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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo quimico das folhas e caule de
um espécimen de Luxemburgia nobilis (Ochnaceae). As substancias foram
isoladas através de processos cromatograficos dos extratos em hexano,
acetato de etila e metanol do caule e folhas da planta. As estruturas das
substancias isoladas foram determinadas através da analise dos dados
espectroscopicos no infravermelho, ultravioleta, massas € RMN de 'H e de
*C uni- e bidimensional das substéancias naturais e de derivados, incluindo
comparacao com dados da literatura.

O extrato hexanico do caule forneceu p-sitosterol, estigmasterol, acido
betunilico, o0s acidos graxos hexadecandico, tetraeicosandico,
hexaeicosanodico e linoleico, 14-metilpentadecanoato de metila, 6xido de 13-
epimanoila, o depsideo atranorina e dois novos triglicerideos 2, 3-
dihexadecanoil-1-cis,cis-8,11-eicosadienoil glicerol e 2,3-dihexadecanoil-1-
cis,cis-6,9-octadecadienoil glicerol. O extrato metandlico do caule forneceu 3-
O-B-D-glicopiranosilsitosterol,  o-amirina,  p-amirina, lupeol, 4,2’ 4'-
triildroxichalcona, 2,5,3’,4’-tetraidroxichalcona, rutina e epicatequina.

Foram isolados do extrato hexanico das folhas o p-sitosterol, os acidos

graxos hexadecanoico, tetraeicosandico e hexaeicosandico.
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O extrato em acetato de etila forneceu amentoflavona,
podocarpusflavona A e um novo biflavonéide 5,7,4'-triidroxiflavona-(3’-0-4’)-
5,7-diidroxiflavanona (2”,3”diidroochnaflavona) e o extrato metandlico das
folhas forneceu friedelinol, 5,7 4’-triidroxiflavona-(3’-0-4’)-5,7-
diidroxiftavanona (2”,3”diidroochnaflavona) e podocarpusflavona A.

Os dois triglicerideos e o biflavonoide 27 3"-diidrochnaflavona sao
classificados como inéditos na literatura.

Os extratos e o biflavonéide 2”,3"-diidroochnaflavona foram submetidos
ao ensaio de letalidade frente a Artemia salina Leach e n&o apresentaram

citotoxidade nas concentracdes usadas.
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ABSTRACT

This work reports the results from the chemical study of leaves and
branches of Luxemburgia nobilis (Ochnacea). The compounds were isolated
from the hexane and methanol extracts of the branches and hexane, ethyl
acetate and methanol of the leaves by chromatographic process. The
structures were established by IR, UV, MS and NMR spectral analyses
including 2D NMR experiments of the natural compounds and the derivatives
and also by comparision from literature data. The hexane extract of the
branches afforded B-sitosterol, stigmasterol, betunilic acid, hexadecanoic
acid, tetraeicosanoic acid, hexaeicosanoic acid, linoleic acid, methyl-14-
methylpentadecanoate, 13-epimanoyl oxide, atranorin and two new
triglicerides 2,3-diexadecanoyl-1-cis,cis-8-11-eicosadienoyl glycerol and 2,3-
diexadecanoyl-1-cis,cis-6-9-octadecadienoyl glycerol. The methanol extract
of the branches afforded 3p-O-D-glucopyranosil-sitosterol, a-amirin, B-amirin,
lupeol, 4,2’ 4'-trihydroxychalcone, 2,53’ 4'-tetrahydroxichalcone, rutin and
epicatequin. The hexane extract of the leaves afforded p-sitosterol,
hexadecanoic acid, tetraeicosanoic acid, hexaeicosanoic acid. The ethyl
acetat extract of the leaves afforded amentoflavone, podocarpusflavone A,
friedelin and the new biflavonoid 5,7 4'-trihydroxiflavone-(3'-O-4)-5,7-
dihidroxyflavanone.  The  methanol extract afforded friedelinol,

podocarpusflavone A and 5,7 4'-trihydroxiflavone-(3’-O-4’)-5,7-
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dihidroxyflavanone. The extracts and 5,7,4’-trihydroxiflavone-(3'-O-4')-5,7-

dihidroxyflavanone were not active with Artemia salina test.
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1- INTRODUGAO

A fitoquimica esta sendo cada vez mais reconhecida como o principal
meio para a busca de principios ativos e inclusive como uma das mais
relevantes areas relacionadas com a biodiversidade. Neste sentido os estudos
relacionados com produtos naturais tem se concentrado principalmente em
topicos biologicos tais como: estudos enzimaticos, ecologia quimica e
quimiotaxonomia. Apesar de se saber pouco sobre as enzimas (suas
estruturas, fungdes, modos de acéo, etc.) muitos bioquimicos estdo avangando
nesta area de conhecimento. Os estudos relacionados com a ecologia quimica,
quimica, quimiotaxonomia, biotaxonomia e a busca de substancias com
atividade bioldgica estao relacionados diretamente com o trabalho dos quimicos

de produtos naturais.



A ecologia quimica procura entender as fungdes dos produtos naturais
nas plantas e suas interagcbes com o meio ambiente. Na interelacdo inseto -
planta ha varias propriedades orgonolépticas, tais como: odor e cor das flores,
valor nutritivo do néctar e pélen. Em relagédo a cor das flores o grupo mais
importante de pigmentos florais sao os flavonéides, que contribuem com as
cores cianicas, amarelo e branca’.

A quimiotaxonomia utiliza a composicdo quimica para estabelecer
correlagbes com a classificacdo morfolégica. Como exemplo pode-se citar o
caso de alguns géneros da familia Ochnaceae (Ourateae, Luxemburgia,
Ochna,...) que sao considerados muito complexos morfologicamente, devido ao
fato de que varias de suas caracteristicas se interceptam com as de outros
géneros. Existem trabalhos sobre géneros da familia Ochnaceae onde séo
citados a frequéncia de flavondides sugerindo o possivel uso destes
metabdlitos como marcador sistematico da familia.

Ressalta-se que nao se deve considerar apenas os esqueletos basicos, ja
que a ocorréncia natural de varias classes de flavondides ndo permite
estabelecer uma nitida diferenciagao entre os géneros. Neste sentido, Gomes e

col. tem levado em consideragéo os valores médios de oxidacdo e metilagéo



para correlacionar os géneros Derris e Lonchocarpus pertencentes a familia
Leguminosae?.

A biotaxonomia visa relacionar o parentesco filogenético entre familias e
tribos através de linhagens quimicas. Seguindo esta area sabe-se que
Apiaceae e Campanulaceae s&o os ancestrais mais proximos de Asteraceae, ja
que as Apiaceae contém lactonas sesquiterpénicas do tipo simples e muitos
acetilenos biogeneticamente similares a Apiaceae e Campanulaceae junto com
Asteraceae formam os dois Unicos grupos conhecidos por acumular inulina
(carboidrato tipo frutano). Calculos de oxidagdo (para os anéis A e B dos
flavondides), e de protecdo (glicosilacdo e/ou metilagéo), muito comum em
flavonbides, foram feitos por Emerenciano e Gottlieb com a finalidade de
montar uma correlagdo da quimica com a biotaxonomia das tribos pertencentes
a familia Asteraceae.’*

A busca da longevidade e melhoria de vida através de homens mais
saudaveis faz com que haja uma sindrome da procura de substancias naturais
bioativas. Entre os mais importantes grupos do metabolismo secundario vegetal
citam-se tradicionalmente os alcaldides, os terpendides e os flavondides. Os
flavondides possuem varias atividades, podendo atuar como antioxidantes,

reguladores de crescimento, polinizadores. Além disso s&o corantes e tem



sabor citrico. A seguir daremos alguns exemplos de atividades de flavonoéides
citados na literatura:

A- Atividade Antiestimulante Alimentar:

Os flavondides contendo grupos metil, prenil ou dimetilcromeno sao mais
ativos do que os correspondentes hidroxilados. Como exemplo temos a

flavanona (1) e a chalcona (2).°

Outro exemplo € a flavona isopongaflavona (3) e o rotendide tephorosina
(4) isolados de Tephrosia elata, que apresentam alta atividade contra as

espécies de moscas Spodoptera testulais e Eldana saccharina.’




B- Atividade Farmacolégica:

Alguns flavondides podem acelerar ou inibir certas enzimas de
crescimento, um exemplo é o flavonol quercetina (5) que inibe o crescimento e
proliferacao de células malignas e promogcado de tumores. Estudos revelaram

que 5 inibe a enzima CAMP a qual esta associada com tumores mamarios.’

Dois flavondides muito oxigenados (6 e 7) isolados de Milocope triphylla
apresentaram atividade citotdxica em sistemas de cultura de células P-388

(leucemia linfocitica de ratos).®




Biflavondides isolados de Ourateae hexasperma (28, pag.12) e Ourateae
semiserrata (71, pag.32) apresentaram inibicdo do crescimento de tumor
murino, efeito antiproliferativo e ativagio da apoptosis em tumor de Erlich.®°

Kolaviron, uma mistura de GB1(8) e GB2(9), foi patenteado para o

tratamento de desordens hepaticas, inflamacao e infec¢des da boca.™

(8) (%)

Tebonim, medicamento fabricado pela BYK-Quimica a base de extratos
de folhas de Ginkgo biloba, a qual é rica em glicosilflavondides € indicado para
insuficiéncia cérebro vascular, transtornos vasculares periféricos e disturbios

fmia 12
neurosensoriais.
A Ochnaceae tem se destacado por possuir espécies ricas em

flavondides e, com base nos exemplos acima, revelou alguns fatos que
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induzram ao desenvolvimento de trabalhos relacionados & quimica de espécies
desta familia. A Tabela 1 mostra todos os constituintes isolados de algumas
espécies desta familia e a classe dos flavondides mais freqiientes. Pode-se

destacar os biflavonéides como marcadores quimicos desta familia.

Tabela 1: Constituintes quimicos isolados de algumas espécies de Ochnaceae.

ESPECIE CLASSE DAS SUBSTANCIAS REFERENCIA
Brackenridgea zanguebarica -diidrochalcona dimérica: 10
-chalcona: 75 13, 14
Lophira alata -chalcona dimérica: 11 15
-biflavonoides: 12, 13 16
-tetraflavonoéide: 14 17
Lophira lanceolata -chalcona dimérica: 11 18
-bichalconas: 15, 16
Ochna calodendron -isobiflavonoéide: 17 19
Ochna obtusata -biflavondides: 18, 19 20
Ochna pumila -biffavondides: 20, 21 21




Ochna squarrosa -biflavondide: 20 22
flavona: 22 23
-isoflavona: 23 24
Ouratea affinis -cianidina, flavonoides 25
Ourateae cuspidata -carboidratos: sacarose, frutose e 3,6-metoxi-anidro-
a-D-glucopiranose 26
Ourateae floribunda -terpendides: 69-70
-depsidio: 58 27
Ouratea hexasperma -biisoflavonas: 24-26 28
-isoflavona: 27 29
-biflavandide: 28 30
-terpenos: 29, 66- 68
-carboidrato: 30
Ouratea spectabilis - biflavonéides: 31- 32 31
Ouratea semiserrata |-flavondide: 77; -biflavondides: 33-36 e 71-72; -
isoflavonas: 37-38; -carboidratos: 39-40; -derivados
da glicose: 41-43; -esterdides: 4445 e 6162, - 32
triterpenos: 66 e 70; -diterpeno: 46;  -lignanas: 47-
48, -norisoprendide: 49
Ouratea sp. Ourateacatequina: 50; proantocianidina: 51 33
biscatequina: 52 34
Ouratea parviflora - biflavonéide: 32 35

Luxemburgia nobilis

Capitulo 3

Este trabalho
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Via de regra os flavonéides sdo substancias muito estaveis e faciimente
isolaveis dos extratos de plantas através de diversos métodos cromatograficos.
Nos Uultimos anos a aplicacdo de CLAE para a deteccdo e isolamento destes
compostos vem se destacando na literatura, um bom exemplo é o estudo que
resultou na detecgéo de varios flavondides em amostras de propolis. *

As estruturas dos flavonéides podem ser elucidadas através do uso de
métodos fisicos de analise estrutural como: infravermelho, ressonancia
magneética nuclear, espectrometria de massas e ultra-violeta.

A seguir, descreveremos brevemente a importdncia de cada método
espectroscopico na andlise de flavonéides, sendo que os detalhes, quando
necessarios, serao discutidos durante o texto.

- Ressonancia Magnética Nuclear : os espectros de RMN de 'H e °C

sao os mais informativos, a literatura revela excelentes trabalhos de
revisdo.’*** Com o avango de novas técnicas, tais como ROESY.
NOE e espectros bidimensionais (COSY, HMQC e HMBC), é possivel
atribuir muitos dados com seguranca, dentre eles os deslocamentos
quimicos dos carbonos quaternarios. A Tabela 2 mostra os
deslocamentos quimicos caracteristicos esperados para hidrogénios e

carbonos do anel C ou da unidade C; dos flavonoides.



Tabela 2: Deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos

do anel C.*

Flavondides (pag. 136) H-2 (C-2) H-3 (C-3) (C-4)

Flavona (87) | — (162,2) 6,3 (107,2) (177,4)

Isoflavona (88) 76-79(1515) | -——n —(124,6) (175,5)

Flavanona (79) 5,0-5,5 (79,5) 2,8 (43,9) (190,2)

Flavanonol (81) 4,8-5,0 (84,3) 4,1-4 3 (73,1) (192,2)

Flavana 3, 4-diol (83) | - (81,1) | -—=-mmm-- (71,4) (74,0)
H-a (C-) H-B (C-B) (C=0)

[ —
Chalcona(78) 6,7-7,4 (116,6- 7,3-7,7 (136,2- | (188,6-194,6)
128,1) 145 ,4)
Diidrochalcona(80) | —— (445) | - (30,0) (200,7-203,1)

*Os valores de deslocamento quimico sdo dados em ppm.

17
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Para a elucidagao estrutural de biflavonéides, as técnicas bidimensionais
de RMN tem contribuido significativamente na determinacdo da posicdo da
ligacdo entre as unidades flavonoidicas. Na maioria dos biflavondides os
mondémeros estao ligados através da ligacdo C-C tendo geralmente o anel A
envolvido. As combinagdes mais comuns sao: (I-6, I1-6), (I-6, 11-8), (I-3’, 1I-8), (I-
8, 1I-8), (I-3', 1I-8) e (I-3, II-8). Biflavondides com ligagdo C-O-C sio
minoritarios. Na determinagao estrutural de biflavonoides o problema maior esta
na definicao da unido entre as unidades. Para isso, além de verificar a presenca
ou auséncia de sinais de hidrogénio e carbono, usa-se os espectros 2D (*H-">C-
COSY-"Jcr) para tirar esta conclusdo. Como modelo tem-se a (I-8, II-8

cupressuflavona), onde o écy de 1-6 e 11-6 € de 99,0 ppm e nao apresenta outro

valor de 3cy nesta regido, entretanto a presenca &c 98,7 ppm revela a
possibilidade da ligacao interflavonoidica entre 1-8 e 1I-8. Através do **C-'H-
COSY-JcH foi observado o acoplamento do carbono 1-8 com o hidrogénio 1-6,
confirmando que o C-8 do anel A esta envolvido na ligacdo entre os
mondémeros*®. Outra forma de confirmar esta ligacao é a preparagcao de
derivados acetilados ou metilados para uso de outras técnicas na definicio da

ligagao entre os monémeros.
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- Ultravioleta: é muito util para analise de flavondides,*! pois estes dao
espectros caracteristicos conforme o esqueleto, onde a diferenca se
encontra na intensidade e deslocamento das duas bandas
caracteristicas observadas (Banda | - sistema cinamoila e banda I -

sistema benzoila).

BANDA I

A obtencdo dos espectros de UV com aditivos fornecem

informacdes do padrao de substituicdo, os aditivos sao:
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*.Solugao Aquosa de NaOH 20%
A base forte ioniza o grupo —OH localizado em qualquer
posicao do esqueleto flavanoidico. A inalteracdo do espectro de U.V. indica a

auséncia do grupo —OH.

*.Solugao de HCI concentrado (d= 1,18)
A comparagao entre as curvas obtidas em presenca deste
aditivo com a curva obtida em meio neutro, permite verificar se a modificagdo

espectral correspondente a ionizacao é reversivel ou nao.

*.Acetato de sédio anidro
Confirmada a presenca de grupamento —-OH através da
adicdo de NaOH, o uso de acetato de sédio anidro proporciona a ionizacédo
somente dos grupos -OH em C-7 nos flavonbdides e C-4' nas flavonas.
Deslocamento batocrémico de 5 a 20 nm da banda Il em presenca de acetato

de sédio ¢ indicativo da existéncia de grupo —OH em C-7.
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*.Acetato de sddio + acido barico.
O acido bdrico em presenca de acetato de sodio forma
complexo com sistema orto-dihidroxilado. A formacdao de complexos
envolvendo sistema orto-dihidroxi localizado no anel B de flavonas, provoca

deslocamento batocromico de ordem de 12 a 30 nm da banda |.

*.Solucao etandlica de tricloreto de aluminio 5 a 10%.

O tricloreto de aluminio forma complexo com sistema orto-
dihidroxi e 5-hidroxi ou 3-dihidroxilado. A formacao de tais complexos €
revelada pelos deslocamentos batocrémicos observados nos maximos de
absorcdo do espectro U.V. em presenca deste aditivo. Os complexos que
envolvem o sistema orto-dihidroxi sao decompostos pela adicao de acidos e os
complexos que envolvem o grupo carbonila € o grupo hidroxila em 3 ou §

apresentam-se estaveis com adicao de acido.

- Espectrometria _de massas:*’ é muito usada para confirmar a

localizacao dos substituintes presentes nos anéis A e B. Geralmente
apresentam ions moleculares intensos e no caso de flavonodides

contendo o anel C (heterociclo), propde-se dois caminhos de
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fragmentacao principais (Esquema 1), sendo que o caminho 1 ocorre
com transferéncia de elétrons e o caminho 2 corresponde a uma

clivagem retro Diels-Alder do anel C.

Esguema 1: Principais fragmentac¢des para flavonoides.

% Flavonéis
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Dispersdo_éptica rotatéria e dicroismo circular:**** As propriedades

quirépticas estdo relacionadas com substancias opticamente ativas e
sao detectadas através da interacdo destas com a luz polarizada. As
técnicas usadas para avaliar esta rotagdo optica sdo: dispersao éptica
rotatéria (DOR) e dicroismo circular (DC).
Estas técnicas sdo usadas na analise conformacional ou
determinagédo da configuracdo absoluta de uma substancia. A

principio a atividade éptica é determinada através da avaliacao da



25

magnitude do efeito Cotton (anomalia na curva de DOR ou maximos
na curva de DC), que é usado na definicdo da configuracio relativa,
analise conformacional e configuragéo absoluta de estereocentros.
Sabe-se que para as 2S-flavanonas o efeito Cotton & positivo
e independe do padrdo de substituicido do anel B. As biflavanonas
nao possuem um centro quiral mas, sdo opticamente ativas e
estaveis a temperatura ambiente em uma dada conformacéo devido
ao atropisomerismo. Este tipo de isomeria Optica resulta da rotacao
restrita em ligacbes simples quando a barreira rotacional é
suficientemente elevada e isto pode ser usado na distincao destes

isOmeros através da comparacao das curva de DC.

Infravermelho: o desenvolvimento das técnicas modernas de RMN esta

fornecendo informagbes estruturais cada vez mais completas,
deixando a andlise dos espectros no infravermelho rotineiramente
limitada a constatacdo da presenga de grupos funcionais tais como:

hidroxila, carbonila, alceno, aromatico.
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2- OBJETIVO
O objetivo deste trabalho esta dividido em duas partes:
1°) ESTUDO FITOQUIMICO de Luxemburgia nobilis.
2°) AVALIAGAO DA TOXICIDADE dos extratos e substancias isoladas
quantitativamente, através do bioensaio preliminar conhecido como Ensaio de

Letalidade de Artemia salina Leach (ELAS).



'CAPITULO 3
OS CONSTITUINTES QUIMICOS DE
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3- LUXEMBURGIA NOBILIS EICHL E SEUS CONSTITUINTES QUIMICOS

A familia Ochnaceae possui cerca de 28 géneros e 400 espécies
tropicais e subtropicais. No Brasil, ocorrem aproximadamente 9 géneros com
105 espécies’®. Dentre elas encontra-se Luxemburgia nobilis Eichl cujo
trabalho fitoquimico esta sendo realizado pela primeira vez pelo Grupo de
Produtos Naturais (GPN) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Luxemburgia nobils Eichl (Figura 1a e 1b) é uma espécie arbdrea de
meédio porte, de efeito decorativo durante o periodo de floracdo e ocorre
predominantemente no sudeste do Brasil. O material do espécime em estudo

tem a seguinte classificacao:



Figura 1a: Luxemburgia nobilis — Local Quro Preto, Morro de
Sé&o Sebastido - MG.
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Figura la: Espécime dc Luxemburgia nobilis Eichl
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O estudo das folhas e caule de Luxemburgia nobilis Eichl
permitiu o isolamento e a caracterizacdo de acidos graxos (53-56),
esteres (57), depsideo (58), triglicerideos (59-60), esteroides (61-

63), terpendides (64-70), flavonodides (71-77).

3.1- Acidos graxos, ésteres e depsideo.

I W
/\MOH " ot
53

54: n=14
55: n=10
ST N TN AN cool O
CH
10 0~ ;
56 57

HO\J\; OH
7 N 0

0 | HO H



3.2- Triglicerideos.

3.3- Esterodides.

61: 22 23-dihidro, R= H
62: A% R=H

3.4- Terpendides.

0
59: n=4
60: n=6
HQ,

OH
/

OH

63
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67: R=Me, Ri=H
68: R=H, Ri= Me

3.5- Flavonoides

Ol

32

69:R=0OH,R|=H
70:R, R =0

OH

HO o
0

Is
)

OH O
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OH
OH
HO o
“OH
OH 74
R,
HO R,

OH O

75: Ri=OH, R=H
76: Ry= Ro= OH 77
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4- PARTE EXPERIMENTAL

4.1- Métodos gerais:

Os pontos de fusao foram determinados com a ajuda de uma placa
aquecedora de Reicherd, acoplada a um microscépio ou em aparelho

melt-temp e, nado foram corrigidos.

Os espectros de absorcao no infra-vermelho (I.V.) foram registrados
em um espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 1600 com
transformada de Fourier, em pastilhas de KBr ou em filmes sobre cela
de NaCl.

O espectro de absorcao no ultravioleta (U.V.) foi registrado em um
espectrofotdometro UV/VIS DMS-80 da Varian. O solvente utilizado foi

metanol (grau espectroscdpico) e cela de quartzo de 1 cm.
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- Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H) e carbono (RMN *3*C) foram registrados em espectrémetros Varian
Gemini-300 (300 MHz), Varian Unit-400 (400 MHz), Bruker AC-200
(200 MHz) e Bruker AC-400 (400MHZ). Os solventes utilizados foram
cloroférmio deuterado (CDCI;), metanol deuterado (MeOD), acetona
deuterada (D;CCOCD;), dimetilsuféxido (DMSO), utilizando como
referéncia interna o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos
(8) sa@o indicados em ppm e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz).

- Os espectros de massas (E.M.) foram obtidos em um espectrometro
VG Quatro-GC 8000 triple quatripolo/GD/MS-MS, com um fluxo de gas
de 15mi/min (12 psi He), temperatura final de 200 °C, pressdo 1.10™
mbar, coluna HP-5 (30m x 0,32 mm), tendo como solvente CH,Cl,, e
espectrometro Varian Mat 311 por impacto eletrénico a 70 eV e em um

espectrémetro Perkin-Elmer 1500.

- As cromatografias em camada analitica foram realizadas em silica gel
PF,s4 da Merck, sobre suporte de vidro ou aluminio (espessura 0,25
mm). A deteccao dos compostos foi feita por irradiagcdo com lampada
ultravioleta (254 e 356 nm), com vapores de iodo e com solucéo de
vanilina (0,5 g)/ H,SO,4:H,0 (40:10) -100 ml.
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- As cromatografias em camada preparativa (CCP) foram realizadas em
silica gel PF,s4 da Merck, sobre suporte de vidro (espessura 1 mm). Os
compostos foram detectados por irradiagcdo com lampada ultravioleta.

- As cromatografias em coluna rapida (flash) foram realizadas em silica
gel-60 0,037 a 0,062 mm da Merck.

- As cromatografias em coluna foram feitas com silica gel-60 da Merck,
particulas 0,063 a 0,210 mm e sephadex LH-20 (0,025 a 0,100 mm) da
Sigma.

- A cromatografia rotacional circular foi realizada em aparelho

Chromatotron®, utilizando como adsorvente silica gel-60 da Merck com
espessura de 2 mm.

4.2- Estudo fitoquimico de Luxemburgia nobilis:

4.2.1- Material vegetal:

As folhas e caule de um espécimen de Luxemburgia nobilis foram
coletadas em Morro de Sdo Sebastido, Ouro Preto, Minas Gerais, em
1995 pelo técnico de herbario Jorge Luis da Silva com o auxilio da
Doutora Alceni Augusta Werle. A identificacao foi feita comparando com a
exicata #6737, preservada no Herbarium José Badini do Instituto de
Ciéncias Exatas e Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto.



4.2.2- Elaboracao dos extratos

O caule e folhas foram secos a temperatura ambiente e moidos em moinho
de facas e submetidos a maceracao.

Partindo- se de 184,00 g do caule e 271,70 g das folhas foram preparados
extratos com os solventes hexano (caule e folha), acetato de etila (caule) e
metanol (caule e folha), de acordo com os Esquemas 2 e 3. Os extratos foram
fitrados e entdo concentrados até a secura em evaporador rotativo, sob
pressao reduzida, fornecendo as quantidades indicadas.

ESQUEMA 2: Preparacao dos extratos do caule de Luxemburgia

nobilis.
CAULE (184,00 g)
MACERACAO COM HEXANO
| |
EXTRATO TORTA 1 )
HEXANICO (LNGH) MACERACAO COM

s R METANOL

EXTRATO TORTAT

METANOLICO (LNGM)
20,00 g
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ESQUEMA 3: Preparacao dos extratos das folhas de Luxemburgia

nobilis.
FOLHAS (271,70 g)
Maceragao
com hexano iéTRATO
[ ETATO
—— TORTAI | ETILA(LNFA)
Maceragdo com 17,69 g
i T e L acetatn de etila
‘ ‘ L. TORTA I
EXTRATO Maceragao
HEXANICO (LNFH) com matanol EXTRATO
2,0 M ILIC
B TORTA il l E(Tlﬁ%)lco
40,00 g

4.2.3- Fracionamento dos extratos:

Apos fracionamento cromatografico dos extratos as fragbes foram
analisadas por CCD e reveladas sob ldmpada de UV, em cuba com iodo ou em
solucdo de vanilina (5,0 g) em 100 ml de &cido sulfurico:etanol (80:20). As
fracdes iguais foram agrupadas. Com base na quantidade de material contido e
complexidade da mistura das fragdes, estabeleceu-se a ordem de prioridade
para prosseguir a andlise dos grupos de fracoes.

A metodologia empregada envolveu sucessivas analises cromatograficas
(CCDC, CCP e CG-EM) e encontram-se especificadas nos Esquemas 4; 5; 6;
7¢e8.

a- Extrato hexanico do caule: O extrato hexanico foi submetido a

particio entre hexano e metanol/agua (9:1), a fragdo hexanica (3,58 g) foi
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fracionada numa coluna cromatografica, contendo silica gel. Iniciou-se a eluicao
com hexano-clorofédrmio (1:1) aumentando-se a polaridade do eluente pela
adicao gradativa de cloroféormio seguida de cloroformio-metanol até metanol
(100%), obtendo-se 64 fracbes de 20 ml. A fracdo metandlica (288,00 mg),
obtida através da particdo do extrato original, foi cromatografada numa coluna
contendo silica-gel e eluida com CH,Cl, -~ MeOH (9:1) até MeOH 100%,
fornecendo 31 fragdes (Esquema 4).



ESQUEMA 4: Fracionamento do extrato hexanico do caule de

Luxemburgia nobilis.

LNGH
3385¢g

Parti¢do com:
C{,Hl 1/ MCOH:HWO (() l)

|

FRACAO
METANOLICA
(288,00 mg)

FRACAO
HEXANICA
(338¢g)

FragGes analisadas

5-8
(130 mg)

CCDP

CHCI3;:McOH(3%)

Fragocs analisadas

65

(10 mg)

17-19
6-7 10-11 12-15 (100 mg) 36-43 57-60
(15 mg) (173 mg) (130 mg) 54 ¢55 (91 mg) (1,0 g)
56,57 ¢ 64 53 ¢ 56 — = 61 e62
Crslalizagdo
Hexano/AcOEt(1:1)
CC
FE: Silica gel 60
FM: CH-CI-/AcOEt(99:1)
12/1 12/2 14
(20 mg) (11 mg)
59 e 60 58 Cristalizagio

Hexano/AcOEt(1:1)

65
{30 mg)

40
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53

P.F:68°C

Solavel em: CHCl3

RMN 'H: (Figura 3)

RMN **C: (Figura 4)

EM: (Figura 2) (Esquema 9)

\/);—\/—\/k\g\/u)ou

56

O
\/\/\ﬁﬁﬁ\/\/lL()ll
54: n= 14
55: n=10

P.F da mistura: 72 °C
Soluvel em: CHCI;

RMN *H: (Figura 6)

RMN '3C: (Figura 7)

EM: (Figura 5) (Esquema 10)

0
CH.
Wo’ :

57

Soluvel em: CHCl3

RMN *H: (Figuras 3 e 12) (Tabela 3).
RMN **C: (Figuras 4 e 13) (Tabela 3)

IV: (Figura 11) vmax, cm™ (filme)
EM: (Figura 8) (Esquema 11)

Solavel em: CHCIl3

RMN *H: (Figura 11) (Tabela 5).
RMN *3C: (Figura 12) (Tabela 5)
IV: (Figura 11) vmax. cm™ (filme)
EM: (Figura 9) (Esquema 12)

OH

/O
HO

OH H
McO
O
58
P.F: 192 °C

Solavel em: DMSO

RMN *H: (Figura 16) (Tabela 7).
RMN **C: (Figura 17) (Tabela 7)
IV: (Figura 15) vma cm™' (filme)
EM: (Figura 18) (Esquema 14)
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At
Nt

59: n=4
60: n=6

61: 22,23-dihidro, R=H
62: A*? R=H

P.F: 6leo

ap: +0,8 (¢ 2,5, CHCI3)
Soluvel em: CHCI3

RMN *H: (Figura 21)

RMN *3C: (Figura 22)
Homocosy: (Figura 224)
HMQC: (Figura 25)

HMBC: (Figura 26)

IV: (Figura 19) vima cm ' (filme)
EM: (Figura 27) (Esquema 15)

P.F: 115°C

Solavel em: CHCis

RMN 'H: (Figura 34)

RMN **C: (Figura 35) (tabela 8)
EM: (Figuras 36 e 37)

Solavel em: CHCl;

RMN "H: (Figura 12)

RMN **C: (Figura 13) (Tabela 6)
IV: (Figura 11) vmay,. cm™ (filme)
EM: (Figura 10) (Esquema 13)

P.F: 295 °C

Solavel em: MeOH

RMN 'H: (Figura 38) (Tabela 9).
RMN **C: (Figura 39) (Tabela 9)

42
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b- Extrato metandlico do caule: O extrato metandlico (20,0 g) foi
fracionado numa coluna de cromatografia, contendo silica gel. Iniciou-se a
eluicdo com acetato de etila aumentando-se a polaridade do eluente pela
adicao gradativa de metanol até metanol (100%), obtendo-se 150 fracdes de
200 ml (Esquema 5).

ESQUEMA 5: Fracionamento do extrato metanolico do caule de
Luxemburgia nobilis.

LNGM
20,0 g)

FragOes analisadas

2 8-12 - 1820 33-35 36-63
(403,7 mg) {500,0 mg) (35,0 mg) (203,8 mg) 9,09
cc
FE: Sephadex
FM: MeOH
77

(1,0 8)




OH '
0L o
HG, ol
63

v Continuagao do Esquema 5.

2
(403,7 mg)

CC:
FE: Silica gel 60
FM: CH-CI-/MeOH(5%)

laz2
(157,00 mg)

}CCDC cm CHCI;:McOH (10%)

| |

66, 67, 68 74
(80,0 mg) (30,0 mg)

P.F: 300 °C

Soluvel em: DMSO

IV: (Figura 41) vima cm™' (filme)
RMN *H: (Figura 42)

RMN *3C: (Figura 43)

P.F: 190 °C

Soluvel em: metanol

RMN 'H: (Figura 68) (Tabela15).
RMN *C: (Figura 69) (Tabela 15)
IV: (Figura 67) vmax. cm™ (filme)

812
(500,0 mg)

CC:
FE: Silica gel 60
FM: CH-Cl/MeOH(30%)

8/4
(200,0 mg)
74
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67: R=Me, Ri=H
68: R=H, Ri= Me

P.F: 180 °C

Soluvel em: CHCIs

RMN 'H: (Figura 49)

RMN 3C: (Figura 50) (Tabela 11)

Soluvel em: acetona

RMN 'H: (Figura 53) (Tabela 12).
Homocosy: (Figura 54)

RMN *3C: (Figura 55) (Tabela 12)
IV: (Figura 52) vmax cm’ {filme)
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w Continuagao do Esquema 5.

33-35

CC:
FE: Sephadex
FM: CHCI;:MeOH(10%)

' l
3311 333

CCDP

Recristalizagdo: CHC1:McOH(10%)

IACOE(; McOH(10%)

63
7576
( N -
83.0 me) (20,0 mg)
Ry
HO R,
| Soluvel em: acetona
OH O RMN 'H: (Figura 61) (Tabelas 13).
75: R1= OH, R>=H Homocosy: (Figura 62)
RMN *3C: (Figura 63) (Tabela 13 e 14)
76: R1= R,= OH HMQC: (Figura 65)
HMBC: (Figura 66, 66a)
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C- Extrato hexanico das folhas: O extrato hexanico (2,0 g) foi fracionado
numa coluna de cromatografia, contendo silica-gel 60. Iniciou-se a eluicdo com
hexano, hexano-diclorometano, aumentando a polaridade do eluente pela
adicao gradativa de dicloro seguida de diclorometano-acetato de etila, acetato
de etila, acetato de etila-metanol, até metanol (100%), obtendo-se 40 fracdes
de 50 mi (Esquema 6).

ESQUEMA 6: Fracionamento do extrato hexanico das folhas de Luxemburgia

nobilis.
LNFH
(2.0 g)
Fragoes analisadas
1-4 6-9 31-35
(200 mg) (130,0 mg) (620 mg)
DG o 3%
53 54, 55 61
(86,0 mg) (60,0 mg) (97,0 mg)

%% Fragdo em CHCl, que na presenca de acetona forneceu um
preciptado

#*Fragdo em CHCIs que na presenca de hexano forneceu um
preciptado.
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d- Extrato em acetato de etila das folhas: O extrato em acetato de etila
(17,7 g) foi fracionado numa coluna de cromatografia, contendo silica gel.
Iniciou-se a eluicdo com diclorometano (100%) aumentando-se a polaridade do
eluente pela adigdo gradativa de acetato de etila, seguida de acetato de etila-

metanol até metanol (100%), obtendo-se 95 fragdes de 250 ml (Esquema 7).

ESQUEMA 7: Fracionamento do extrato em acetato de etila das folhas
de Luxemburgia nobilis.

LNFA
(17,7 g)

Fragdes analisadas

1-48 4954 85564
(209 (200.00 ma) (335.00 ma)
CCR CCR cc |
- silica eel 6 FE: silica gel 60 FE: Sephadex
Eazsg;jéﬁel o0 FM: McOH:CHCl; FM: CHCl;:McOH(10%)
73
i niz. 130,00 mg)
51 5 ! : - 1 m
(107,00 mg) (88.78 ma) ( o




P.F: 300 °C

Solavel em: CHCI;

RMN *'H: (Figura 74a) (Tabela186).
RMN '2C: (figura 75) (Tabela 16)
IV: (Figura 73) vma, cm™ (filme)

70

Soluvel em: Metanol

RMN *H: (Figura 78) (Tabeia 17)
Homocosy: (Figura 79)

RMN **C: (Figura 80) (Tabela 17)
HMQC: (Figura 82)

HMBC: (Figura 83)

IV: (Figura 77) vmax cm’' (filme)

. O P.F: 220 °C
, 0 [a]o: +7,0 (acetona, ¢ 0,6)

Solavel em: Metanol

ol RMN 'H: (Figura 88) (Tabela18)
Homocosy: (Figura 89)

RMN *>C: (Figura 90) (Tabela 18)
HMQC: (Figura 92)

HMBC: (Figura 93)

IV: (Figura 84) vmax. cm™ (filme)
U.V: (Fiaura 85) em metanaol

OH O 73
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d- Extrato metandlico das folhas: O extrato metandlico (40,0 g) foi
fracionado numa coluna de cromatografia, contendo silica gel. Iniciou-se a
eluicao com diclorometano aumentando-se a polaridade do eluente pela adicdo
gradativa de acetato de etila, seguida de acetato de etila-metanol até metanol
(100%), obtendo-se 168 fracdes de 250 ml (Esquema 8).

ESQUEMA 8: Fracionamento do extrato metandlico das folhas de
Luxemburgia nobilis.

LNFM
40,00 g

FracGes analisadas

26-30
10-15 310.3 m 32-39
(210.3 ma) (310.3 mg) (1.0q)
-Solugdo em MeOH
- pp em CHCI, acetona
Solugao 72 Residuo Solucao
(50,0 mg)

(295 mg)




OH

HO

10-15
(210.3 ma)

cC

FE: Sephadex
FM: CHCl3:McOH(10%)

8-10
(100 mg}

CCDC em CH-Cl-:MeOH (10%)

69

(45 mg)

69

72: R= Me

70
(93 mg)

P.F: 301°C

Soluvel em: CHCI3

RMN *H: (Figura 105) (Tabela21).
RMN *C: (Figura 106) (Tabela 21)

Soluvel em: DMSO

RMN *'H: (Figura 108) (Tabela 22)
Homocosy: (Figura 109)

RMN '3C: (Figura 110) (Tabela 22)

51
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4.3- Procedimentos experimentais gerais.

4.3.1- Acetilagao
As amostras acetiladas foram tratadas com piridina e anidrido
acetico (2:1) e usado como catalisador dimetilamino piridina (DMAP), a solucao
foi mantida em repouso a temperatura ambiente por 24 horas. Apos este
periodo adicionou-se agua gelada e extraiu-se com cloroférmio. A solucéo
cloroférmica foi lavada primeiro com solugéo de HCI 10% (trés vezes)e depois
com agua destilada (trés vezes). Apds secagem com sulfato de sédio anidro, o

solvente foi destilado e obteve-se o correspondente ao material acetilado.

4.3.2- Metilagcao com diazometano
O diazometano foi preparado por destilacdo de uma solucédo
etérea de N-metil-N-nitroso-p-tolueno-sulfonamida (Diazald) (2,14g de diazald
em 30 ml de éter) tratada com uma solu¢ao alcoodlica de KOH (0,4g de KOH em
10 ml de etanol).
As amostras a serem metiladas foram dissolvidas em metanol
e ftratadas com excesso de diazometano recentemente preparado. Os

derivados metilados foram obtidos apds evaporacéo do solvente.
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4.3.3- Preparagao do tiometil éter
O dimetil dissulfeto (2ml) e a mistura de triglicerideos (5,0 mg) foram
colocados em um baldo de vidro equipado com um septo e agitador magnético.
0,5 ml de uma solugao de iodo em dimetil dissulfeto foi adicionada a mistura. O
baldo foi purgado com argénio e a solugdo deixada sob agitacdo por 24 h a
temperatura ambiente. O produto foi submetido diretamente a analise de EM-IE
e EM-FAB.
A mesma metodologia foi usada na preparacéo do derivado tiometila

para o acido linoleico.
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4.3.4- Metodologia para ELAs dos extratos de Luxemburgia

nobilis e da substancia 73.
Os extratos testados, LNGH (46,30 mg), LNGM (52,90 mg), LNFH (
47,33 mg), LNFA (61,16 mg ), LNFM (52,30 mg) e a substancia 73 (26,70 mg)
foram submetidos a uma solu¢ao de DMSO:H,0:PVP (2,0 ml:3,0ml:80,0 mg).
Tomaram-se aliquotas de 500, 300, 200, 100 e 50 ul desta solucdo que foram
colocadas em tubos de ensaios, os quais foram completados com 5 ml de &gua
do mar artificial e posteriormente adicionadas as larvas de Artemia salina (10
larvas por tubo).
Apds 24 horas as larvas vivas e mortas foram contadas e a DLs

determinada.



CAPITULO 5
RESULTADO E DISCUSSAO
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5- RESULTADOS E DISCUSSAOQO

5.1- Resumo do estudo fitoquimico:

As folhas e caule de Luxemburgia nobilis foram sucessivamente extraidas
com hexano, acetato de etila e metanol através da maceracédo, fornecendo
0s respectivos extratos, apds filtragdo e evaporacdo dos solventes em
evaporador rotatorio.

Apos a analise dos extratos por CCDA fez-se o fracionamento em coluna
cromatografica de silica gel.

As fragbes coletadas foram agrupadas, apoés terem sido analisadas por
CCDA e reunidas em grupos de fracbes. Visando o isolamento de
substancias naturais, foi estabelecida a ordem de prioridade para o estudo
de cada grupo de fragdes, partindo daquelas que apresentavam uma relacao
quantidade de amostra x complexidade (numero de substancias) suficiente

para prosseguir o trabalho de isolamento. Os extratos em acetato de etila
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(folnas) e metandlico (folhas e caule) apresentaram quantidades qualitativas
de material resinoso, constituindo aproximadamente 20% do peso do extrato.

As fragOes selecionadas para estudo foram purificadas usando CC, CCDP
e/ou CCDC, resultando no isolamento de &cidos graxos, triglicerideos,
terpenos e flavonodides. Os procedimentos usados nestas etapas estio
reunidos no capitulo 4. A identificacao das substancias foi feita com base na

analise de dados espectrais ou comparagao com padrdes da literatura.

5.2- Identificacdo dos constituintes isolados do extrato
hexéanico do caule (LNGH).
5.2.1- Substéncias 53 e 56

As substéncias 53 e 56 foram analisadas em CG-MS e identificadas como
acido hexadecandico e &cido linoleico (173,0 mg) através do espectro de
massas pela observacao do ion molecular em m/z: 256 para 53, o qual €
idéntico ao padréo (Figura 2, Esquema 9).

Os espectros de RMN de 'H e de "*C destas substancias sdo compativeis
com a mistura de acidos graxos (Figuras 3 e 4). O espectro de RMN de 'H
mostra sinais correspondentes a hidrogénios em carbonos metilicos &cys:
0,85 (t), 0,86 (t), em carbonos metilénicos d¢crp: 1,29 (M), 1,61 (m), 2,02 (m),
2,32 (), 2,75 (t) e em carbonos metinicos 5cy: 5,33 (m) (Tabela 3). O

espectro de RMN de "*C mostra sinais correspondentes aos carbonos
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metilicos &chs: 14,06, em carbonos metilénicos Scwy: 22,66; 24,66 25 45;
25,65; 27,17, 29,04 - 29,67; 31,90; 34,07 e carbonos metinicos dcy: 127,90;

128,00; 129,9; 130,10 (Tabela 3).

KH7220 540 (8 928)
100, 95
&0
%
i
53
157 171 185 213 256
0 179] 199 227;22%239;;257
R676 hits
i
100 73
60
57
{
55 *
I
U
n

129

|
111516i 157 171 185 104 ik »
L s M 2y |287

1 ! vrrdedh
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Figura 2: Espectro de massas de 53.



0“15

+
CIL(CH,);COOH
mz: 129 (17%)

117

1,C(CH,),CH= u_l
m'z: 98 (12%)

L
Cll,

+
CILCH-CH=CH.
mez: 33(100%)

O

mz: 256 (5%)

N

Il CCHq(,OOH

n/z: 73(39%)

('0“1_

W —5_> CLL(CH,),COOH

mz: 1 71(5%)

tLC CO(Jh
mz: 60 (65%)

Esquema 9: Fragmentagdes de massas da substancia 53.
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Tabela 3: Dados de RMN de 'H e de *C em CDCl5 das substancia 53 e 56
comparados com os dados de RMN de *C em CDCls descritos na

literatura. ®
53 Literatura® 56
SH 7 Sc Acido Acido linoleico Sc SH
hexadecandico 3¢
¢
CHs | 0,85(t) 14,06 14,11 14,07 14,06 0,87 (1)
2,02 (m) 22,40 22,69 22,58 22,66 2,02 (m)
1,61 (M) 25,45 24 69 24 66 24 66 1,61 (m)
CHz | 1,29 (m) 25,65 29,04 - 29,67 27,19 2717 1,29 (im)
1,29 (m) 29,11-29,57 31,91 29,03-29,58 29,04-29,67 | 1,29 (m)
2,33 (1) 31,07 34,16 31,63 31,90 275 (t)
CH - - - 127,84; 128,01; | 127,90; 128,00:
129,96, 130,16 | 129,90; 130,10 | 5,33 (m)
C=0 - 179,80 180,59 180,07 180,10 -
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Figura 3: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) dos acidos graxos 53 +56.
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Figura 4: Espectro de RMN de *C e DEPT 90° e 135° (100 MHz, CDCl3)
dos acidos graxos 53 + 56.
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5.2.2- Substancias 54 e 55

A mistura das substédncias 54 e 55 foi analisada em CG-EM e
identificada como acido hexaeicosanoico e acido tetraeicosandico (100,5 mg)
através do espectro de massas pela observacdo do ions moleculares m/z:
368 para 54 e m/z: 396 para 55 (Figura 5, Esquema 10) e pela analise dos

espectros de RMN de "H e de "*C (Figuras 6 e 7) (Tabela 4).

Mario, LNOGHH-17119 18-Sep-1997
VG Quattro 1€:38:04
KHT338 87 (2.370) Om (EL 69} Scan Cl+
100. 1t 1B4et

28
lli‘gs

LYY TR TR TR R
Figura 5: Espectro de massas de 54 ¢ 55




CH,—(CH3);—COOH

-

m.= 157 (39%)

CHz_(an)lz'—C()()}i
mz 227 (20%)
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A A
Clh—(CHy)s=COOH e (CHaYe—C 00 :
m= 129 (52%) S ¢ . f 1l7[;1)739(°f,) i CHy—(CHa) 1, —COOH
C[SHM . m.z 235 (23%)
. Ciotlyy
Cirfs C i, .
‘ LD { Cotly-
S5 14 (A 368)
Q
\/\/\(\4{\/\)1\1\,”
S4n 16 (M .3906)
S éuﬁzf\ .
CgHay J CyH;
§ + ' .
Clih—(Clly),—C OO CIL—(CH,)p—C OO0 CHy—(CHa)o=COOH
o : = L
m = 143 (36%) m = 199 (23%0) m = 341 (100%) a)
(-‘. Cz”ﬁ
Cisty “c;n;():
\j Y ]

CIL—(CH3):—COO0I
m= 367 (40%)

CHCIHL(CHq)9C 1,
m.= 323 (36%)

ClL—(CHy)y~COOH
m-= 185 (30%)

Esquema 10: Fragmentagdes de massas da substancia 54 e 55.

Os espectro de RMN de 'H e de '™C destas substincias sao
compativeis com a mistura de acidos graxos (Figuras 4 e 5). O espectro de
RMN de "H mostra sinais correspondentes a hidrogénios em carbonos
metilicos Scha: 0,95 (t, 6,2 Hz), em carbonos metilénicos ¢y 1,24 (M), 1,63
(m), 2,40 (t) (Tabela 4). O espectro de RMN de **C mostra sinais

correspondentes aos carbonos metilicos 6cns: 14,11 em carbonos
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metilénicos dcwp: 22,68, 24,66; 29,05 - 29,89; 31,91; 33,98 e carbono

carbonilico d¢-0: 179,8 (Tabela 4).

Tabela 4: Dados de RMN de 'H e de "*C das substancia 54 + 55 comparados

com a literatura.®

54 + 55 Literatura™
d¢ o dc
CHs 14,11 0,95 (t, 6,5 Hz) 14,12
CH- 33,98 2,40 (t, 6,2 Hz) 34,16
31,91 1,63 (m) 31,91
29,05 - 29,89 1,24 (m) 29,09-29-60
C=0 179,80 - 180,59
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Figura 6: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da mistura dos acidos graxos

54 ¢ 55.
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Figura 7: Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da mistura dos
acidos graxos 54 + 55
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5.2.3- Substancias 56, 57 e 64.

O caule de luxemburgia nobilis forneceu fragcbes oleosas a partir do
extrato hexanico, estes Oleos foram analisados por CG-EM, apés
fracionamento em coluna de silica gel (Esquema 4, pag. 41). A mistura das
substancias 56, 57 e 64 foi analisada por CG-EM (Figura 8) e comparacao
com a biblioteca de espectros de massas(Figura 8a e 10) permitindo a
identificacdo do acido linoleico [56(10,7%)], 14-metil-pentadecanoato de
metila [57(56,6%)] e do 6xido de 13-epimanoila [64 (32,7%)].

A Figura 8a apresenta o pico do ion molecular [M*] em m/z: 280(M",
1%) e picos importantes em m/z: 109(39%), 81(80%), 79(57%) e o pico base
em m/z: 55(100%) correspondentes aos fragmentos da substincia 56
mostrados no Esquema 11.

.........

57

Figura 8: Cromatograma de CG da mistura de 56, 57 e 64 em CH,Cl,. Coluna
HP-5 (30 m x 0,32 mm), 50 °C (2 min.), 5 °C/min até 200 °C.
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A Figura 9 apresenta o pico do ion molecular [M*] em m/z: 270(3%),
picos importantes em m/z: 227(5%), 199(3%), 143(13%), 87(68%) e o pico

base em m/z. 74(100%), correspondentes as estruturas mostradas no

Esquema 12.
on mzm
i L o amem

Figura 9: Espectro de massas de 57.
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uh/kA O
iz 69(16% A)L()CH
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m 7: 8(4%) ! .
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2~ PN / I
\)J\()(H 4—5— /)\/\)L()(H —L> /\NH%J\()LII _L. ‘/\”/\U(‘”z

8
m:z: 87(68%) mz: 270(3° miz: 227(5%) mz: 199(3%)
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)J\ i
OC T, /\/mlk
m'z: 74(1()()) [ OCH,

mz: 143(13%)

m'z: 70(3%)

|

/\/

m7: 53(39%,)

Esquema 12: Fragmentagdes de massas da substancia 57.

A Figura 10 apresenta picos importantes em m/z: 275(20%), 257(30%),

81(80%) e o pico principal em m/z: 55(100%) correspondentes as estruturas

mostradas no Esquema 13.

CoHy3

7 Y
20X

m Z: 257 (30%)

""'-__ mz: 275 (2000)

miz: 290 (ausente) L3 de /
= .
—‘L» W Lol 1570
' Q)
2H

me 137-(25"(.)

C

mz: 35 (100%0)

= Y N B

m=: 192 (15%) m:zr 93 (60°%0) w20 81 (80%0)
Esquema 13: Fragmentagdes de massas da substancia 64.
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KH7221 541 (9.944) Hit Compound Name
100 55 5254 4T B BETA BBETAH 9BETAH 10ALPHA

2 1-NAPHTHALENEPROPANOL . ALPHA -
3 1H-NAPHTHO 2.1-B PYRAN. 3-ETHENY
4 1-NAPHTHALENEMETHANOL , DECAHY
81 5 1H-NAPHTHO 2.1-B PYRAN, 3-ETHENY
Lo 6 4,.25-SECOOBSCURINERVAN-4-OL, 22-
7
8
9

| |

8A(2H)-PHENANTHRENOL, 7-ETHENYL

|67 g5 9,9"-BIPHENANTHRENE, OCTACOSAH
b OLEAN-12-EN-28-AL. CYCLIC 1.2-ETHA

% | 10 OLEAN-12-EN-28-AL
11 ANTHRACENE, 3-CYCLOHEXYLTETRA

12 ANTHRACENE, 9-BUTYLTETRADECAH
13 1-CYCLODODECENE-1-CARBONITRILE
14 1,3-DITHIOLANE. 2-(28-NORURS-12-EN
15 URS-12-EN-28-OL

16 1-NAPHTHALENEPROPANOL, .ALPHA -
17 1-CYCLODODECENE-1-CARBONITRILE
18 (1R 2R 8AS)-2.4 4 TA-TETRAMETHYL-1-
19 1-PHENANTHRENECARBOXYLIC ACID,
20 PHENANTHRENE. 9-DODECYLTETRAD

76

R a— (172
200 350

Figura 10: Espectro de massas de 64 comparado com dados da biblioteca do
aparelho.

Apds as dedugdes das andlises dos espectros de massas fez-se a

andlise dos dados espectrais de I.V., RMN de 'H e de "°C (Figuras 11, 12 e

45, 46

13) e comparou-se os dados com os da literatura conforme descrito

abaixo.
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O espectro de 1.V mostrou absorgdes a 3450,8 cm™ (hidroxila de acido),
2925,8; 2854 4 e 757,4 cm™ (cadeia alquilica) e 1729,9 cm’™ (carbonila de

éster).

49.65-
X7

28.12 4
, 3
667.2 4
ol - 5
\J ; :
4
]
2. o T T T T } T T —
4890 3508 N 2508 2008 1588 1008 cat 380
/18729 L1126

X: 4 scans, 4.8cm~1
Figura 11: Espectro de I.V. da mistura de 56, 57 e 64
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O espectro de RMN de 'H e de "*C destas substancias sao compativeis
com a mistura de acido graxo, ester metilico e um diterpeno (Figuras 12, 13
e 13a). O espectro de RMN 'H mostra sinais correspondentes a hidrogénios
em carbonos metilicos 3cqs: 0,85 (d, J= 6,5 Hz), 3,67 (s), em carbonos
metilénicos dco: 1,24 (M), 1,60 (M), 2,34 (t, J= 6,2 Hz) (Tabelas 4, pag. 63).
O espectro de RMN de **C mostra sinais correspondentes aos carbonos
metilicos dchz: 14,09 em carbonos metilénicos 3cp: 18,40(64); 19,50 (64);
22,68, 24,91, 25,68; 27,16; 28,79 - 29,67, 31,89; 34,07; 34,10; 39,69(64);
42,50(64); carbonos metinicos 5¢cy: 147,30 (64) e carbono carbonilico §¢=o:

174,50 (Tabelas 5 € 6).
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Figura 12: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) da mistura de 56 57 e 64.
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Figura 13: Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCls) da mistura
de 56, 57 € 64.
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Figura 13a: Expansé&o do espectro de RMN de **C entre 50-175 ppm da
mistura de 56, 57 ¢ 64.

57 e 64

r Substancia 56: acido linoleico (dados discutidos pag. 57-58).
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Tabela 5: Dados de RMN de 'H e de *C das substancia 57 comparados
com a literatura.

Octadecanoato de
57 metila®
C 3y 3¢ d¢
1 - 174,50 173,00
2 2,34 (t) 34,07 3413
3 1,24-1,60 (m) 2491 2501
4 1,24-0,85 (m) 29,23 29,21
5 1,24-0,85 (m) 29,33 29,31
6 1,24-0,85 (m) 29,42 29,50
7-12 1,24-0,85 (m) 29,67 29,64-29,67
13 1,24-0,85 (m) 29,42 29,41
14 1,24-0,85 (m) 28,79 31,97
15 1,24-0,85 (m) 22,66 22,73
16 1,24-0.85 (m) 22 66 1410
1 3,65 (s) 51,43 Nao consta na
referéncia

O

he OCH;
octadecanoato
de metila




Tabela 6: Dados de RMN de *C da substancia 64 comparados

com a literatura.®

64 Oxido de 13-epimanoila™ |

C dc 8¢

1 39,69 39,40
2 18,40 18,70
3 42,50 42 20
4 33,40 33,40
5 57,00 56,50
6 19,50 19,90
7 43,30 43,10
8 76,10 76,10
9 59,00 58,50
10 39,80 39,60
11 16,00 15,90
12 34,80 34,90
13 73,50 73,30
14 147,60 147 80
15 109,50 109,50
16 32,60 32,70
17 33,00 33,30
18 21,00 21,30
19 16,50 15,90
20 24,00 24,00

75



76

5.2.4- Substéncia 58

Os depsideos sdo substancias aromaticas, encontradas nos
liquens, formadas a partir de policetideos. As substancias
aromaticas mais comuns em liqguens s3o formados pela
esterificagao de duas ou ocasionalmente de trés unidades fendlicas,
como por exemplo, derivados do acido orselinico. O processo
biossintético inicia-se como no caso dos acidos graxos, com a
condensacado do acetiiSCoA e manoliiSCoA. A acetoacetilSCoA,
resultante desta condensacao, pode condensar com duas outras
moléculas de malonilSCoA em etapas sucessivas, formando um
policetideo de oito carbonos. Este uitimo pode ciclizar através de
dois processos distintos: um deles por condensacdo alddlica
produzindo acido orselinico, e o outro por condensacgio tipo

Claisen, produzindo floroacetofenona (Figura 14) *’.

CH3COSCoA * 3HOOCCH,C0SCoA—CH;COCHLCOCHCOCILCOSCoA

)/l\ ci

Cc=0

COOH
HO .OH
A~
HO on x

Acido orsclinico

Clhy

OH
Floroacetofenona

Figura 14: Biossintese do acido orselinico e floroacetofenona
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O acido orselinico € o precursor de depsideos derivados do
orcinol. A formagéo desses compostos ocorre por esterificacao
entre unidades derivadas deste acido.

Substancias aromaticas de liquens possuem potencial
alergénico podendo causar dermatites, como exemplo tem-se o
trabalho feito por Solberg e col. onde durante um periodo de dois
anos e meio, sete pacientes habitualmente testados em seu
laboratodrio revelaram alergia de contato a musgo de carvalho em
perfumes. Todos reagiram a uma mistura de liquenes diferentes e
alguns a combinagcbes especificas de liquens. A sensibilidade
provavelmente foi induzida por cosméticos que contém substancias
de liquenes. Trés combinagdes causaram reacdes em todos o0s
pacientes testados: atranorina, acido evernico e acido usnico. Trés
pacientes eram fotossensiveis, mas as reacdes mais fortes foram
através do contato prolongado durante a protecdo completa contra
a luz. Os dados sugerem que a capacidade sensibilizante das
combinag¢des de liquens seja principalmente de contato e ndo de
fotocontacto.®

O depsideo 58 foi isolado do extrato hexanico do caule de
Luxemburgia nobilis (Esquema 4, pag. 41). A formula molecular foi

deduzida como Cq9H:30g através do espectro de massas de baixa
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resolugdo [m/z: 375 (M"", 15%)] (Figura 18, Esquema 14) e por
espectros de RMN 'H e **C (Figuras 16 e 17).

O espectro de 1.V mostrou absor¢des a 3448,1 cm™ (hidroxilas
fenollcas) 2931,0; 2848 7;755,6 cm™ (CH;), 1736,7 cm ~' (carbonila
de éster), 1654,6 cm” (carbonila de aldeido), 1454,8 cm

(aromatico) (Figura 15).

RN RASR
52.83
A1
A
Aé%,
. J
v F
Atranorina o ";f
# !
B Ny 1 ?&5 ’(\ﬁgﬁ
P W 3 F U k i }i'.
A Al
47.59 - | 1 e 14 E ¥
VCOR0R . LT
$32.3 rd J 48
cat - e 4
f‘f g
ol
5:& ¥ 1 L] T L] 1 k] L
4000 3580 3808 258 2008 1500 1908 cat 580

Figura 15: Espectro de infra-vermeilho de 58.

O espectro de RMN de "H mostrou a presenga dos singletos a
on: 2,07 (3H); 2,53 (3H); 2,67 (3H) correspondentes aos trés grupos
metilicos ligados a carbono sp?, 3,97 (-OCHs), 10,3 (-COH), 11,94;

12,49; 12,54 (3 x -OH) e em 6,50; 6,39 (2H benzilicos).
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Figura 16: Espectro de RMN de 'H da substancia 58 em CDCI3 (400 MHz).

A analise do espectro de RMN de **C (Figura 17) mostrou a
oresencga de trés -CH (6¢ 193,80; 115,90; 112,80) e quatro —CHs (8¢
9,36; 24,03; 25,60, 56,30) que confere com os dados obtidos
através da analise de RMN de 'H (Tabela 7, Figura 16). Os
jeslocamentos quimicos dos carbonos sp® quaternarios (Sc-c.o
162,80; 152,40; 167,50; 169,70, oc-c 102,80; 108,50; 110,30;
116,70; 139,90; 152,40; oc-0 172,20, 169,70) levou a proposta
astrutural de uma substancia com dois anéis aromaticos com oito

substituintes e dois hidrogénios. As duas metilas ligadas a carbono
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sp® (8c-c 139,90:; 152,40) mostram valores compativeis com as

posicoes orto e para carbonila.

Brukar Data

PULSE SEQUEMCE hruker
OBSERVE UNKNOWS

RLLAXATION DELAY 1.000 sec
PULSE WIDTH 2.8 usec

FIRST PULSE WIDTH 12.5 usec
TEMPERATURE 24.C deg. C.

N

I

FT SIZE 32768

TOTAL ACQUISITION TINE 3.0 hours
a4-28-97

virginia fech STC W racility

o~ 77 352
" 76.648

o
2
<
~ -
s J
w
. sl
3 ® o
B 2 | .
2 - ” 2
- -
d | l‘ !
I
i ‘ i
.
,
i H
oo | , | \)! ) “ J I
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Figura 17: Espectro de RMN de "C (100 MHz, CDCl3) da substancia 58.
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Tabela 7: Dados de RMN de 'H e de **C da substancia 58 comparados

com a literatura.*®

58 Atranorina®
C d¢c SH OH
1 152,00 - ]
2 116,70 i ;
3 162,80 ; ;
4 110,30 - _
5 139,90 6,50 (s, 1H) 6,52 (s)
6 115,90 - _
7 172,20 - ;
8 9,36 2,07 (s, 3H) 2,08 (s)
9 24,03 2,53 (s, 3H) 2,54 (s)
1 102,80 - ]
2 169,70 - -
3 108,50 - -
4 167,50 - -
5' 112,80 6,39 (s, 1H) 6,40 (s)
6 152,40 - ]
7 169,70 - -
8 193,80 10,30 (s, 1H) 10,38 (s)
9 25,60 2,67 (s, 3H) 2,69 (s)
-Ome 52,30 3,97 (s, 3H) 3,96 (s)
HO-3 - 11,94 (s, 1H) -
HO-2 - 12,49 (s, 1H) 12,35 (s)
HO-4 - 12,54 (s, 1H) 12,53 (s)

Atranorina
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Estas informacgdes e os picos m/z 196 (100), 194 (90), 179
(95) e 137 (20) mostrados no E.M (Figura 18, Esquema 14) e
comparagio com dados da literatura*® mostra que a substancia 58
se refere a 4- (2', 4’- dihidroxi - 3’- formil- 6’- metilbenzoiloxi) -2,5-

dimetil-3 - hidroxibenzoato de metila, conhecida como atranorina.

MARIO
06-May-1997
KH71798B 68 (2 405) Cm (48:80)
400 196
o 164
{179
|
153
136
~ 07
LY ¢ P
AN 211 25
61 ] ¢
166
f 1
L I M
200 375

I

ylx‘.',:, 'f» . B8 g :f: }: i R R il 5 Iy ) 3 N .
0 60 B0 100 120 140 160 180 200 3 24 550 280 300 320 340 360 380 400 420 4

|

313
243 245 opy 285 220 343 359

Figura 18: Espectro de massas de 58
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© - HO oH
HO k
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ol CHOCO

mz: 300 (13)

MO M tA7
HO
HO
Cotl O CLEOH 1O Ol
101 411Y4 O ! cO
OH ( | “J—’ h
= e OCH; o7 |
| Gl ‘60-1 m = 196 (100) Ul
A m.z2 136 (60)
{ O
O OH
= 179 (95)

i\}

\q:[

O
151(40)

o - v
Crot 94

OH

mez: 19520)

OH

Y@

OH OH
mz: 153 (80)

t—‘ 2H° l\>f' 11.0)
Conizlh
Q] |
HACO _l . 1O M
HO O
w2 137 (20)
2: 194 (90)
f‘( IO
3 _l
HO

il
m:z: 164 (95)

Esquema 14: FragmentagOes de massas da substancia 58.

5.2.5- Substancias 59 e 60.

A mistura das substancias 59 e 60 foi identificada como

1-octadeca-6,9-dienoil-2,3-dihexadecanoilglicerol (59) e 1-eicosa-

8,11-dienoil-2,3- dihexadecanoilglicerol (60).

A determinacao da

posicao da dupla ligacdo na cadeia alifatica ndo € possivel através

dos métodos espectrométricos sendo necessario adotar uma

estratégia que consiste em uma clivagem oxidativa onde os
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produtos podem ser identificados por técnicas cromatograficas e
espectroscopicas. Ja que os produtos formados sao estaveis
durante a CG e, as fragmentagcbes de massas sado facilmente
interpretadas em relagao a estrutura original, 0 método de escolha
para a investigacao desses produtos foi a cromatografia gasosa
acoplada ao espectrémetro de massas (CG-EM).

A literatura descreve que para a determinagcao da posicao da
dupla ligagdo em alquenos lineares € usado o método de adigao de
dimetil dissulfeto catalisada por iodo, gerando o, p-bis-tiometil-
alcanos®.

Este método foi utilizado para a derivatizagcdo da mistura dos
triglicerideos 59 e 60 ( Capitulo 4, pag.54) e esta comparado com
o derivado tiometilico obtido do acido linoleico, através do espectro
de massas, que também possui duas duplas ligacbes separadas
por um grupo metilénico.

A mistura dos triglicerideos foi obtida como um 6leo viscoso e
em um primeiro momento em mistura com a substancia 58
(atranorina, Figura 20), sendo separados através da cristalizagao
de 58. No espectro de |.V (Figura 19) observa-se bandas a 2919,
2848 e 726 cm” (CH, CHs), 1655 cm™ (C=C) e 1737 cm’

(carbonila de éster).
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Figura 19: Espectro de infra-vermelho das substancias 59 e 60.

Os dados de RMN de 'H e de *C(PND e DEPT) (Figuras 21, 22
e 23) mostraram sinais de hidrogénios olefinicos em &= 5,33 (m)
ligados aos carbonos a 5c= 129,9 e 127,9 ppm. Estes sinais juntos

com a auséncia da banda de absorgéo em 970 cm™ no espectro de

.V, indicou geometria cis para as duplas ligagdes.
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Figura 20: Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCls ) das substancias 58, 59

e 60.
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O acoplamento observado no espectro de HOMOCOSY (Figura
24) entre um hidrogénio a &= 2,78 (dd, 14,0 e 6,0 Hz, CH,), e 0s
hidrogénios em &= 5,34 (m) indicou que o CH, esta ligado a dois
carbonos olefinicos. A ligagdo do CH» a &y 2,03 com &, 27,2 ppm,
a 542,78 com 3: 2559 (Jew) . 1299 e 127.9 ppm (**Jen)
observados nos espectros de HMQC e HMBC (Figuras 25 e 26),
respectivamente, permitiu propor um éster insaturado onde as
duplas estao separadas por um ~CH, com §,: 2,78 e 6. 25,59 ppm.
A comparagdo dos dados de RMN dos triglicerideos com os dados
do éster linoleico®™ confirmou a natureza dessa unidade nos
triglicerideos.

Outros sinais a 84 5,25 (m), 4,25 (dd, J= 12,0 e 5,0 Hz), 4,15
(dd, J= 12,0 € 6,0 Hz), 2,3 (t, J= 8,0 Hz), 1,68 (m), 1,25 (m) e 0,87
(t, J= 8,0 Hz) ligados, respectivamente, aos carbonos a &.. 68,9
(CH), 62,1 (CH,), 34,2 (CH,), 24,8 (CH,), 31,9-29,0 (CH,) e 14,1

(CH3) estao coerentes com um trigliceril éster.
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Figura 24: Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear hidrogénio-

hidrogénio('H,'H-Cosy , Homocosy) em CDCIs das substancias 59 e
60.
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O espectro de massas (FAB) da amostra original mostrou picos

com m/z 603 (60a), 575(59a), 551 (59 € 60), 365 (60b), 337 (59b),

313 (59c e 60c), 239 (59 e 60) (Figura 27, Esquema 15).

MARIO, TRIGLYCERIDE, LNOGHH 12/15-QIL IN NBA 11-Jun-1987
VG Quattro 13:15:21
Scan FB~

1.02e6

KH7212A 1(2 140) Sm (SG, 1x1.00). 5h 0,40 €O
fo0 105

Figura 27: Espectro de massas das substancias 59 e 60.
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Esquema 15: Fragmentagdo de massas das substancias 59 e 60.

O espectro de massas do derivado tiometilico de 59 e 60 (59-1 e

60-1) (Figura 28) mostrou pico intenso a m/z: 173 (98%) junto com

outros picos de menor massa (111, 97, 83, 69, 55 e 41) os quais

representam fragmentos de alcenos (Esquema 16).%

A analise do

espectro de massas de 59-1 e 60-1 mostrou com os picos de m/z

385, 367, 313, 311, 227, 185 e 187 para 59-1 e m/z 413, 397, 367,

341, 339, 227, 185 e 187 para 60-1, que as duplas ligagdes estao

entre os carbonos 6,9 para 59 e 8,11 para 60.
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Figura 28: Espectro de massas dos derivados tiometilicos 59-1 e 60-1.
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Esquema 16: Fragmentacdo de massas dos derivados tiometilicos 59-1 e
60-1
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O espectro de massas do derivado tiometilico do acido linoleico
(Figura 29) mostrou sinais que correspondem a fragmentagdes
similares dos derivados 59-1 e 60-1. Os fragmentos de maior
interesse sao aqueles obtidos através da clivagem das duplas

ligagbes (Esquema 17).
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Figura 29: Espectro de massas do derivado tiometilico do acido linoleico
(DTAL).
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5.2.6- Substancias 61 e 62

Os terpendides C;p sdo formados pela condensacdo cabeca-
cabeca de duas unidades de farnesil pirofosfato (FPP) formando o
esqualeno. Mais de 4000 triterpenos ja foram isolados, com 40 esqueletos
diferentes sendo os mais comuns 0s anéis pentaciclicos, como a B-amirina
(68).

Os esterdis pertencem a classe dos triterpenos sendo caracterizados
por um anel 33-monohidroxi-peridro-1,2-ciclopentanofenantreno. Dos 4000
triterpenos isolados, somente 300 esterdis foram encontrados em plantas,
tendo como caracteristica a esterificagédo da hidroxila em C-3 por um acido
graxo. A maioria das plantas produzem esteroéis alquilados no C-24, como no
sitosterol (61) e estigmasterol (62). A combinacdo de métodos
cromatograficos, espectrometria de massas € RMN é usada para purificacao
e identificacao de esterdis.

A biossintese de isoprenoides foi inicialmente elucidada através do
estudo de esteréis em animais e fungos. A chave para a biossintese dos
terpendides foi a descoberta da via do acido mevaldnico (AMV) (Figura 30) e
mais tarde da via do acetil-CoA na formacéo do isopentenil pirofosfato (IPP),

0 qual € isomerisado a dimetilalilpirofosfato (DMAPP) (Figura 31).
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Figura 31: Conversao do AMV em IPP.

Enzimas: 1-  AMV  quinase; 2-
O 1o CH mevalonato-5-fosfato quinase; 3-

}[O)J\A/\()H mevanolato-5-difosfato decarboxilase.

AMV

Figura 30: Conversdo do acetil-CoA em
AMV. Enzimas: 1- acetoaceti CoA
tiolase; 2- HMG-CoA sintase; 3- HMG-
CoA redutase.

O DMAPP age como doador de prenila a molécula de IPP, formando o
geranil pirofosfato (GPP) através da reagdo de condensacdo “cabeca -
cauda”. O GPP também age como doador de prenila a outra unidade de IPP
formando FPP, as reagbes de condensacdo cabeca-cauda continuam

formando prenil pirofosfatos de alto peso molecular (Figura 32). Os
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terpendides sdo formados por varias ciclizagdes, rearranjos, perda ou ganho

de atomos de carbono através do arranjo linear das unidades isoprénicas.

Z X XN S CH,OPP

Figura 32: Isomerizac&o do IPP e reacbes através de prenil transferase. Enzimas: 1-
IPP isomerase; 2- prenil transferase.
A formacéo de tri e tetraterpendides envolve no final a reacao de
condensacdo “cabeca-cabegca” do FPP e geranilgeranil pirofosfato,

respectivamente (Figura 33, Esquema 18)°".
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Figura 33: Via geral da biossintese de isoprenos.
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Esquema 18: Reacgdes envolvidas na convers&o do esqualeno em esteréides™.
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Os esterodides 61 e 62 foram obtidos em mistura e identificados como
sitosterol (61) e estigmasterol (62) através da analise dos espectros de

massas, RMN de 'H e'*C e comparacdo com dados descritos na literatura®>.
O espectro de RMN 'H (Figura 34) mostra sinais entre &, 0,8-1,0
correspondentes as metilas. O multipleto em &, 3,53 corresponde ao
hidrogénio carbindlico C-3, o singleto largo em &y 5,35 representa o
hidrogénio olefinico H-6 e os duplos-dubletos em &, 5,12 e 516

correspondem aos hidrogénios 22 e 23 para o estigmasterol.

Figura 34: RMN de "H das substancias 61 + 62 em CDCls (400 MHz).
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Figura 34a: Expanséo do espectro de RMN "'H entre 2,2 — 5,8 ppm de 61 + 62.

Os espectros de RMN de *C (PND e DEPT) (Figura 35 Tabela 8),
mostram sinais de carbonos olefinicos atribuidos aos carbonos C-6 (8c:
121,70) do sitosterol (61) e estigmasterol (62), um carbono quaternario

olefinico atribuido ao C-5 (3c: 140,70) e um carbono carbindlico C-3 (8¢:

71,70) comum aos dois esterodides.
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Figura 35: Espectro de RMN de *C em CDClI; (100 MHz) das substancias 61+62.
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Tabela 8: Dados de RMN **C das substancias 61 e 62 comparados com os dados
da literatura.

61 Sitosterol™ 62 Estigmasterol™

C d¢ Se¢ S ¢

] 37.23 37.20 37.23 37.23
2 31.63 31.60 31.63 31,63
3 71,77 71,80 71,77 71,77
4 42.27 4230 4227 4227
5 140,70 140,70 140,70 140.70
6 121,70 121,70 121,70 121,70
7 31,87 4230 31,87 42.30
8 31.63 31,90 31.63 31.90
9 50,11 50,10 50,11 50,10
10 36,48 36,50 36,48 36.50
11 21,19 21,10 21,19 21,10
12 39.75 39.80 39.75 39.70
13 4218 4230 4218 42.20
14 56,74 56,80 56,85 56,80
15 2433 2430 2433 24,40
[6 28.22 2820 2822 28.90
17 56,03 56,00 55,92 55,90
18 11,83 11,90 11,95 12,00
19 19.37 19,40 19,37 19,40
20 36,11 36,10 40,46 40,50
21 18,96 18,80 21,06 21,20
22 3391 33,90 138,30 138,30
23 26,05 26,10 129,20 130,90
24 4580 45.00 5121 5120
25 29.12 29.10 3187 31.90
26 18,75 19,80 21,19 21,10
27 19.79 19,00 19.01 19.00
28 23.04 23.00 2538 25,40
29 12,02 12,00 12,23 12,30
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O espectro de massas obtido através do CG-MS, mostra os ions M~

412 (50%) para o estigmasterol (Figura 36) e 414 (100%) para o sitosterol

(Figura 37).
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Figura 36: Espectro de massas de 62 comparado com o espectro de biblioteca do
aparelho.
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5.2.7- Substancia 65

A substancia 65 foi isolada do extrato hexanico do caule de
Luxemburgia nobilis e da fracdo metandlica obtida da particdo do
extrato hexanico [CsH14:MeOH/H,0 (9:1)] (Esquema 4, pag. 41).

O triterpeno 65 foi identificado através da analise dos espectros
de RMN de 'H e de "*C (PND e DEPT). Os sinais presentes no
espectro de RMN de 'H (Figura 38) mostram a presenca de seis
sinais simples correspondentes as metilas, sendo que uma delas em
84: 1,62 corresponde a metila ligada a carbono sp?>. Também foram
observados dois singletos largos em &4: 4,53 e 4,66 correspondentes a
hidrogénios olefinicos e um multipleto entre §y: 2,9-3,0 atribuido ao
hidrogénio carbindlico H-3, sugerindo assim um esqueleto do tipo lup-

20(29)-eno.



LMOGHH-57-60-14

PUI SE SEQUENCE bruker

OBSERVE UMKNOWN

FREQUENCY 3f0.143 MHr
SPECTRAL WIDTH 65021.1 H»
ACQUISITION TIME 5.439 sec
REIAXATION DELAY 1.000 sec
PULSE WIDTH 6.0 usec

FIRST PULSE WIDTH 12.2 usec
TEMPERATURE 24 0 deg. €

NO. RIPETITIONS 16

DOUBLE PRECISION ACQUISITION
BATA PROCESSING

FT SIZE 65536

TOTAL ACQUISITION TIME 1 aminutes
Bgq-24-97

virginia Tech STC NMR Facitity
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No espectro de RMN de *C-PND e *C-DEPT (Figuras 39 e 40)
foram observados a presenca de dois carbonos sp? sendo um deles
quaternario em d¢: 150,21 e outro metilénico em &c: 109,53, um
carbindlico 3¢: 76,74, um carboxilico é¢c: 177,17. Os outros sinais de

carbonos sp3 quaternarios, metinicos, metilénicos e metilicos. Estes
dados comparados com os descritos na literatura®, estdo de acordo

para a estrutura do acido betulinico (Tabela 9).

d
39 LAl

-38. /57
39 337
38. 305
36540
2?7 541
0z4

15

iy
o
{
I |

T R — N T

' —

R e A e R e

160 140 120 100 aa 60 10 ppm

Figura 39: Espectro de RMN de *C em CDCl; (100 MHz) de 65.
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Figura 40: Espectro de RMN de *C DEPT em CDClI3 (100 MHz) da substancia
65.




Tabela 9: Dados de RMN de "H e *C de 65 comparados com a literatura™.

65 Acido betulinico™

C OH oc d¢

1 38,67 38,70
2 27,21 27.30
3 3,30 (sl) 76,74 78,90
4 38,57 38,90
5 5518 55,40
6 18,11 18.30
7 3415 3430
8 40,52 4070
9 50,31 50,40
10 36,96 37.20
11 20,67 20,90
12 25,33 25.60
13 38,57 38,50
14 42 21 42 50
15 30,46 30,60
16 32,13 2930
17 48,98 48,00
18 2,49 (sl) 4670 48 00
19 2,95 (m) 50,31 48 80
20 150,21 150,40
21 29,50 30,00
22 3415 34,00
23 0,85 (s) 27,91 28,00
24 0,63 (s) 15,39 15,20
25 0,74 (s) 15,84 15,90
26 0,88 (s) 15,95 16,00
27 0,91 (s) 14,49 14,70
28 177,17 181,00
29 |453(sl)e466(sl)| 10953 109,60
30 1,62 (s) 19,18 19,40
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5.3- Identificagao dos constituintes isolados do extrato
metanolico do caule (LNGM).

5.3.1- Substancia 63.

A substancia 63 foi encontrada nas fragbes 18-20 e 33-35
(Esquema 5, pags. 44 e 47), sendo que na fracdo 33-35 ela
apresentou melhor grau de pureza.

O espectro I.V. (Figura 41) da substancia natural 63 apresentou
absor¢bes em: 3370 cm-1 devido a estiramento de OH e as absorgdes
em 2950, 2850, 1420, 1380 cm™ que s&o dos grupos -CH, -CH> e -

CHg da substancia analisada.

.
\ ' ' ' oy

Figura 41: Espectro de 1.V da substancia 63.
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Devido a baixa solubilidade desta substancia nos solventes
organicos usuais para registro de espectro de RMN 1H e 13C, foi
necessario preparar o derivado acetilado (63a).

Em primeiro momento foram obtidos os espectros de RMN de 'H
e RMN de "°C (PND e DEPT) para a substancia natural. No espectro
de RMN de "H (Figura 42) foi observado um sinal em 34 4,30 (d, J=
9,0 Hz, H-1') correspondente a um proton anomérico, sinais
correspondentes a grupos metila entre §4: 0,87-1,05 e um sinal da

hidrogénio olefinico em &: 5,40.

i

LNGGM-33/35-3-1 [MEQD4)

[

-CH3

H-6 l’ a
T T T
PPK

Figura 42: Espectro de RMN de "H (400 MHz) da substancia 63 em MeD3;OD.
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O espectro de RMN de "*C (Figura 43) mostrou sinais de atomos
de carbonos carbindlicos, olefinicos e n&o oxigenados. Suas
multiplicidades foram determinadas através do experimento DEPT
(Figura 44). Dentre estes sinais foram observados quatro sinais de
CH-O, um de OCH-O e um H,CO que justificam a unidade de acucar
(hexose) ligada em C-3. Os demais sinais de CH sdo compativeis a
um esterdide. Estas informagdes nos levou a identificar a substancia
63 como um esterdide glicosilado, o qual foi confirmado através da

analise dos dados do derivado acetilado discutidos a seguir.

LNOGM-33/35-%-4

o1 T R

c5 c6 c1 c-3 c1s €O I cze
c-z'# c3ca _“c-17 | lc'”

1 I ! c-24

(. . L B DR L ol o

hmiiadd,

T T T M T T T Al T T T T T J T 50 T T T T M T
140 130 120 110 100 0 80 BEM 0 60

Figura 43: RMN de **C (100 MHZ) da substancia 63 em DMSO.
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LNOGM-33/35~3-1

-CH

-CH3

-CH2

2 30 28 26 24
PP

Figura 44: Espectro de RMN de *C DEPT da substancia 63 em DMSO entre
12 —42 ppm.



-CH
R I B e I e o M RASS e AR
. 160.0 140.0 120.0PPM 100.0 BO.0 §0.0 40.0 20.
-CH2
B B A R R EAS R as AR R s A RaR S R
160.0 140.0 120.0 100.0 80.0 §0.0 40.90 20.
PPM

-CH

R B M s o o e o AR RS B o o R RN
160.0 140.90 120.90 PPHLOO.O 80.0 60.0 40.0 20.

Figura 44a: Espectro de RMN de **C DEPT da substancia 63 em DMSO entre
20 -160 ppm.
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A preparagao do derivado acetilado forneceu espectros de
melhor resolugao, fornecendo informacdes mais precisas para a

determinacgao estrutural desta substancia.

O espectro de |V de 63a (Figura 45) mostrou absorcdo em
1751,60 cm™ referente a carbonila de éster e o desaparecimento da

banda em 3370 cm' referente a hidroxilas, confirmando a formacgéao

do derivado acetilado.

Figura 45: Espectro de 1.V da substancia 63a.

Os espectros de RMN de 'H unidimensional (1D) (Figura 46) e
bidimensional (2D, 'H,"H-COSY) (Figura 47) de 63a, apresentaram
varios sinais compativeis com a presenca de grupos metila

caracteristicos de esterbide (3. 0,65-1,05). Os sinais para hidrogénios
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carbindlico [d4: 3,68(m)] e olefinico [54: 5,10(m)] contribuiram para
confirmar a presenc¢a de uma unidade agliconica correspondente ao f3-
sitosterol. Os sinais observados na regido compreendida entre &4 5,35
e 3,63 e as interagbes de acoplamentos verificadas no espectro de
RMN 'H,"H-COSY (Figura 47), permitiram caracterizar os hidrogénios

de uma unidade de glicose na molécula.

J. 4740

Figura 46: Espectro de RMN de 'H (200 MHz) do derivado 63a em CDCls.
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Figura 47: Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear de
hidrogénio-hidrogénio (*H,'H-COSY) de 63a em CDCls.
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Os deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de
*C-PND de 63a (Figura 48 e 48a), comparados com dados da
literatura® *° (Tabela 10), permitiram identifica-la como tetra-O-acetil-

3B-O-D-glicopiranosil-sitosterol e confirmando a substancia natural

como 3p-0-D-glicopiranosil-sitosterol.

LNGM-33

g s S P P e
. T 5 j A R ER R oo
¢ oy -~ | x| | NN o 8 g CACHT ¢
& o7 3 & LLLLLLL \ )
| \i. (NS e

|1

. . . : . : e R e
160 e 129 109 5 0 40

Figura 48: espectro de RMN de *C (50 MHz) do derivado 63a em CDCls.
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Tabela 10: Dados de RMN de "H e 2C do derivado 63a comparados com a

literatura™.
63a Literatura™

C 5n "H,H-COSY 5c 5¢
1 1.11(m), 1.92 (m) 37.13 37.28
2 1,11 (m), 1,92 (m) 29.39 29,56
3 3,45 (m) 80,04 79,59
4 1,11 (m), 2,06 (m) 38,85 38,91
5 - 140,28 140,31
6 534 (dl, J=44Hz) 122,14 122,14
7 1,38 (m), 1,86 (M) 31.88 31,94
8 1,54 (m) 31,80 31,94
9 1,80 (m) 50,09 50,20
10 - 36,66 26,15
11 0,88 (m), 1,45 (m) 20,99 21,08
12 1,20 (m), 1,92(m) 39,67 38,78 |
13 - 42.26 42 34
14 0,96 (m) 56.69 56,78
15 1,16 (m) 24,25 24,30
16 1.20 (m) 28,20 28.23
17 1,11 (m) 55,97 55,97
18 0,65 (s) 11,81 11,94
19 0,96 (s) 19.79 19,35
20 1,38 (m) 36,08 36,73
21 0,89 (d) 18,73 19,04
22 1,45 (m) 33,87 33,97
23 1,20 (m) 25.95 26,16
24 0,96 (m) 4576 45 87
25 1,20 (m) 29,06 29,19
26 0,88 (d) 18,97 18,79
27 0,88 (d) 19.32 19,80
28 1.38 (m) 22.99 23.10
29 0,83 (1) 11.94 11,98
1 4,57 (d, J=8,0 Hz) “ <— 99 58 99,70
2 4.94 (t, J=9.3 Hz) - 71.42 71.70
3 5,19 (1, J=9,3 H2z)) 71,61 71,70
4 5,05 (t, J=9,3 Hz) <4— 68,44 68,70
5 3,67 (m) T —] 72.84 73.00
6'a 4,11(dd, J=17,0e 4,5 Hz) 1 62,04 62,20
6'b 424 (dd, J=170e20Hz) | 62,04 62,20
HsC-CO \ 20,61; 20,74 -
cO | 170,71; 170,35, -

169,39; 169,30
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5.3.2- Substancias 66, 67 e 68.

A mistura das substancias 66, 67 e 68 foi observada pela
analise de dados espectrais, destacando-se os fornecidos pelos
espectros de RMN de "*C PND e DEPT.

As estruturas dos trés componentes da mistura foram definidas
pela interpretacdo dos espectros de RMN de 'H (Figura 49),
reconhecendo-se a presenca dos sinais correspondentes aos grupos
metila ligados a carbono sp® em &y: 0,76 —1,13 e sp° 54: 1,59 de proton
carbindlico metinico &y: 3,22 (dd, J= 8,0 Hz, e J= 6,7 Hz, HB-3) e de
protons olefinicos em 84: 5,19 (m, H-12 de 68), 5,14 (m, H-12 de 67),

4,56 (s, H-29a de 66) e 4,68 (H-29b de 66).
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Figura 49: Espectro de RMN de "H (300 MHz) da mistura das substancias 66, 67
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130

A andlise comparativa dos espectros de RMN de "*C (PND e
DEPT) (Figuras 50 e 51) permitiu identificar os sinais de atomos de
carbono primarios (CHs), secundarios (CH,), terciarios (CH) e
quaternarios (C). Os deslocamentos quimicos de carbono sp? em &¢:
150,91 € 109,31; 139,55 € 124,40 e 145,16 e 121,70, foram atribuidos
aos atomos de carbono das ligacbes duplas de 66, 67 e 68
respectivamente. Esta analise para identificacdo de mistura de

terpenoides é proposta por Olea e Roque®.

1
120 64,

C-12(67)

C-29 (68)

C-13 (68) | ¢-12 (68) '

C-13 (67) ’

I

r 2 - . . R

Figura 50: Espectro de RMN de °C (200 MHz) da mistura das substancias 66, 67
e 68 em CDCls.
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Figura 50a: Expansao do espectro de RMN de *C entre 14-60 ppm.
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Figura 51: Espectro de RMN de *C DEPT (50 MHz) da mistura de 66, 67 ¢ 68 em

CDCls,
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Figura 51a. Expansao do espectro de RMN de **C DEPT da mistura de 66, 67 e

68 entre 15 -30 ppm.
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A analise destes dados espectrais e a comparacdo com dados

registrados na literatura®

(Tabela 11), permitiu identificar os trés

isdmeros triterpénicos da mistura como sendo lupeol (66), a-amirina

(67) e p-amirina (68).

Tabela 11: Dados de RMN de **C das substancias 66, 67 e 68. Comparados com

dados da literatura®’

Cc 66, 67 e 68 lupeol o-amirina j-amirina
1 38,68 38,70 38,70 38,70
2 27 2312737 27,40 720 27,30
3 79,02 78,90 78,30 78,80
4 28,68/38,76 38,80 g7 38,80
5 55,27 55,30 55,20 55,30
6 18,34 18,30 18,30 18,30
7 34,26/32,92 w420 Eoa 32,80
8 41,51/35,99/38 75 40,80 40,00
9 50,41/47 & 50,40 3770 Rh

10 50,40/27 00/38,00 50,40 KRt 37,60
11 20,91/23,67 20,90 23,60 23,60
12 2211124,39/121 69 SE0 124,30 121,80
13 o 00/139 55/145,16 58, uf 139,30 14510
14 4 .80/42,00/41 50 -i:' 30 42,00 41 80
15 27.37128,73126,13 2740 28,70 26 20
16 35.56/27 25/26,60 35 50 26 60

17 42 9533 70132,45 2.00 237 32 50
18 43,28/59,04/47 20 453 20 58 90 47, 40
19 39,64/4¢ 80/47 96 47.90 39,60 3¢
20 31,23/35 64/150 87 150,90 RN 31 10
21 29 82/21 23/3471 29,80 s 34 80
22 37,12/39 97/41 51 4000 41,50 37,20
23 28,11 28,00 28,10 28,20
24 15,48/15 66 15,40 15,60 15,50
25 15,66/16,09 16.10 15,60 15,60
26 15,95/16,84 15,90 16 80 16,90
27 14,53/235 24/26.13 14,50 30 26 00
28 18,33/28 11/28 38 18,00 E‘ 10 2840
29 17,45/22 221108 30 109,30 17,40 SIS
30 19,29/21 28/23.67 19,30 130 2370
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5.3.3- Substancia 74.

Os flavonodides constituem um dos mais numerosos grupos de produtos
naturais englobando cerca de 4000 substancias caracterizadas até o inicio
da década de 90°°.

Através de estudos biossintéticos, sabe-se que seus esqueletos
basicos sado formados por unidades Ce-C3-Cs (bi-aril propandide),
biogeneticamente originados pela condensacdo de uma cadeia policetidica
(encadeiamento de 3 unidades do éster CoA do acido malénico) com uma do
éster CoA do acido cinamico, gerando uma chalcona (78) em equilibrio com
a flavanona (79) correspondente (Esquema 19). Através de uma série de
reacOes enzimaticas envolvendo oxidagdes, redugdes e alquilacdes formam-
se os diversos tipos de flavonoides. Os esqueletos basicos sdo nitidamente
diferenciados pela forma como apresentam a unidade propanoidica, ora
ciclizando no anel C [flavona (87), flavanona (79), isoflavona (88), flavana
(83), flavonol (82), flavanonol (81), aurona (84)], ora mantendo-se uma
cadeia aberta [chalcona (78), diidrochalcona (80), B-hidroxichalcona (86)]. Os
rotendides (91), pterocarpanos (90) e 3-fenilcumarinas (89) derivam das

isoflavonas (Esquema 19)*" *°.
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Como mencionado acima, o padrao de oxigenacao original do anel A
(56, 7-diidroxi) € determinado pelo precursor biossintético, enquanto que no
anel B é variavel. Isto depende do numero de hidroxila presente no acido. As
vezes pode ocorrer modificagao no padrao de oxigenacao apds a formagao
da chalcona / flavanona.®

Muitos flavondides contém grupos O-metil e/ou grupos prenila. Estes
grupos metila sao normalmente derivados do cofator enzimatico S-adenosil

1

metionina (Esquema 20).°" Os grupos prenila sdo derivados da via do

mevalonato, tendo-se as diversas variagdes possiveis (Esquema 21).°> %%

ESQUEMA 20: Metilagao pelo cofator S-adenosil metionina
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ESQUEMA 21: Transformacao do grupo prenila

|

»)\ Pas
L Yoo

As identificacbes dos flavondides de Luxemburgia nobilis foram

realizadas através das analises de seus espectros de RMN de 'H e *C
(PND, DEPT, uni- e bidimensionais) e consideracdes biossintéticas. Dos sete
flavandides isolados, cinco sao conhecidos, portanto suas identificacdes
foram confirmadas através da comparacao com os dados da literatura.

O flavondide 74 foi identificado como (+) epicatequina através da
analise dos espectros de |.V (Figura 52), RMN de 'H uni- e bidimensional

(Figuras 53 e 54), RMN de ">C PND (Figura 55) e DEPT (Figura 56).
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O espectro de |V (Figura §2) apresentou banda de absorgio em
3256,10 cm™' que é atribuida ao estiramento de grupos hidroxilicos, absorgao

‘am 1625;3:0 e 1466,50 cm™ referentes a presenca de anel aromatico.
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Figura 52: Espectro de infra-vermelho da substancia 74.

O espectro de RMN de 'H (Figura 53) possui 5 sinais na regido de .
arom#ticos em 3. 5,86 (sl, H-8), &,: 6,01 (d, J= 2,00 Hz, H-6), 5. 6,75-6,80
(m, H-5 e8’)e 5 6,88 (s, H-2).

A constante de acoplamento do hidrogénio carbinélico em &4: 4,54 (d,
J= 6,8 Hz, H-2) e dos hidrogénios metilénicos erﬁ oy 2,51 (dd, J=6,8 e 16,0
Hz, H-4) € 3 2,90 (dd, J= 4,2 e 16,0 Hz, H-4,,,) em relagdo ao H-3 (sl),
mostra se tratar de uma catequina. Devido as interacbes de H-3 axial-axial

entre H-4,4, equatorial-axial entre H-4;, e axial-axial entre H-2 pode-se
propor a estrutura da epicatequina.
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Estas identificagbes foram confirmadas ap6és a comparacdo do

espectro de RMN'H de 74 com o da epicatequina divulgado na literatura®.
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Figura 53: Espectro de RMN de 'H (200 MHz) da substancia 74 em DsCCOCDs.
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O espectro de RMN de '*C (PND, Figura 55) apresenta 14 sinais
atribuiveis a (+) epicatequina, sendo um sinal atribuido a dois carbonos C-3’
e C-4'. A auséncia do sinal correspondente a carbonila e a presenca dos
sinais correspondentes aos carbonos C-2 em 79,25 ppm (CH), C-3 em 66,84
ppm (CH) e C-4 em 28,68 ppm (CH,) levaram a proposta de um esqueleto do

tipo flavan-3-ol.
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Figura 55: Espectro de RMN de *C (50 MHz) da substancia 74 em DsCCOCD:s.
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A Tabela 12 apresenta as atribuicbes dos dados de RMN de *C de 74,
que se mostram semelhantes aos publicados na literatura® para (+)-
epicatequina.

A obtencao do derivado acetilado de 74 (74a), permitiu a confirmacao
da estrutura através dos deslocamentos quimicos e multiplicidade dos sinais
no espectro de RMN de "H (Figura 57) dos grupos acetoxilas em &, 1,89-
2,09 introduzidos pela reacao de acetilagao, além da melhor resolu¢cao do
espectro deste derivado.

A analise dos sinais de hidrogénios aromaticos mostra claramente que
houve deslocamentos paramagnéticos de H-6 (A= 0,62 ppm) e H-8 (Ad=
0,71), devido a reducao da protecao por mesomeria dos pares de elétrons
dos oxigénios que passam a sofrer conjugacado com o grupo acetoxi®. Este

efeito também é verificado em H-2, H-3 e 2H-4.
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Figura 57: Espectro de RMN de "H (200 MHz) do derivado 74a em CDCls.
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As diferencas significativas dos deslocamentos quimicos dos atomos
de carbono aromaticos observados no espectro de RMN de *C (PND e
DEPT, Figuras 59 e 60) de 74a, sdo consistentes com as alteracoes
eletronicas provocadas pela conversdo dos grupos hidroxilicos em
acetoxilicos, confirmando assim a proposta estrutural da substancia natural

(+) epicatequina (Tabela 12).
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Figura 59: Espectro de RMN de **C (50 MHz) do derivado 74a em CDCls.
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Figura 60: Espectro de RMN de **C DEPT (50 MHz) do derivado 74a
em CDCls.




Tabela 12: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 74 comparados
com dados da literatura® e de **C do derivado 74a.
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74 (+) Epicatequina®|  74a
C SH 'H,'"H-COSY |  §¢ 8¢ 8¢
2 454 (d, J= 6,8 Hz) 82,52 79,40 | 77,50
3 3,99 (sl) <+ 68,23 66,90 68,20
4 |251(dd, J=68e 16,0 Hz) | «— 28,68 29,10 23,86
2,90 (dd, J=4,2 e 16,0 Hz)
5 - 157,11 157,40 148,00
6 6,01 (d, J= 2,0 Hz) 96,07 96,20 108,70
7 - 156,72 157,40 149,00
8 5,86 (sl) 9528 95,70 107,61
9 - 157,60 157,00 154,00
10 - 100,47 99,70 110,10
1 - 131,93 132,10 136,06
2 6,88 (s) 115,00 115,20 124,33
3 - 145,59 145,20 142,01
4 - 145,59 145,20 142,01
5 6,75-6,80 (m) <—| 115,62 115,50 121,69
6 6,75-6,80 (m) <+ 119,9 119,40 123,63
OCHs - - - - 20,56-
23,83
C=0 - - - - 168,00-

170,00
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5.3.4- Substéancias 75 e 76.

A mistura de 75 e 76 apresentou no espectro de RMN de 'H (uni- e
bidimensional, Figuras 61, 62) a presenca de singletos atribuidos a duas
hidroxilas queladas (34 13,4), cinco sinais em 8y: 6,38(75) e 6,32(76) (d, J=
2,4 Hz, H-3), 6,45(75) e 6,40(76) (dd, J= 8,8 € 2,4 Hz, H-5), 8,08(75 e 76) (d,
J= 8,8 Hz, H-6) pertencentes a dois sistemas ABC, dois dubletos em 3y 6,99
(H-3’, §') e 7,83 (H-2', 6') que corresponde a um sistema AA'BB’ de 76 e
outro sistema ABC representado por trés sinais em 7,11 (d, J= 8,2 Hz, H-5’),
761 (dd, J= 8,2 e 2,0 Hz, H-6") e 7,71 (d, J= 2,0 Hz, H-2’) de 76. Dois
singletos adicionais em &y: 7,81 e 7,84 foram atribuidos aos hidrogénios 8 e

9de75e 76 (Tabela 13).
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carbonos sendo 15 metinicos, confirmados através do DEPT (Figura

154

O espectro de RMN de *C PND (Figura 63) mostra a presenca de 23

13 carbonos nao hidrogenados.
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Figura 64: Espectro de RMN de *C DEPT (100 MHz) da mistura de 75 e 76 em
DsCCODsa.

Os espectros bidimensionais (HMQC e HMBC, Figuras 65, 66 e 66a),
mostraram as interacdes a uma ligacado ('Jcn) € a longa distancia (“*Jep),
favorecendo a elucidacao estrutural das substancias 75 e 76. O espectro de

HMQC ("JcH) mostra interacao entre hidrogénio e carbono em 3y: 7,11 (H-5)
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com 6¢: 118,60 (C-57), dn: 7,61 (H-6') com &¢: 128,90 (C-6") e 7,71 (H-2') com
6c: 122,90 (C-2') para 76, além dos acoplamentos que confirmam os
deslocamentos quimico de carbonos do sistema ABC e AA'BB’ de 75

(Tabela 13) que s&o os mesmos registrados na literatura®® para a

isoliquiritigenina (2,4,4 -triidroxichalcona).
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Figura 65: Espectro bidimensional de correlacdo heteronuciear hidrogénio-
carbono ('H,"*C-COSY, "Jcy, HMQC) da misturade 75 e 76 em
DsCCODa.
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Os sinais observados no espectro de HMBC (**C-'H-COSY-"Jcy, =2 €
3) da mistura de 75 e 76 (Figura 66 e 66a) mostram os acoplamentos
heteronucleares a longa distancia de C-1’ (8¢c: 128,10) com H-5 (8 7,11) e
com H-8, 9 (64 7,84) para 76 e C-1’ com H-2’, 6’ (7,83) para 75, confirmando
assim o valor de 3¢ para o C-1’ nas duas substancias. Outro acoplamento
importante & observado entre C-4’ (d¢: 153,60) com H-6’ (34:7,61) e com H-2'
(dy: 7,71) para 76. Os deslocamentos quimicos destes carbonos sao

equivalentes apresentados na literatura para o modelo A e estao de acordo

com um sistema diidroxi (Tabela 14).
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Figura 66: Espectro bidimensional de correlagao heteronuclear ('H,"*C-
COSY, "Jcu, n=2e 3, HMBC) entre 115 - 146 ppm da mistura
de 75 e 76 em D3CCODs.
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Estas informagbes foram usadas para estabelecer a estrutura da

chalcona 2,4,3',4’-tetraidroxichalcona (76).
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Tabela 13: Dados de RMN "'H e 3C, incluindo acoplamento heteronuclear (HMQC
e HMBC) das chalconas 75 e 76 e comparagio com &¢ da
isoquilirritigenina.

76 75  |Isoliquiritigenina®

C Sc HMQC (81) HMBC(*°*J) Sc 3¢

1 [113,99 : 113,99 114,13
2 166,07 - 166,35 166,33
3 [103,58 6,32 (d, J= 2,4 Hz) 103,62 103,70
4 167,52 - 167,52 167,44
5 108,75 |6,40(dd, J=8,8 e2,4 Hz) 108,91 108,80
6 [133,16 8,08(d, J= 8,8 Hz) 133,16 131,70
7 119234 - 192,34 191,56
8 [119,84 7,84 (s) H-9 119,06 117,80
9 [14396 7,84 (s) H-3,6’ 144,09 144,75
1 128,10 - H-3 6 128,10 125,93
2 (122,87 7.71(d, J=2,0 Hz) 131,27 130,04
3 143,40 - 117,13 116,25
4 115357 : 161,07 160,34
5 [118,61 7,11(d, J= 8,2 Hz) H-4'6 117,13 116,25
6 [12894 |7,61(dd, J=82e 2,0 Hz) H-4 131,27 130,67

Tabela 14: Comparac&o dos dados de RMN de *C do anel B de 76 com o
modelo A%,

Cc 76 A

1 128,10 128,30
2 122,87 116,50
3 143,40 146,40
4 153,57 149,20
5 118,61 123,40
6 128,94 123,40
8 119,84 118,50
9 143,96 145,30
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5.3.5- Substancia 77
A substancia 77 apresentou bandas de absorcéao no 1.V (Figura 67) em

1654,5 cm” (C=0), 3419,0 cm’ (-OH), 1601,10 e 1504,2 cm™ (anel

aromatico).
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Figura 67: Espectro de 1.V da substancia 77.

O espectro de RMN de 'H (Figura 68, Tabela 15) de 77 apresentou 0s
sinais em dy 6.19 (d, J= 1,6 Hz, H-6), 6.39 (d, J= 1,6 Hz, H-8) de um sistema
AX, 7.52-7,55 (m, H-2'6"), 6.84 (d, J= 8,9 Hz, H-5') de um sistema AMX e
em 12,68 (s, OH-5), compativeis com a quercetina. As duas unidades de
carboidrato foram reconhecidas pélos sinais correspondentes aos
hidrogénios anoméricos em dy. 5,08 (sl, H-1") e 533 (d, J= 7.0 Hz, H-1")

ligados aos respectivos carbonos com 5¢: 100,86 e 101,33 ppm.
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Figura 68: espectro de RMN de 1H (200 MHz) da substancia 77 em DMSO.

O sinal em 84 0.97 (d, J= 6,0 Hz, H6’) e a comparacao dos demais
sinais de deslocamentos quimico de carbono presentes nos espectros de
RMN de "“C(PND e DEPT, Figuras 69 e 70, Tabela 15) com os valores
atribuidos para a glicose e rhaminose permitiram identificar estas duas

unidades de acucar. O valor de 3¢, €m 67,14 ppm esta compativel com a



162

3y

ligagdo do C-1"" da rhamnose no C-6" da glicose. Os valores dos
deslocamentos quimicos dos carbonos 2, 3, 4 e 10 permitiu propor para 77 a
estrutura do 3-O-B-D-glicopiranosil (6-1-O-B-L-rhamnopiranosil) quercetina,

conhecida como rutina®
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Figura 69: Espectro de RMN de **C (50 MHz) da substancia 77 em DMSO.
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Os derivados acetilado (77a) e metilado-acetilado (77am) confirmaram
os deslocamentos quimicos de hidrogénio atribuidos a esta substancia
(Figuras 71 e 72). O nOe nos hidrogénios 6, 8, 2" e § da rutina apds
irradiacdo das metoxilas (Figura 72) confirma a localizagdo da unidade

glicosidica em C-3 e nao em C-7.
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substancia 77 (77a) em CDCl.
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Tabela 15: Dados de RMN de "H e de *C da substancia 77 e comparagao dos d¢

registrados na literatura™.

77 Rutina®

C OH dc 3¢

2 ; 156.80 156,60
3 - 133,40 133,60
4 - 177,50 177,40
5 - 161,30 161,20
6 (6,19(d, J=20H2) 98,90 98,80
7 - 164,30 163,90
8 16,39(d, J=20Hz) 93,80 93,60
9 - 156,60 156,40
10 - 104,10 104,20
1 - 121,30 121,60
2 7,52-7,55 (m) 115,40 115,30
3 - 144,90 144 60
4 - 148,50 148,30
5 (6,84 (d, J=8,9 Hz) 116,50 116,50
6 |7,52-7,55 (m) 121,80 121,60
1" 15,40 (d, J= 7,0 Hz) 101,30 101,50
2’ 3,26 (sl) 74.20 74,20
3 3,29 (sl) 76,00 76,10
47 3,67(sl) 70,70 70,80
5 3,22(sl) 76,60 76,80
6” 3,70(sl) 67,10 67,10
17 5,08(sl) 100,90 100,70
27 3,20(sl) 70,50 70,40
37 3,29(s)) 7010 70.40
2 3,11(sl) 72,00 7220
5" 3,26(sl) 68,40 68,20
6”7 10,98 (d, J=6,0 Hz) 17,80 17,50
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5.4- Identificagao dos constituintes isolados do extrato

hexanico das folhas de Luxemburgia nobilis(LNFH).

O extrato hexanico (Esquema 6, pag.48) das folhas de
Luxemburgia nobilis forneceu as substancias 53 (acido hexadecandico), 54
(acido hexaeicosandico), 55 (acido tetraeicosandico) e 61(sitosterol), as

quais ja foram discutidas anteriormente (paginas 57, 61 e 104).



8.5- Identificacio dos constituintes isolados do extrato .
em acetato de etiia das folhas (LNFA).

''5.4.1- Substancia 70.

A substancia 70 refere-se ao triterpeno pentaéidioo tﬁedélina,
cha identificac@o estrutural foi proposta basicamente através da analise dos
dados de RMN de H e de 3C, além da comparagdo com dados da
ﬁteratura56 (Tabela 16).

- O espectro de |.V (Figura 73) mostra a presenca de uma banda
correspondente a estiramento de grupo carbonila cetdnico em 171 4,9 cm™,

além de outras bandas caracteristicas de uma molécula alifatica.
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Figura 73: espectro de 1.V da substancia 70.
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O espectro de RMN de 'H (Figura 74) mostra sinais de oito metilas
alifaticas entre 8. 0,70-1,15, sendo sete metilas representadas por singletos
e uma por um dubleto em &4: 0,85 (d, J= 6,6 Hz). A auséncia dos sinais de

hidrogénios ligados ao C-3 mostra que este triterpeno € oxidado a carbonila

na posicao C-3.
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Figura 74: Espectro de RMN 'H (200 MHz) da substancia 70 em CDCls.
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Figura 74a: Expansao do espectro de RMN de 'H da substancia 70 na
regido entre 0,7-2,4 ppm.
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A presenca dos grupos metila foi confirmada pela analise do espectro
de RMN de **C PND e DEPT (Figuras 75 e 76). O sinal C-23 em &¢: 6,82
indica um esqueleto triterpénico do tipo 3-oxo-friedelano. Observando
também sinais adicionais para quatro carbonos metinicos, onze metilénicos e
sete quaternarios, sendo um correspondente a uma carbonila cetdnica em

dn: 213,29 ppm (Tabela 16).
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Figura 75: RMN de "*C (50 MHz) da substancia 70 em CDCls.
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Tabela 16: Dados de RMN de 'H e **C da substancia 70 e comparacéo com
dados de carbono-13 registrados na literatura®.

70 Friedelina™

C OH o¢ d¢

1 - 22,27 22,30
2 215-2.50 (m) 41 52 41,50
3 - 213,29 213,20
4 2.15-2,50 (m) 58,21 58,20
5 - 42 77 4210
6 - 41,27 41.30
7 - 18,23 18,20
8 - 53,09 53,10
9 - 37,43 37,40
10 - 59,45 59,40
11 - 35,61 35,60
12 - 30,49 30,50
13 - 39,68 39,70
14 - 38,28 38,30
15 - 32,40 32,40
16 - 36,00 36,00
17 - 29,99 30,00
18 - 42 77 42 80
19 - 35,33 35,30
20 - 28,16 28,10
21 - 32,76 32,70
22 - 39,24 39,20
23 0,85 (d, J-=6,6 Hz) 6,82 6,80
24 0,70 (s) 14,65 14,60
25 0,85 (s) 17,93 17,90
26 0,97(s) 20,25 2020
27 0,92 (s) 18.66 18,60
28 0,98 (s) 32,08 32,10
29 1,02 (s) 3502 35,00
30 1,13 (8) 31,78 31,80
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5.5.2- Substéincia 71. )
A substancia 71 mdstrou bandas de absorg¢édo no L.V (Figura 77) para
grupo carbonila conjugada e quelada em1653 cm™, para o anel aromatico

em1607, 1424 cm™ e para hidroxila em 3156 cm™.

3419.7,2826.3,2855, 1,1730.8,1855.0,16096.9,1500.5, 1428, 4=
1372.3.1239.6.1166.2.1115.4,1@28.3,832.2.613.4,564.1,5..'01.8,428. 1=

Paumaqrmaaiy 0 320 Marcis KB NoiS7BY Op.EliUFRR #8:34

5T L Flowe~ w»\

4000 2036 Teon e omel

Figura 77: Espectro de 1.V da substancia 71.

O espectro RMN de 'H [uni-(1D) (Figura 78, Tabela 17) e
bidimensional (2D) *H,"H-COSY (Figura 79)] apresentou dois sinais simples
para grupos hidroxila formando ligagao dg hidrogénio -intramolecular
(61:12,97 e 13,13). Na regido de absorcdo de hidrogénios aromaticos
observa-se:

w- dois sistemas representando hidrogénios que mostram interagdo meta em
34 6,21 (d, J= 2,0 Hz, H-6) e 6,48 (d, J= 2,0 Hz, H-8) compativeis com um

anel A 5,7-dioxigenado de uma unidade de flavonoide;
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w trés sinais de hidrogénios aromaticos em §y: 8,0 (dd, J= 8,7 e 2,1 Hz, H-
6), 8,10 (d, J= 2,4 Hz, H-2") e 7,22 (d, J= 8,7 Hz, H-5') que estao coerentes
com o anel B 3',4’-dissubstituido de um flavondide.

w quatro sinais de hidrogénios formando sistema AA'BB’ em um anel
aromatico para substituido em 84:7,61 (d, J= 8,7 Hz, 2H-2",6") e 6,80 (d, J=
8,7 Hz, 2H-3",5™).

rtrés singletos em 34: 6,63 (H-3), 6,42 (H-6") e 6,69 (H-3").
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Figura 78: Espectro de RMN de 'H (500 MHz) da substancia 71 em D;CCOD;com
a expansao na regiao entre 6,0-8 5 ppm.



177

il '»'-’2H'2".,6'"
‘: ‘ :; ,2H'3'",5l"

‘._i 2H-3'",5|.|
. gH -2"',6“.'
pret !

Figura 79: Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear hidrogénio-hidrogénio
(*H,"H-COSY) da substancia 71 em D;CCOD;.

Os espectros de RMN de **C PND e DEPT (Figuras 80 e 81) mostram
a presenca de vinte e oito sinais de carbonos aromaticos, sendo doze sinais
de carbonos metinicos aromaticos e dezesseis carbonos aromaticos

quaternarios além de duas carbonilas conjugadas.
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Figura 80: Espectro de RMN de *C (125 MHz) da substancia 71 em D;CCOD;.
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Figura 81: Espectro de RMN de “*C DEPT da substancia 71 em D3;CCOD:;.

A andlise do espectro de RMN bidimensional de correlagao
heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 (HMQC, Figura 82) permitiu a

atribuicao dos deslocamentos dos carbonos metinicos.
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Figura 82: Espectro de correlagdo heteronuclear de hidrogénio-carbono
("H,*C-COSY, "Jcn, HMQC) em DsCCOD3,
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Considerando-se o0 numero de carbonos, os valores dos
deslocamentos quimicos e 0s substituintes caracterizados, foi possivel

deduzir a férmula expandida:

(C=0)z, (CO)g, (C)s, (CH)12 - C30H15010

Os dados analisados mostram que uma das unidades do biflavonoéide

71 possui o padréo de oxigenacdo encontrado na apigenina®.

Apigenina

Os sinais com deslocamentos quimicos de atomos de carbonos
aromaticos entre 3c: 94,80-105,55 permitiram, através de comparacdo com
os dados descritos na literatura para apigenina®. estabelecer a posicao da
unido das unidades flavanoidicas do biflavonéide 71. A analise comparativa
mostra modificagbes significativas nos §: dos carbonos C-3 e C-8 da
apigenina, observando-se um Adc= 4,80 ppm para C-3’ [ASc= 120,89 (71) —
116,09 (apigenina)= 4,80] e Adc= 11,37 ppm para C-8"[Ad:=105,37 (71)-
94,00 (apigenina)= 11,37], permitindo deduzir que o carbono C-3' de uma

unidade de apigenina esta ligada ao C-8 da outra unidade.
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Esta deducdo foi confirmada pelo espectro de RMN de correlacao
bidimensional heteronuclear hidrogénio-carbono (HMBC, Figuras 83, 83-1,
83-2, 83-3 € 83-4), através de acoplamentos caracteristicos para as unidades
flavanoidicas descritas:

w acoplamento a trés ligacdes (*Jcy) entre o carbono C-3’ (dc: 120,90) e ©
hidrogénio H-5" (3y: 7,22), que confirma a posicdo da ligagdo na primeira
unidade.

w acoplamentos a duas ligagdes (*Jcy) entre o carbono C-5” (5¢: 162,66) e 0
hidrogénio H-6” (8,1 6,42) e a trés ligacdes (*Jcn) entre o C-6” (5c: 99,80) e 0
OH-5, que indicaram a presenca de hidrogénio na posicdo 6” desta unidade
e consequentemente, o carbono C-8” encontra-se envolvido na ligacao entre
as duas unidades flavonoidicas (71).

» A ligacéo interflavonoidica C-3’-C-8” foi confirmada pelo acoplamento via
trés ligacdes (*Jcy) entre o carbono C-8” (5¢: 104,44) e o hidrogénio H-2’ (34:

8,10) e H-6" (5.:: 6,42).



183

WA
i

\"’vﬂ-'\{’w.‘m‘,ﬂ\\' :

Y

')
1
Lt
I
|
o0
o
-
)
p—

w
53

Pt A "vt'\.';,-"‘*,)(‘uﬂd TN

A """'kﬂ,\"'l'w

SR AN o

\w‘”""‘“("‘z\““w\.»" TRVRTRNRE WL ARRTR

ey P—

opm 6.8 £ 2 £.4 6.2 [S3N6)

Figura 83: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de hidrogénio-
carbono ('H,*C-COSY, "Jcu, n=2,3; HMBC) da substancia 71 em
CaDe0, expandido na regido 6¢: 90-110 ppm.
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Figura 83-1: Espectro bidimensional de correlagéo heteronuclear de hidrogénio-
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Figura 83-2: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de hidrogénio-
carbono ('H,*C-COSY, "Jcn, n=2,3; HMBC) da substancia 71 em
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As outras interagdes spin-spin encontram-se descritas na Tabela 17.
Assim, a estrutura da biflavona (71) foi definida como 5,7 4-trihidroxiflavon(3’
8")-5",7" 4" -trinidroxiflavona, conhecida como amentoflavona®,

Nos espectros de RMN de 'H e **C (PND e DEPT), aparecem alguns
sinais de menor intensidade referente a um outro biflavonodide, o qual foi
isolado do extrato metandlico das folhas de Luxemburgia nobilis, sendo

discutido mais adiante.



188

Tabela 17: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 71 e comparagéo com

os 8¢ registrados na literatura da amentoflavona®,

71 Amentoflavona™

C SH JeH SJek dc dc

2 - H-3 H-2' & 165,12 165,80
3 6,63 (s) - - 103,78 104,00
4 - H-3 - 183,47 183,60
5 - H-6, OH-5 - 162,83 162,30
6 6,21 (d, J= 2,0 Hz) - H-8, HO-5 99,75 100,00
7 - H-6.8 - 163,37 163,30
8 6,48 (d, J= 2.0 Hz) - H6 94,81 95,20
9 - H-8 - 156,15 1HY 10
10 - - H-3.6,8 HO-5| 105,38 105,38
1’ - - H-3 5 123,31 123,10
2 8,10 (d, J= 2,4 Hz) - H-6’ 132,61 132,80
3 - - H-5 120,90 117,30
4 - H-2’ 5.6 H-2’ 5 6 158,51 160,80
5 7,22 (d, J= 8,7 Hz) - - 117,53 123,10
6 8,0(dd, J= 24 e 8,7 - H-2’ 128,83 128,90
2”7 - H-3” H-27' 6" 165,12 165,80
3 6,69 (s) - - 104,32 103,20
4 - H-3” - 183,08 184,00
5 - H-6", HO-5" - 162,66 162,30
6” 6,42 (s) - HO-5" 99,80 100,30
7 - - - 164,91 163,00
8” - - H-2’ 6" 104,44 105,20
g” - - - 160 30 156,30
10” - - H-3".6”, HO-5"| 105,56 105,20
17 - - H-37,37.5” 123,41 121,40
27,6"| 7,61(d, J=8,7 Hz) - - 129,14 129,20
3”57 | 6,80 (d, J- 87 Hz) - . 11673 116,80
4 - H-37,5” H-2" 67 161,83 162,30

r-Os valores de C-9 e C-9” estdo invertidos na literatura e
confirmados neste trabalho através do HMBC (Figura 82-3)
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5.4.3- Substancia 73. }
O novo biflavonéide 73 isolado das folhas de Luxemburgia nobilis
(Esquémas 7 e 8, paginas 49 e 51 ) foi caracterizado através da analise de
LV, *U.V, RMN de'He ‘5C (uni e bidimensional), E.M, além da preparacio de
derivados metilado e acetilado que confirmaram a proposta estrutural da
substancia natural.
O espectro de 1.V (Figura 84) mostra bandas de absorgdo em 3357.6
cm™ correspondente a hidroxila quelada e em 1645,8 cm™ correspondente a
carbonila quelada. O espectro de U.V (Figura 85) mostrou méxjmos de

absorcdo em A 288 e 330 nm, caracteristicos de flavonoide.

Figura 84: espectro de 1.V da substancia 73.
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Figura 85: Espectro de U.V em metanol da substancia 73.

O espectro de massas por impacto de elétrons (Figura 86, Esquema
22) mostra o pico correspondente ao ion molecular em m/z 540 (M", 13%),
confirmado pelo espectro de massas de alta resolugdo (Figura 87) que

mostra o pico do ion molecular em m/z [M"] 540,10592 [calculado= 540,105

para C30H20010, Am/z= 0,00092]



Figura 86: Espectro de massas por impacto de
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Figura 87: Espectro de massas de alta resolugdo da substancia 73.
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Esquema 22: Fragmentagbes de massas da substancia 73.

O espectro de RMN de 'H (Figura 88 e 88a) mostra dois sinais de
hidroxila em campo baixo a 54: 11,99 e 12,71 indicando a presenca de duas
hidroxilas queladas, as quais aparecem no LV (Figura 84). A presenca de
dez sinais de hidrogénios aromaticos incluindo dois sinais de dubletos com
acoplamento meta, que sao observados no HOMOCOSY (Figura 89 e 89a),
em oy: 6,11 (H-6) com 6,37 (H-8) e 5,81 (H-6”) com 5,82 (H-8"), descartam a
possibilidade das duas unidades estarem ligadas através de um desses

carbonos, o que é mais comum em biflavonoides.
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A presenca do sinal em 84: 6,62 (s) e trés duplo dubletos em &4 5,39
(12,7 e 6,0 Hz), 3,11 (16,6 e 12,7 Hz) e 2,66 (16,0 e 6,0 Hz), indica que a
substancia 73 € um dimero de flavona e flavanona, confirmando que os
carbonos C-6 e C-8 néo estédo envolvidos na ligacéo interflavonoidica.

O anel B da unidade da flavona foi identificado pelos trés sinais de
hidrogénios em &y: 7,06 (d, J= 8,7 Hz, H-5’), 7,62 (d, J= 2,0 Hz, H-2") e 7,71
(dd, J= 2,0 e 8,7 Hz, H-6’). Além disso, 0 espectro de RMN de 'H (Figura 88
e 88a) também mostra dubletos em 8y 7,36 (d, J= 7,8 Hz, 2H-2" 6") e 6,83
(d, J= 7,8 Hz, 2H-3”,5"), indicando um sistema AA’BB’ para a unidade da

flavanona.
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Figura 89: Espectro de correlagdo homonuclear de hidrogénio-
hidrogénio (*H,"H-COSY) da substancia 73 em DMSO.

Figura 89a: Espectro de Homocosy da substancia 73 expandido na
regiao entre 5 a 8 ppm.
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O espectro de RMN de **C PND e DEPT (Figuras 90, 90a, 91 e 91a)
da substancia 73 mostra 28 sinais incluindo dois sinais em 3d:: 128,80 e
116,30 que correspondem a dois carbonos cada, oito carbonos sp? (CH),
dois carbonos sp® em &cn: 78,57 e 8cn242,38, catorze carbonos sp?
quaternarios [(C)s e (C-0O)s0] e dois grupos carbonilicos em §c: 182,22 e

196,48.
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Figura 90: Espectro de RMN de *C (125 MHz) da substancia 73 em
DMSO.
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153 a 168 ppm.

LhF A n sy O braz GENF . (nee darsed

9 >N ©owWow —
S QDS DM reoal M
o ™ e oo W@ <
- Pl R I e
& = TRERE = ;
i :
i L S L
i i [ -
¢ : N ¢
[ i { !

‘vC-2“I’6'l' 2C_3lll’5ll'

C-8

c-3"
Figura 91: Espectro de RMN de *C DEPT da substéncia 73 em DMSO



198

LIV &-55/1  {0r Braz - UENF] Cgper. Uaniei

- < ) = 3 2 o g 8 A :::
& B i3 4 o i b= v, : :rn :. oot
=Y o o= k4 2 i: & moo o la

™ - - - 3

' tia

I I

K

P

L]

%

"

[ -1 =
2C-3",5 oy

2C-2" 6" g

3

b

ce

t

| (:: 't3'| ;

-zsr ‘ -:3 <; "5 (: - "i (::-f3 %

& G2 o
: M

'i: ; 3
. F

! 5

g i

_»‘ [

a

‘ i | ; ) | ,
M'WWW}‘WJJM“ " s o wuk...‘\_.

anc o

Figura 91a: Espectro de RMN de "*C DEPT da substancia 73 expandido
na regiao de 94 a 129 ppm.

A andlise do espectro de RMN bidimensional de correlacdo
heteronuclear de hidrogénio-carbono (*H,*C-COSY-'Jcy, HMQC, Figura 92

e 92a) permitiu a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos

metinicos.
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Figura 92: Espectro bidimensinal de correlagao heteronuclear de hidrogénio-
carbono ('H,"*C-COSY-"Jch, HMQC) da substancia 73 em DMSO.
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Figura 92a: Espectro de HMQC da substancia 73 expandido na regido entre 5
a 8 ppm.
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A andlise do espectro bidimensional heteronuclear de hidrogénio-

carbono de 73 (*H,*C-COSY-"Jcy, n= 2 e 3, HMBC) (Figuras 93, 93a, 93b,
93c e 93d) mostra acoplamentos entre C-1" (8¢: 122,72) com H-2'6" e C-
17(8c: 132,77) com H-27,6”, indicando que o anel B da flavanona é

dioxigenado e o sistema AA’BB’ pertence a unidade da flavona.

-

Figura 93: Espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear de hidrogénio-
carbono (*H,*C-COSY-"Jcu, N=2 e 3, HMBC) da substancia 73 em DMSO.
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Figura 93b: Espectro de HMBC da substancia 73 expandido na regides em §¢: 70 a 105
ppm.
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Figura 93c: Espectros de HMBC da substancia 73 expandidos nas regides em
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Figura 93d: Espectro de HMBC da substancia 73 expandido na regi&o em &c:
140 a 180ppm.
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Estas observagdes e comparacdo com dados da literatura para a 2,3-
diidroochnaﬂavona (Tabela 18), isolada de Ochna obtusata (Ochnaceae)®,
mostra que a substén’cia 73 é similar a esta substancia. A diferenca nos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios pertencentes ao sistema AA'BB’ de
73 [64:7,36 (2H-27,6") e 6,83 (2H-3",5™)] e da 2,3-diidroochnaflavona
[64:8,03 (d, J= 8,8 Hz, 2H-2",6") e 7,10 (d, J= 8,8 Hz, 2H-3" 5™)], revela que
a substancia 73 possui este sistema na unidade da flavanona (ndo
conjugada com sistema AA'BB’), sendo assim do tipo 273’-

diidroochnaflavona.




Tabela 18: Dados de RMN de 'H e **C do biflavondide 73 comparados
com os dados da literatura para a 2,3-diidroochnaflavona®.

73

'Hx"*C-HMQC-"JcH

2 3-diidroochnaflavona®

dc SH dc On
C
2 163,94 - 2| 79,30 5,52(dd)
3 103,91 6,62(s) 3] 4350 |3,19(dd) 2,81(dd)
4 182,22 - 4 196,90 - |
5 161.80 12,71 (s, OH) 5/ 166,30 | 12,13 (s, OH)
6 99,51 6,11(d, J= 2,0 Hz) 6| 96,90 5,94 (d)
7 164.80 - 71 167,40 9,68(s, OH)
8 94,64 6,37(d, J= 2,0 Hz) 8| 9590 5,96 (d)
9 157 .82 - 9| 164,10 -
10 | 104,29 _ 10] 10320 -
11 122,72 - 1" 132,30 -
2 | 12122 7,62(d, J= 7,8 Hz) 2’| 12150 7.34(d)
3 | 142,88 - 3’| 142,80
4 | 15384 - 4’1 150,50 8,61 (s, OH)
5 | 118,41 7,06(d, J= 7,8 Hz) 5] 118,40 7,13 (d)
& | 12535 | 7,71(dd, J=2,0 e 7,8 Hz) 6| 12550 7,35 (d)
2" [ 7857 | 5,39(dd, J= 12,7 € 6,0 Hz) 2| 164,40
3" | 4238 |311(dd, J=166e12,7Hz) | 3’| 10510 6,68(s)

2,66(dd, 16,6 € 6,0 Hz) |

4" | 196,48 - 47| 18310 -
57 | 163,45 11,99 (s, OH) 57 163,40 | 12,92 (s, OH)
6’ | 96,58 5,81 (d, J= 2,0 Hz) 6" 99,90 6,26 (d)
77 1 167,14 - 7”1 165,00 9,73 (s, OH)
8" | 9562 5,82 (d, J= 2,0 Hz) 8’| 9480 6,53(d)
9” | 163,28 - 9’| 158,80 -
10” | 102,30 - 10”] 105,40 -
17 ] 132,77 - 11 126,00 -
2" | 128,80 7,36 (d, J= 7,8 Hz) 2”1 12910 8,03(d)
3”7 | 116,30 6,83 (d, J= 7,8 Hz) 3" 117,50 -
4™ | 158,45 - 4”1 162,10 -
57 | 116,30 6,83 (d, 7,8 Hz) 571 171,50 7,10(d)
6”7 | 128,80 7,36 (d, J= 7,8 Hz) 67| 129,10 8,03(d)
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Os deslocamentos quimicos de hidrogénios apresentados no espectro
de RMN de'H (Figura 94, Tabela 19) do derivado acetilado de 73(73a),

foram comparados com o tetraacetato da 2 3-diidroochnaflavona®

:onﬁrmando o sistema AA’BB’ da unidade da flavanona de 73.

Hz e |

Figura 94: Espectro de RMN de "H (200 MHz) do derivado 73a em
CDCls.
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Figura 94a: espectro de RMN de 'H do derivado 73a ampliado.
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Outros experimentos de RMN para 73a foram realizados para a
ratificacdo da proposta estrutural e fazer atribuicbes dados de &y . §. dos

derivados que, também, estdo sendo registrados pela primeira vez na
literatura[RMN de "*C PND e DEPT (Figuras 95 e 96, Tabela 19), Homocosy

(Figura 97), Heterocosy (Figura 98) e COLOC (Figura 99)].
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Figura 95: Espeictro de RMN de "*C (50 MHz) do derivado 73a em
CDCls.
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Figura 96: Espectro de RMN de *C DEPT do derivado 73a em CDCla.
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~igura 98: Espectro bidimensional de correlagédo heteronuclear hidrogénio-

carbono ('H,*C-COSY-"Jcy, Heterocosy) do derivado 73a em CDCls.
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Figura 99: Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear hidrogénio-
carbono ('H,"*C-COSY, "Jcu, n=2 €3, COLOC) do derivado 73a
em CDCls.
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Tabela 19: Dados de RMN de '*H e **C do derivado 73a comparados com
os dados da literatura para o pentaacetato da 2,3-
diidroochnaflavona®.

73a

'"Hx'*C-HMQC-'JcH

Pentaacetato da 2,3-
diidroochnaflavona?®.

89 SH 8H
C Cc W
2 167,90 - 2 5,50(dd) |
3 108,87 6,51(s) 3 3,00 e 2,82(dd)
4 176,17 - 4 -
5 155,87 12,88 (s, OH) 5 12,92 (s, OH)
6 113,85 6.82(d. J= 2.2 Hz) 6 6.49(d)
7 160,97 _ 7 9,73 (s, OH)
8 109,11 7.27(d, J= 2.2 Hz) 8 6,52(d)
9 160,97 ; 9 _
10 133,60 - 10 -
1 144,56 - 1 -
2 118,17 7,45(d, J= 2,0 Hz) 2 7,20(m)
3 148,80 - 3 -
4 150,11 - 4 -
5 124,66 7,30(d, J= 8,5 Hz) 5 735(d) |
6 122.29 7.64(dd, J= 2.0 e 8,5 Hz) 6 7.20(m)
2" 78,97 5,48(dd, J= 13,08 e 2 8 Hz) 2" 5,52(dd)
3" 44,96 |3,05(dd, J= 16,7 e 13,08 Hz); 2.78(dd, | 3" 8,70(s)
4’ 188,99 - 4" -
5" 156,84 11,99 (s, OH) 5” 12,13 (s, OH)
6" 110,55 5,81 (d, J= 2,0 Hz) 6’ 6,83 (d)
7 163,11 - 7" 9,68 (s, OH)
8” 109,05 5,82 (d, J=20Hz) 8” 6,86 (d)
9’ 168 33 - 9" -
10” 130,07 - 10" -
17 153,96 - 17 -
2" 128,06 7,36 (d, J= 7,8 Hz) 27 7,84 (d)
3" | 118,54 6,83 (d, J= 7,8 Hz) 3" 7.10 (d)
47 151,16 - 4" 8,61 (s, OH)
57 | 118,54 6,83 (d, 7.8 Hz) 57 7.13 (d)
6" 128,06 7,36 (d, J= 7,8 Hz) 6" 7,84 (d)
OCH | 56,21- 3,75-3,91 (s) OCHs 2,20-2,46
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confirmacgéo da proposta estrutural de 73. Os espectro de RMN de 'H e
(Figura 100) "*C (PND e DEPT, Figura 101, Tabela 20) confirmam a
obtencdo do derivado devido a presenca de trés sinais correspondentes as

metoxilas. Isto confirma que uma posi¢do oxigenada esta envolvida na

juncao da unidades.

Figura 100: espectro de RMN de 'H (200 MHz) do derivado 73m em
CDCls.
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Figura 101: Espectro de RMN de **C (PND e DEPT) (50 MHz) do
derivado 73m em CDCl5,

O derivado 73m foi submetido ao experimento de RMN-NOEDIFF
(Figura 102) através da irradiacdo na freqiiéncia dos grupos metoxila,
apresentando nOe somente nos dubletos em 54 6,11(H-6), 6,37(H-8),
7,06(H-5), 5,81(H-6") e 5,82(H-8"). O experimento ROESY também mostra o
efeito nOe das metilas em H-6,8; H-5 e H-6"8", além das interacoes

homonuclear hidrogénio-hidrogénio (Figura 103).



212

INF#-32ME
H-S'
———eae M o ——
[
i

7CHa
i
' .
i
i
i ;
! .
H2m 6™ I i ‘
x T-a HE" 8" gl ;
HZ ins - HE H-Gl ly ; Loy
PO A i b [SRL w.unu"-____...,L K
s Mo g
S -
[ :C.f- Lol [ B J. 0

Figura 102: Espectro resultante da irradiagdo dupla e subtragdo de
espectros (NOE) do derivado 73m em CDCla.
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Figura 103: Espectro bidimensional ROESY do derivado 73m em
CDCls.

73m

Os sinais observados no espectro bidimensional de correlacao
heteronuclear hidrogénio-carbono ('H,"*C-COSY-"Jciy, n= 2 e 3, HMBC)
(Figura 104) do derivado 73m, mostram acoplamentos a longa distancia
entre C-2 e H-2’, C-2 e H-6’, C-2" e H-2" 6", C-1" e H-3 e C-1" e H-3", os
quais confirmam o padrdo de substituicdo do anel B da unidade flavona e

flavanona de 73.
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Tabela 20: Dados de RMN de 'H e *C do derivado 73m

73m
THx"3C-HMQC-"JcH

8(; 5H
C
2 162,92 -
3 105,20 6,76(s)
4 183,04 -
5 159,38 12,88 (s, OH)
6 08,78 6,70(d, J=2,0 Hz)
7 164 96 -
8 94 59 6,30(d, J= 2,0 Hz)
9 159,38 -
10 105,20 -
1’ 124,92 -
2 121,07 7,84(d, J=2,0Hz)
3 144 80 -
4 156,08 -
5 114,31 7,37(d, J=8,7 Hz)
6’ 125,19 8,01(dd, J=2,0e 8,7 Hz)
2 79,64 5,53(dd, J= 10,00 ¢ 2,0 Hz)
3’ 43 43 3,21(dd, J= 16,7 e 10,00 Hz); 2,82(dd,

167 e 20 Hx

4 197,27 -
5” 163,93 12,11 (s, OH)
6" 95 47 6,04 (d, J=2,0 Hz)
7" 168,80 -
8” 94 59 6,04 (d, J= 2,0 Hz)
g’ 166 57 -
10" 105,20 -
1 129,01 -
27 133,66 7,54 (d, J=7,8 Hz)
3" 116,82 6,83 (d, J= 7,8 Hz)
4" 156,08 -
57 116,82 6,83 (d, 7,8 Hz)
6 133,66 6,97 (d, J= 7,8 Hz)
OCHs 56,21-56,52 3,75-3,91 (s)
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Estas observagbes confirmam que as duas unidades flavonoidicas
estdo ligadas através de uma ligacao etérea entre os carbonos C-3' e C-4”
(C-3-O-C-4"). Sendo assim a substancia 73 foi definida como um novo
biflavondide 5,7,4 -trihidroxiflavona-(3'-0-4")-5,7-dihidroxiflavanona ou 2”,3"-

diidroochnaflavona.
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5.6- Identificagdo dos constituintes isolados do extrato

metandlico das folhas de Luxemburgia nobilis(LNFM).

O extrato metandlico das folhas de Luxemburgia nobilis forneceu
as substancias 70(friedelina) e 73(2”,3"-diidroochnaflavona), as quais ja
foram discutidas anteriormente (paginas 169 e 190). Além desses
componentes foram isolados mais um triterpeno (69) e um biflavonodide (72),

0s quais serao discutidos a seguir.

5.6.1- Substancia 69.

O espectro de RMN de 'H (Figura 105) da substancia 69
apresenta sinal em &y: 3,33(m) referente ao H-3, além dos sinais para as oito
metilas alifaticas entre 5y: 0,74-1,14, sendo sete singletos e um dubleto em
4. 0,84 (d, J= 6,4 Hz). Esta substadncia apresenta caracteristicas
espectroscopicas semelhantes as observadas para a substancia 70
(friedelina) discutida anteriormente (paginas 169-173), o que levou a

comparacao da substancia 69 com os triterpenos pentaciclicos do tipo

friedelanos.
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A presenca dos grupos metila foi confirmada pelos espectros de RMN
de "*C PND (Figura 106). A auséncia do sinal correspondente a carbonila e
a presenca do sinal em 3¢: 72,18 referente a carbono carbindlico C-3, revela

que esta substancia corresponde ao epi-friedelinol.

I ) Cc-24

! C-4,10 o S
i ’ :EC~15 C-13 ‘ 5 K‘x : ot ‘ i c-23

3!

AR I R | 14' ; E
Vit ! i"**"ma'rw‘fw P e,

v e ey

Figura 105: Espectro de RMN de ™C (50 MHz) da substancia 69 em CDCls.

Dados de RMN de "C registrados na literatura’”' comparados com os

dados de 69 (Tabela 21) confirmam a proposta estruturat.



Tabela 21: Dados de RMN de 'H e **C da substancia 69 e comparac&o com
dados de carbono-13 registrados na literatura’".

70 Acetato de epi-friedelinil '

C OH d¢ dc

1 38,07 16,30
2 1.99-2.01 (m) 3276 3210
3 72,18 74,50
4 2,22-2,30 (m) 42 76 48,00
5 38,07 37,80
6 41,32 41,60
7 17,81 17,60
8 4.03 (1 5311 5310
9 36,97 37,00
10 60,00 60,90
11 35,28 35,30
12 30,55 30,50
13 38,07 38,30
14 39,22 39,60
15 32,30 32,30
16 36,00 36,00
17 29,96 29,90
18 361 42,76 42,80
19 35,28 35,50
20 28,69 28,10
21 32,76 32,80
22 39,22 39,20
23 0,86 (d, J=6,6 Hz) 9,89 11,20
24 0.74 (s) 14,11 15,70
25 0.85 (s) 1811 18,10
26 0,96(s) 18,63 18,50
27 0,92 (s) 20,14 20,00
28 0.98 (s) 32.06 32,00
29 1,02 (s) 35,00 34,90
30 1.12(s) 3176 31.70

23
Acetato de ¢pi-fricdelinol
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5.6.2 Substancia 72.

A substancia 72 apresentou caracteristicas espectroscépicas
semelhantes as observadas para a biflavona 71 (pagina 175), estando
presente em pequena porcentagem com a 71. A principal diferenca esta na
presenca de um singleto em & 3,81 (s) no espectro de RMN de 'H (Figura
107) correspondente a um grupo metoxila. O espectro de correlacéo
homonuclear hidrogénio-hidrogénio (Homocosy, Figura 108), mostra os
acoplamentos entre um sistema AA’BB’ (H-2”6” com H-3” 5") para uma
das unidades do biflavonoide e entre os hidrogénios aromaticos H-6" com H-

5’ pertencentes ao anel B 3', 4'- dissubstituido.

13408
3%¢5

R LT Y

o
Ul A A

Figura 107: Espectro de RMN de "H (200 MHz) da substancia 72 em DMSO.
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Figura 108: Espectro de correlagdo homonuclear hidrogénio-hidrogénio (*H,'H-
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A presenca do grupo metila foi confirmada pelos espectros de RMN de
*C PND em &:: 56,44 ppm (Figura 109, Tabela 22). Comparacdo dos
dados de RMN **C da substancia 72 com dados da literatura’ (Tabela 22),

mostra que esta substancia é o biflavondide podocarpusflavona A.
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Figura 109: Espectro de RMN de *C (50 MHz) da substancia 72 em DMSO.
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Tabela 22: Dados de RMN de 'H e **C da substancia 72 e comparag&o com
0s 8¢ registrados na literatura da podocarpusflavona A”%.

72 Podocarpusflavona A"

C OH ¢ ¢

2 - 163,90 | 163,90

3 6,63 (s) 103,52 | 103,20

4 - 181,94 181,60

5 - 161,54 161,50

6 6.73 (3) 9549 98,90 )
7 - 163,39 163,30

8 6.62 (s) 93,55 94.00

9 - 156,79 157,40

10 - 104,20 104,10

1 - 121,27 120,10

2 8,10 (d, J=2,4 Hz) 128,28 127,70

3 - 121,27 121,30

4 - 159,58 159,40

5 7,22 (d, J= 8,7 Hz) 116,05 116,30

6’ 8,0(dd, J= 24 e 87| 12828 131,30

2" i 164,05 164,10 B
3”7 6,62 (s) 103,52 103,20

4" - 182,38 182,10

5” - 161,32 160,60

6" 6,71 (s) 102,64 98,90

7’ - 161,54 161,90

8” - 102,95 103,20

9” - 153,94 154 60

107 - 104,20 103,80

177 - 121,27 122,60

27,6"| 798(d, J=8,7Hz) 128,28 127,90

37,871 6,94 (d, J- 8,7 Hz) 116,05 114,50

4 - 162,57 162,30
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6 - BIOENSAIO DE LETALIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA LEACH.

Pesquisar a atividade bioldgica de extratos de plantas e de substancias
naturais isoladas destes extratos € uma estratégia importante na procura de
substancias bioativas. Na pesquisa com produtos naturais, as técnicas de
separagao, os métodos de elucidacdo estrutural e os bioensaios, devem ser
combinados para que os resultados sejam mais completos.

O teste de letalidade frente a Artemia salina Leach é proposto como um
bioensaio simples para a investigacdo de produtos naturais. Artemia salina tem
sido previamente utilizado em varios sistemas de bioensaios, através dessas
aplicacbes tem sido analisados residuos de pesticidas, micotoxinas,
anestésicos, substancias carcinogénicas entre outros’’,

O bioensaio utilizando Artemia salina determina valores de DLsy, em pg/ml

de substancias ativas em meio de salmoura. O método é rapido, confiavel e
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barato além de utilizar pequenas quantidades de material, sendo assim uma
étima ferramenta para bioensaios’.

A finalidade deste método € prover uma avaliagdo primaria que pode
servir de apoio para bioensaios mais especificos. As ovas de Arfemia salina
sao oferecidas comercialmente a baixo custo e podem ser usadas, se
mantidas secas e refrigeradas, por varios meses.

As larvas quando colocadas em agua de mar artificial eclodem no
periodo de 48 horas e sdo atraidas por luz artificial. As substancias sao
tratadas a varias concentragdes, por replicata, em tubos de vidro tendo agua
de mar artificial e um numero determinado de larvas (Capitulo 4, pag.54). As
larvas mortas e vivas sdo contadas apés de 24 horas e os valores de DL
(Dose Letal-50%) sao calculados utilizando métodos estatisticos. Os

resultados para os extratos testados foram:

Extratos Testados DLso (ppm)
Hexanico do caule (LNGH) >841,81
Metandlico do caule (LNGM) >961,81
Hexanico das Folhas (LNFH) >860,66

Acetato de etila das folhas (LNFA) >930,33

Metandlico das folhas (LNFM) >350,90
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Os extratos ou as substancias com valores de DLs, menores que 1000
ppm tem sido considerados como ativos”. Os dados obtidos para os extratos
mostram que estes ndo apresentam citoxicidade frente a Artemia salina, com
isto o fracionamento guiado por este bioensaio néo foi realizado. Mas o novo
biflavonodide 2”,3"-diidroochnaflavona foi testado e apresentou como
resultado uma DLso> 485,45 ppm ou DLsy> 1,11 puM, ndo apresentando
também citoxicidade frente a este microcrustaceo. Este biflavonéide também
foi testado contra Tripanossoma cruzi (teste in vitro, forma sanguinea) pelo

professor doutor Egler Giari ( ICB —Univ. Fed. de MG.), nao sendo ativo.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho gerou informacdes novas quanto a quimica da familia
Ochnaceae e em particular para o género Luxemburgia pois este é o
primeiro estudo fitoquimico do mesmo.

O presente estudo permitiu 0 isolamento de metabdlitos especiais
pertencentes a diferentes classes de substancias naturais. Os resultados
obtidos confirmam a tendéncia das plantas pertencentes a Ochnaceae
biossintetisarem biflavondides com diferentes formas de ligacdo entre as
unidades. E reportado neste trabalho a inclusao de trés substancias novas
na literatura, incluindo dados espectrométricos.

A discuss&o dos dados espectométricos de algumas das substancias
isoladas permitiram esclarecer varias duvidas da literatura.

A avaliacéo preliminar de atividade dos extratos e substancias isoladas
desta planta com Artemia salina nao forneceu resultados positivos mas nao

se deve desconsiderar a avaliacao com outros ensaios mais especificos.
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