inédita para a familia Myrtaceae, porém ela foi
primeiramente isolada na planta Eschweilera coriacea, Lecitidaceae, em 1998 (YANG,
et al., 1998).

Tabela 7-14- Dados do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD, J em Hz) da

Substancia LX, do eschweilenol C e do 3’-O-a-L-ramnopiranosideo do acido elagico

3’-0O-a-L- _ b o

H _ eschweilenol C Substancia LX

ramnopiranosideo ?
5 7,46 (s) 7,72 (s) 7,84 (s)
5’ 7,47 (s) 7,46 (s) 7,49 (s)
17 5,73 (d, 1,6) 5,44 (sl) 5,52 (d, 1,6)
2” 4,34 (dd, 1,6 e 3,4) 3,98 (sl) 4,20 (dd, 1,8 e 3,4)
3" 4,05 (dd, 3,4 € 9,6) 3,82 (dl, 9,4) 4,02 (dd, 3,4 € 9,5)
4" 3,46 (t, 9,6) 3,27 (dd, 9,4) 3,48 (t, 9,5)
5” 4,46 (dd, 9,6 e 6,2) 3,50 (m) 3,77 (dd, 9,4 € 6,2)
6" 1,21 (d, 6,2) 1,12 (d, 5,8) 1,27 (d, 6,2)

2 (400 MHz, CD4OD; KIM et al.,