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RESUMO

Dioclea lasiophylla é uma trepadeira da subfamilia Papilionoideae (Leguminosae)
de ocorréncia na costa nordeste do Brasil. D. lasiophylla e outras onze espécies
pertencentes a esse género formam um grupo de plantas conhecidas popularmente como
“feljdo-bravo” ou “mucund’. Essas plantas sdo utilizadas pela populacdo local como
analgésicos, para o tratamento de pedras nos rins e reumatismo. Até o momento ndo foi
relatado nenhum estudo fitoquimico prévio de D. lasiophylla. A partir de estudos das
raizes de D. grandiflora, uma planta também conhecida como “mucun&’, foi isolada a
diocleina, uma flavanona que apresentou atividade analgésica aém de outros flavondides.

Esse trabalho descreve o isolamento, a elucidagdo estrutural, e a atividade anti-
oxidante dos compostos obtidos a partir dos extratos hexanico e cloroférmico do caule e
acetato de etila das folhas de D. lasiophylla.

Do caule dessa espécie foram isolados por combinacdo de métodos cromatograficos
5 compostos do extrato hexanico e 7 do extrato cloroformico. A maioria deles tratavam-se
de terpendides. Foram isolados os triterpenos lupenona, lupeol, acido betulinico, acido
acetil oleandlico, &cido oleandlico, &cido cafeil oleandlico e as novas substancias
oleanolato de 7,8 -epoxiconiferila e &cido ferulil oleandlico. Também foram isolados o b-
sitosterol, estigmasterol, vanilina e vanilato de metila.

Uma nova proantocianidina do tipo A2, epigaocatequina(2b® 7,4b® 8)-
epicatequing, em conjunto com a (-)-epicatequina, a 3’ -b-D-glicopiranosideo luteolina, o 7-
b-D-glicopiranosideo crisoeriol e 0 2-metil-2,4-pentanodiol foram isolados por técnicas
cromatogréficas do extrato acetato de etila das folhas de D. lasiophylla. Todas as estruturas
foram estabel ecidas com base em seus dados espectrais.

A atividade anti-oxidante das substancias isoladas foi avaliada utilizando o método

da auto-oxidagdo do b-caroteno em suspensdo com &cido linoleico.



ABSTRACT

Dioclea lasiophylla is a climber plant of subfamily Papilionoideae (Leguminosae)
occurring on Brazil in the northeastern Atlantic coast. In this country, D. lasiophylla and
others eleven species belonging to this genus embraces a set of plants called “feljao-bravo”
and “mucund’. These plants are prescribed by local populations as analgesic, for the
treatment of kidney stones and rheumatism. To date, there have been no previous
phytochemical reports of D. lasiophylla. However it is noteworthy that from de roots of D.
grandiflora, a plant also known as “mucund@’, were isolated dioclein, a flavanone which
present analgesic activity and other flavonoids.

This work describes the isolation, structure elucidation, and antioxidant activity of
the isolates from hexane and chloroform extracts of barks and ethyl acetate from leaves of
EtOAC extract of leaves of D. lasiophyila.

From barks of this species were isolated by combined chromatographic methods 5
compounds from hexane extract and seven from chloroform extract. Mainly of them were
terpenoids. It was isolated the triterpenes lupenone, lupeol, betulinic acid, acetyl oleanolic
acid, oleanolic acid and cafeyl oleanolic acid besides the two new triterpenes 7°,8'-
epoxyconiferyl oleanolate and ferulyl oleanolic acid. In addition it was isolated b-sitosteral,
stigmasterol, vanillin and methyl vanilate.

A new A2-type proanthocyanidin, epigallocatechin-(2b® 7,4b® 8)-epicatechin
besides (-)-epicatechin, luteolin  3-b-D-glucopyranoside,  chrysoeriol  7-b-D-
glucopyranoside and 2-methyl-pentan-2,4-diol were isolated by chromatographic
techniques from leaves of Dioclea lasiophylla. All the structures were established on the
basis of their spectral data. Antioxidant activities of isolates were measured using the auto-

oxidation of b-carotene in a linolenic acid suspension method.



1. Introducéo

O uso de plantas medicinais e o conhecimento de algumas de suas propriedades
terapéuticas € algo que tem acompanhado o homem desde os primérdios de sua histéria
Um dos primeiros relatos de propriedades medicinais de plantas dos quais se tem noticia €
o Papyrus Ebers do antigo Egito (Goldfarb, 1988), no entanto, existem vestigios do uso de
plantas com fins medicinais em sociedades pré-historicas européias e pré-colombianas
antes de 3000 a.C.

No Brasil os povos indigenas ja faziam e fazem uso de plantas medicinais para
tratamento de suas enfermidades. Com o desmatamento e a devastagdo da Mata Atlantica,
além da dizimag&o de povos e culturas indigenas ocorridos a partir da colonizacéo do Brasil
grande parte desse conhecimento foi perdido e o restante estd se perdendo com a inser¢éo
do indio na sociedade moderna e a perda de sua identidade cultural. Outra grande
contribuicdo ao uso de plantas medicinais no Brasil provém dos representantes dos povos
africanos trazidos para o pais como escravos com a finalidade de trabalhar nas lavouras, e
gue trouxeram consigo o conhecimento acumulado de seus antepassados da sua cultura do
uso de diversas plantas com finalidades terapéuticas, sendo este transmitido aos seus
descendentes principamente através da sua religido, o candomblé, e adaptado a flora
brasileira

O desmatamento e destrui¢do de matas nativas ndo esta restrito ap nosso pais e vem
ocorrendo de maneira sistemética por todo o mundo. O Brasil é detentor de uma enorme
biodiversidade dispersa em varios ecossistemas, entre eles o pantanal, a Amazonia, 0
cerrado, a caatinga, a mata atlantica, 0 mangue e os campos. Apesar desta grande
biodiversidade, somente uma percentagem muito pequena de sua flora tem sido estudada
sob o ponto de vista quimico (Ribeiro, 1987) e uma percentagem menor ainda de estudos
tém sido realizados sobre as atividades dessas plantas e de suas substancias (Cordell, 1995).
Com o surgimento de novas doencas como a AIDS e o ebola, o ressurgimento de doencas
antes consideradas curaveis a exemplo da tuberculose e a presenca cada vez maior de
doencas que tém acompanhado 0 homem por séculos como o cancer, é crescente a demanda
e o interesse mundial na busca de novos farmacos. Uma das fontes para essa busca é a

natureza. Essa € uma busca multidisciplinar que envolve desde profissionais das éareas de



botanica, farmacologia, farmacognosia e quimica até profissionais da érea de medicina em
testes na fase clinica. Faz-se ent&o necessério um estudo detalhado da flora brasileira com o
intuito de conhecer e aproveitar melhor 0s NOssos recursos naturais.

A Bahia, na riqueza de sua flora, possui regides de cerrado no oeste, caatinga no
centro e norte, mangue em algumas poucas areas do litoral, campos rupestres na regido da
Chapada Diamantina e resguicios de mata atlantica concentrados principalmente ao sul na
regido da Reserva de Monte Pascoal .

Dioclea lasiophylla que foi objeto deste trabalho € representante da familia
Leguminosae, a qual compreende aproximadamente 13000 espécies distribuidas em cerca
de 600 géneros. Pertence a subfamilia Papilionoideae, formada por aproximadamente 150
géneros compostos de plantas arbustivas, arbéreas, trepadeiras e raramente ervas (Joly,
1993). No Brasil ocorrem cerca de 25 espécies de Dioclea, podendo este nimero ja ter sido
ampliado ja que esse relato data de 1984, sdo elas. D. bicolor Benth (Amazonas e Mato
Grosso), D. densiflora Hub. (Pard), D. fimbriata Hub. (Pard), D. glabra Benth (Guiana até
Pernambuco, Goiés e Mato Grosso), D. grandiflora M. (Pernambuco, Paraiba e Bahia), D.
lasiophylla Benth. (Guiana até Sdo Paulo, Goiés, Minas Gerais e Mato Grosso), D. latifolia
Benth. (S0 Paulo, Goias e Mato Grosso), D. macrantha Hub. (Para), D. macrocarpa Hub.
(Guiana e Amazonia), D. reflexa Hook. variedades glabrescens e grandifolia (Amazonia
até Piaui e Rio de Janeiro), D. rufescens Benth. (Brasil central, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Minas), essas oito conhecidas popularmente como feijdo bravo; D. sclerocarpa Ducke.
(Amazonas) conhecida como mandiocagu; D. rostrata Benth. (Pard, Ceara, Minas Gerais e
Mato Grosso) conhecida como mandioca silvestre, D. argentea Desv. (Pard até Bahia)
conhecida como cavany ou cava;, D. ferruginea Ducke. (Amazbnia), D. flexuosa Hook.
(Amazbniad), D. lasiocarpa Mart. ou D. virgata Amsh. (Guiana até Sao Paulo, Minas Gerais
e Mato Grosso), D. leiophylla Ducke. (Amazonia), D. malacocarpa Ducke. (Amazonia),
D. sericea HKB. (originaria da Colémbia, introduzida no Brasil) conhecidas como mucuna;
D. erecta Hoehne. (Mato Grosso), D. violacea M. (Guiana até Sdo Paulo e Mato Grosso)
conhecidas por coroanha; D. glycinoides DC. (S&o Paulo até Rio Grande do Sul e Mato
Grosso) conhecida por cutello; D. jacquiniana Bello. (Amazonas, S&o Paulo, Bahia e
Minas Gerais) conhecida por cumandatia (Correa, 1984). De todas essas espécies somente

as raizes de D. grandiflora foram estudadas até o presente momento sob o ponto de vista



quimico e farmacologico. D. grandiflora tem ocorréncia restrita nas regides de tabuleiro e
semi-&rido nordestino, sendo conhecida popularmente como olho-de-boi. Possui emprego
na medicina popular no tratamento de calculos renais e doencas da prostata. Estudos
fitoquimicos anteriores realizados no Laboratdério de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade Federal da Paraiba, com suas raizes levaram ao isolamento de seis
flavondides prenilados, sendo cinco até aguele momento inéditos, um flavondide
metoxilado inédito e um triterpeno de ocorréncia comum. O primeiro deles a ser isolado foi
denominado diocleina (1) (5,2',5 -triidroxi-6,7-dimetoxiflavanona) (Bhattacharyya, 1995).
Esta substéncia apresentou atividade analgésica intensa (Batista, 1995). As outras
substéncias ndo tiveram atividade relatada, sdo elas o dioclenol (2) um flavonol
(Bhattacharyya, 1997), uma nova flavanona denominada dioflorina (3) (Bhattacharyya,
1998), além do agrandol (4), uma nova flavanona prenilada, o diosalol (5) um novo

flavonol prenilado, o paraibanol €) um novo flavonol além das ja relatadas 5,7,2',5 -

tetraidroxi-6-metoxi-8-prenilflavanona (7) e b-amirina (8) (Bhattacharyya, 1999).




O interesse inicia no estudo do género Dioclea partiu de consulta ao Prof. Dr.
Lucianno Paganucci da Universidade Estadual de Feira de Santana, que informou existirem
algumas dificuldades em classificar plantas desse género pois algumas espécies, a exemplo
de D. grandiflora e D. lasyophilla, apresentam semelhangas boténicas com espécies dos
géneros Cratylia e Lonchocarpus, enquanto que outras como D. guianensis, uma outra
espécie que ocorre também no Estado, tem mais semelhangca com Canavalia. Desta
maneira, o estudo de espécies do género Dioclea pode contribuir para um melhor
conhecimento fitoquimico e servira portanto como um trabalho de quimiosistematica ao
relaciona-las com espécies dos géneros aos quais elas mais se assemelham, ratificando ou
retificando suas classificagbes. Outro motivo de interesse € o fato de D. grandiflora ja ter
tido suas raizes analisadas e ter apresentado nestas uma substancia com intensa atividade
analgésica (Batista, 1995), permanecendo ndo estudadas porém suas outras partes. Também
pretende-se averiguar se seu uso na medicina popular possui algum fundamento dando

respaldo ou ndo a sua utilizacao.



2. Objetivos

1)

2)

3)

4)

Este trabalho teve como objetivos:
Isolar substancias provenientes do metabolismo secundario presentes nos

extratos das partes aéreas de D. lasiophylla.

Elucidar as edstruturas das substéncias isoladas atravées de métodos
espectromeétricos.
Submeter todas as substancias isoladas a bioensaios simples tais como teste de

atividade anti-oxidante, letalidade de Artemia salina, antimicrobiano e
antifungico.

Contribuir ao conhecimento da quimica do género Dioclea.



3 Experimental

3.1 Materiais e Métodos

Nas separagdes por CC foram empregadas como fases estacionérias silica gel
60 da Merck com diametro de particula entre 0,063-0,200 nm e silica gel 60H da
Merck com didmetro de particula aproximado de 15 nm para CC, sob pressdo de Ny,
poliamida 6 Baker TLC com didmetro de 50 nm, e sephadex LH-20 da Pharmacia
paraa CE.

Nas CCDC foram utilizadas placas preparadas com silicagel 60 PFoss+366 da
Merck, as quais foram ativadas em estufa a 100°C por 1h. Também foram
utilizadas placas pré-preparadas de silica gel 60 F»s4 da Merck e de silica gel I1B2-
Fas4 daJ. T. Baker- Chemical Co.

Nas CCDP foram utilizadas placas de silica gel 60 F,54 € Imm de espessura
da Merck, e placas cromatogréficas de alta resolucdo de silica gel fluorescente a 254
nm com 200 nm de espessura da Whatman.

Os solventes utilizados foram: hexano, éter de petrdleo, benzeno,
cloroférmio, diclorometano, éter etilico, acetato de etila, acetona, etanol, metanol,
&cido acético e butanol das marcas ACS, CRQ, Grupo Quimica, Merck, Nuclear,
QUIMEX, Reagen, Synth, TECHNION e VETEC, todos grau P.A.

A evaporagdo dos solventes foi realizada a pressdo reduzida utilizando
evaporadores rotatérios da marca Bichi, a temperaturas em gera entre 40°C e
60°C.

As placas de CCDP foram reveladas por irradiagdo com luz UV (254 e 366
nm), enquanto que as placas de CCDC foram reveladas com luz UV (254 e 365
nm), vapores de iodo e/ou reveladores quimicos. Dentre estes, os mais utilizados
foram a vanilinglH,SO4, reagente de Liberman-Burchard, anisaldeido/H,SO4 e
reagente de Dragendorff (Stahl, 1969).

Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho GEMINI 300 da Varian
operando a 300MHz para 'H e 75MHz para *3C e utilizando CDCk, CD3OD,
(CD3),CO, Pyr-ds, DMSO-ds e D-O como solventes e o sina do hidrogénio ou 3C



dos solventes, como referéncia interna. Os espectros HMBC foram obtidos em
aparelho BRUKER ADVANCE DRX-500 operando a 500MHz para *H e 125MHz
paral®C.

Os espectros de massas da técnica FAB foram registrados em espectrémetros
de massas Finnigan MAT 90, e datécnica |E em espectrémetros HP modelo 5988-A
e modelo 5973 através do método de insercdo direta ou CG/EM com CG HP
modelo 6890.

Os espectros de infravermelho foram registrados em aparelho da JASCO
modelo VALOR-III em filme ou em pastilha de KBr.

Os espectros de UV foram registrados em espectrofotdmetro Varian modelos
Cary |-E eCary 5E .

A curvade DC foi obtida num espectro polarimetro da JASCO.

3.2 Coletae Identificacdo

Partes do caule e folhas de um espécimen de Dioclea lasiophylla foram
coletados em regido de tabuleiro, nareserva do campus da Universidade Estadual de
Feira de Santana e identificadas pelo Prof. Dr. Luciano Paganucci de Queiroz. A
exsicata da planta foi catalogada sob 0 nimero 24822 e encontra-se depositada no
Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana.

3.3 Extragdo dos componentes do caule e das folhas de D. lasiophylla

As partes coletadas foram secas em estufa a 40°C com ventilacdo. Apés a
secagem, as folhas foram separadas do caule e moidas separadamente, obtendo-se
assim 403 g das folhas e 1008 g do caule. Ambas foram submetidas separadamente
a maceracdo por 3 vezes consecutivas com MeOH, e depois particionadas entre
Hexano:MeOH/H,O (9/1), CHCk:MeOH/H,O (6/4), AcOEt:H,O e BuOH:H-0,

conforme esguemas propostos nas Figuras 1 e 2.



Caule Moido (1008 g)

Extracdo com MeOH

Extrato Metandlico
(50,11 g)

Dissolugéo em MeOH/H ,0 (9:1)
Extracéo com Hexano

FIGURA 1 — Obtencéo dos extratos organicos do caule de D. lasiophylla

Hexano Fase Hidrod coolica
Evaporacio Concentracao MeOH/H ;0 6:4
Extrato Hexanico Extracdo com CHCl 3
(2429)
Cloroférmio Fase Hidroa coolica
Evaporagzo Evaporacdo do MeOH
Extrato Cloroférmico
(2169 Extracdo com AcOEt
Acdtato de Etila H,O
Evaporacéo Extracéo com BuOH
Extrato em AcOEt
117
( 9 Butanol H,0
Evaporacdo
Extrato em BuOH Desprezada
(7,24 9)




Folhas Moidas (403g)

Extragdo com MeOH

Extrato Metandlico

(126,60q)
Dissolucéo em MeOH/H ,0 (9:1)
Extracdo com Hexano
Hexano Fase Hidrod coolica
Evaporacio Concentragéo MeOH/H ;0 6:4
Extrato Hexanico Extracéo com CHCl3
(8319)
Cloroférmio Fase Hidroa coolica
Evaporagéo Evaporacdo do MeOH
Extrato Cloroférmico
(3,659) Extracgo com AcOEt
Acetato de Etila H,O
Evaporacéo Extragéo com BuOH
EXtrat% em AcOEt
v
(6,709 Butanol H-0
Evaporacéo
Extrato em BuOH Desprezada
(30,359)

FIGURA 2 — Obtencéo dos extratos organicos das folhas de D. lasiophyila.




3.4 Purificacdo do extrato hexanico do caule

O extrato hexanico do caule (2,42 g) foi fracionado através de cromatografia em

coluna sob silica gel 60, utilizando como fase mével o sistema hexano/acetato de etila em

grau crescente de polaridade. Dessa coluna principal foram recolhidas 101 fragOes de 50

mL que foram reunidas posteriormente em 15 fracdes apds analise em CCDC (Tabela 1).

Tabela 1 — Fragdes obtidas da CC principal do extrato hexanico do caule

Codigo | FragOesreunidas | Massa (mg) Sistema Substancias | soladas
Hex/AcOEt
CDLH21 20-21 339,8 91 MDL1eDL1
CDLH23 22-23 38,5 91 CCDC:DL1eDL2
CDLH24 24 10,9 91 CCDC:DL1eDL2
CDLH25 25 18,9 91 CCDC:DL1eDL2
CDLH30 26-30 166,9 82 DL2
CDLH31 31 116,3 82 DL2eDL3
CDLH35 32-35 2841 82 DL2,DL3,DL4 eDL5
CDLH46 36-46 318,8 82 DL4 eDL5
CDLH56 47-56 89,8 73 Desprezada: Graxa
CDLH61 57-61 62,5 73 Desprezada: Igual
CDLH56
CDLH74 62-74 284,7 6:4 Desprezada: Igual
CDLH56
CDLH84 75-84 164,8 11 Desprezada: Igual
CDLH56
CDLH101 85-101 219,6 4:6 e AcOEt -




3.4.1 Estudo dafragdo CDLH21

A fracdo CDLH21 (339,8 mg), um 6leo amarelo de cheiro agradavwel teve suas
condi¢cbes de separagdo testadas em CG, e seus constituintes avaliados por CG/EM,
revelando a presenca de triterpenos além dos ésteres graxos octadecanoato de metila,
hexadecanoato de metila e provavelmente do 12-octadecenoato de metila. Esta foi entéo
submetida a fracionamento em coluna sob silica gel 60 utilizando hexano/AcOEt em grau
crescente de polaridade. Desta forma foram obtidas 78 fragdes, que foram reunidas em 6
novas fractes apds analise em CCDC (Tabela 2). A utilizacgo de reagente de Liebermann-
Burchard indicou a presenca de triterpenos na fracdo CDLH21- 32 (180,6 mg). Andlise dos
espectros de RMN de *H e **C das demais fragBes indicou que as mesmas eram constituidas

de substancias de natureza graxa.

Tabela 2 — Fragdes obtidas da CC de CDLH21

Caodigo FragOes reunidas Massa (mg) Sistema
Hex/AcOEt
CDLH21-32 21-32 180,6 91
CDLH21-49 33-49 25,3 91
CDLH21-51 50-51 1,0 8.2
CDLH21-65 52-65 18,0 8.2
CDLH21-73 66-73 131 AcOEt
CDLH21-78 74-78 89,7 AcOEt

CC da fracdo CDLH21-32 (180,6 mg) sob silica gel 60, com hexano/AcOEt em
grau crescente de polaridade forneceu 40 fragbes. Estas foram reunidas em 6 novas fraces
apOs andlise por CCDC utilizando reagente de Liebermann-Burchard como revelador
guimico. As quatro Ultimas eram compostas de acidos graxos. A segunda fracdo
denominada CDLH21-32-25 era constituida de lupenona OL1) (5,2 mg), enquanto a
primeira chamada CDLH21-32-23 compreendia uma mistura de lupenona com outras duas

substéncias. Tentou-se entdo purificar estas substancias a partir da fragdo CDLH21-32-23



por CC em silica gel 60H sob presséo de N,. A primeira fragdo coletada foi desprezada
devido a massa CDLH21-32-23-17 (2,1 mg). As trés seguintes apresentaram ainda
lupenona e a mistura de outras duas substancias denominada M DL 1, enquanto que a Ultima
(CDLH21-32-23-31) também era constituida de lupenona (21,0 mg) pura.

3.4.2 Estudo dafracdo CDLH30

Para a purificacdo da fracdo CDLH30 o sistema que apresentou melhor resolucéo
Hex/AcOEt 8:2 foi utilizado em coluna isocratica sob silica gel 60 seguida de eluicdo da
coluna com AcOEt. Foram obtidas 37 fragdes que foram reunidas por CCDC, utilizando-se
uma mistura de Hex/AcOEt 7:3 e reveladas com reagente de Liebermann-Burchard, em 8
fragbes (Tabela 3).

Tabela 3 — Fragdes obtidas da CC de CDLH30

Caodigo FragOes reunidas Massa (mg) Sistema
Hex/AcOEt
CDLH30-4 1-4 33,8 8.2
CDLH30-7 5-7 81,0 82
CDLH30-9 8-9 10,5 82
CDLH30-13 10-13 4.5 8.2
CDLH30-18 14-18 5,7 8.2
CDLH30-21 19-21 19 8.2
CDLH30-31 22-31 4.6 8.2
CDLH30-37 32-37 17,5 AcOEt

Através de CCDC foi possivel observar a presenca de duas substéncias nas fragoes
CDLH30-4 e CDLH30-7 dém de substancias de natureza graxa nas outras fractes. A
fracdo CDLH30-7 foi submetida a uma nova coluna cromatogréfica isocrética sob silica gel
60, utilizando CHCL, e eluindo a coluna com AcOEt ao final. Dessa coluna foram
recolhidas 49 fragdes que foram reunidas com base ao perfil cromatografico das mesmas
obtido por CCDC (Tabela 4). A fracdo CDLH30-7-9 era congtituida de uma substancia




cristalinarosa (1,5 mg). Purificacéo da fracdo CDLH30-7-13 através de CC em silica gel 60
impregnada de AgNOs, usando sistema isocratico em CHCL, forneceu a substéncia
cristalinarosa (1,1 mg), bem como lupeol (DL2) que foi reunido a CDLH30-7-26. A fracéo
CDLH30-7-26 era constituida de lupeol (38,9 mg) puro. Andise das demais fracfes por
RMN indicou serem todas constituidas de substancias de caréter graxo.

Tabela4 — Fragdes obtidas da CC de CDLH30-7

Caodigo FragOes reunidas Massa (mg) Sistema
CDLH30-7-9 3-9 15 CHCls
CDLH30-7-13 10-13 29,5 CHCl3
CDLH30-7-26 14-26 38,9 CHCls
CDLH30-7-41 27-41 7,3 CHCl3
CDLH30-7-45 42-45 11 CHCl3
CDLH30-7-49 46-49 3,5 AcOEt

3.4.3 Estudo de fragdo CDLH31

A fracdo CDLH31 (116,3 mg) foi submetida a CC sob silica gel 60 usando
hexano/AcOEt em grau crescente de polaridade, coletando-se 25 fragdes. Porém, andlise

em CCDC possibilitou reunir em 6 novas fracoes (Tabela 5).




Tabela 5 — Fragdes obtidas da CC de CDLH31

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
Hex/AcOEt
CDLH31-2 1-2 3,3 8.2
CDLH31-3 3 21,2 8.2
CDLH31-4 4 28,4 8.2
CDLH31-6 5-6 24,2 8.2
CDLH31-9 7-9 174 8.2
CDLH31-14 10-14 12,6 8.2

A fracdo CDLH31-2 foi desprezada devido a sua pequena massa e por nao ter

revelado em reagente de Liberman-Burchard. A fracdo CDLH31-3 era constituida de

lupeol. As demais fracBes eram congtituidas de lupeol, é&cido acetil oleandlico OL3) e

graxa.

3.4.4 Estudo dafragdo CDLH35

A fragdo CDLH35 (284,1 mg) foi submetida a fracionamento por CC em silica gel

60 eluindo com CHCE e recolhidas 59 fragOes de 10 mL reunidas posteriormente em 6

novas subfragbes através da andlise destas em CCDC utilizando sistemas CHCk e

CHCI5/AcOEt e revelador quimico de Liebermann-Burchard (Tabela 6).

Tabela 6 — Fragdes obtidas da CC de CDLH35

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
CDLH35-17 1-17 17,9 CHCl3
CDLH35-21 18-21 6,2 CHCls
CDLH35-28 22-28 111 CHCl3
CDLH35-38 29-38 151 CHCls
CDLH35-55 39-55 70,9 CHCl3
CDLH35-59 56-59 195,6 AcOEt




A fracdo CDLH35-17 também era congtituida de lupeol. Na fracdo CDLH35-21 foi
detectada por CCDC mistura de lupeol e de duas outras substancias, b-sitosterol (DL4) e
estigmasterol (DL5). Em CDLH28 e CDLH38 foi detectada por CCDC e RMN 3C
mistura de b-sitosterol e estigmasterol em diferentes proporgdes. CDLH35-55 era
congtituida do acido acetil oleandlico em mistura com substancias de carater graxo, e
finalmente em CDLH35-59 foi detectada por RMN *H grande quantidade de materia graxo

e outras impurezas, juntamente com acido acetil oleandlico.

3.4.5 Estudo dafracdo CDLH46

A fragdo CDLH46 (318,8 mg) apresentava cristais muito bem definidos. Devido a

esse fato e a sua grande massa ela foi submetida a recristalizacdo em MeOH. Assim foi

obtida mistura de 100 mg de cristais de b-sitosterol e estigmasterol que por serem bastante

conhecidos foram identificados em mistura (p.79).
3.4.6 Estudo das fragdes CDLH23, CDLH24 e CDLH25

As fragbes CDLH23 (38,5 mg), CDLH24 (10,9 mg) e CDLH25 (18,9 mg) foram
comparadas com as substancias anteriormente isoladas através de CCDC eluida com Hex/

AcOEt 9:1. Assim demonstraram conter as substancias ja isoladas lupenona (DL 1) e lupeol
(DL2).

3.4.7 Estudo das fragdes CDLH56, CDLH61, CDLH74 e CDLH84

As fragbes CDLH56 (89,8 mg), CDLH61 (62,5 mg), CDLH74 (284,7 mg) e
CDLH84 (164,8 mg) néo foram submetidas a purificagdo pois os espectros de RMN de H
bem como as CCDC em hexano/AcOEt 1:1, hexano/AcOEt 7:3 e CHCL/ACOEt 8:2
reveladas com UV e reagentes especificos (Liebermann-Burchard e Vanilina/H,SO,)
indicaram gue as mesmas eram constituidas de material graxo.



3.4.8 Estudo dafracdo CDLH101

A fracdo CDLH101 (219,6 mg) foi submetida a fracionamento através de CC em
silica gel 60 utilizando o sistema hexano/acetona em grau crescente de polaridade. Dessa
forma foram recolhidas 72 fragdes que foram reunidas em 12 novas fragdes por CCDC com
esse mesmo sistema (Tabela 7).

As fragBes CDLH101-8 a CDLH101-16 foram analisadas por RMN *H permitindo
observar que eram congtituidas de material graxo. A fracdo CDLH101-22 demonstrou
também, por RMN *H, tratar-se de mistura de material graxo e ftalato. Este Gltimo sendo
um contaminante presente no hexano utilizado. As fragdbes CDLH101-17, CDLH101-27 e
CDLH101-51 ndo foram trabalhadas devido a sua pequena massa. As fragdes CDLH101-
47, CDLH101-69 a CDLH101-72 foram desprezadas pois tratavam-se de material graxo. A
fracdo CDLH101-60 revelou com reagente de Liebermann-Burchard, tendo sido
posteriormente submetida a permeacéo em coluna de gel de Sephadex LH-20 (Tabela 8).

Tabela 7 — Fragbes obtidas da CC de CDLH101

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
Hex/Acetona

CDLH101-8 1-8 2,4 82
CDLH101-14 9-14 27,4 8.2
CDLH101-16 15-16 3,5 82
CDLH101-17 17 2,0 82
CDLH101-22 18-22 14,0 82
CDLH101-27 23-27 8,6 82
CDLH101-47 28-47 27,7 8.2
CDLH101-51 48-51 10,1 7.3
CDLH101-60 52-60 26,1 6.4
CDLH101-69 61-69 11
CDLH101-70 70 Acetona
CDLH101-72 71-72 MeOH




Tabela 8 — Fragdes obtidas por CE em gel de Sephadex LH-20 de CDLH101-60

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
MeOH: CHCh
CDLH101-60-11 1-11 0,8 91
CDLH101-60-12 12 0,4 91
CDLH101-60-17 13-17 0,5 91
CDLH101-60-44 18-44 3,3 91
CDLH101-60-95 45-95 7,6 91
CDLH101-60-126 96-126 9,3 91
CDLH101-60-167 127-167 7,8 91

Andlise de RMN da fracdo CDLH101-60-126 indicou tratar-se de uma Unica
substéncia com material graxo, entretanto, devido a grande quantidade de graxa na mistura,

foi impossivel a determinagdo da sua estrutura.

Desta maneira do extrato hexanico do caule foram isolados 26,2 mg de lupenona
(DL1), 78,1 mg de lupeol (DL 2), 112,5 mg do écido acetil oleandlico (DL 3) e 126,2 mg da

mistura de b-sitosterol (DL 4) e estigmasterol (DL5).




3.5 Purificacéo do extrato cloroformico do caule

O extrato cloroférmico do caule (2,14 g) foi submetido a CC sob silica gel 60 com
sistema CHCL/ACOEt. Foram obtidas 88 frages de 50 mL, que posteriormente foram
reunidas através dos cromatogramas obtidos por CCDC e revelados com luz UV e
revelador quimico de Liebermann-Burchard. Os resultados encontram-se sumarizados na
Tabela9.

Tabela 9 — Fragdes obtidas da CC principa do extrato cloroférmico do caule

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema Substancias | soladas
CHCIs/AcOEt
CDLC4 1-4 7,8 1.0 DL6eDL7
CDLCS8 5-8 91 1.0 DL6eDL7
CDLC10 9-10 3,7 1.0 -
CDLC22 11-22 19,7 1.0 -
CDLC25 23-25 8,7 95:5 -
cbLCz27 26-27 6,6 95:5 -
CDLC33 28-33 27,5 955 DL8
CDLC37 34-37 34,9 91 DL9
CDLC40 38-40 24,0 91 DL10
CDLC45 41-45 100,7 82 -
CDLC51 46-51 189,5 73 DL11,DL12eDL13
CDLC59 52-59 72,8 73 -
CDLCS88 60-88 146,7 6:4,1:1,46e DL14
Acetato




3.5.1 Estudo das fractes CDLC4 e CDLCS8

As fragbes CDLC4 (7,8 mg) e CDLC8 (9,1 mg) embora apresentassem massa
peguena chamaram a atengdo devido ao seu odor adocicado. CCDC usando CHCL/ACOEt
9:1 e revelacdo das cromatoplacas com UV e reagente quimico de Liebermann-Burchard,
demonstrou que CDLC4 apresentava 2 substancias, enquanto CDLC8 era formada por 3
substéncias. Desta forma, foram submetidas separadamente a CCDP em placas de silica

gel de altaresolucdo utilizando o sistema anteriormente descrito (Tabela 10).

Tabela 10 — FragOes obtidas por CCDP de CDLC4 e CDLC8

Caodigo Massa (mg)
CDLCA4A 3,3
CDLC4B 2,3
CDLCS8A 30
CDLC8B 3,2
CcDLC8C 1,7
CDLC8D 3,3

Devido & peguena massa obtida ndo foi possivel obter espectro de RMN *3C das
substancias. Essas foram identificadas por RMN *H e EM. Em CDLC4 ndo foi possivel
obter separacdo razoavel. As fracbes CDLC8A e CDLC8B eram congtituidas de
substéncias puras e foram identificadas como vanilina (DL6) e o vanilato de metila (DL 7).
As fragbes CDLC8C e CDLC8D apresentavam apenas substancias de carater graxo.



3.5.2 Estudo daFracdo CDLC33

A fracdo CDLC33 (27,5 mg) foi submetida a CCDP em silica gel 60 Fzs4 utilizando-
se o0 sistema CHCL/MeOH 95:5, eluindo-a por duas vezes consecutivas (Tabela 11).

Tabela 11 — Fragbes obtidas por CCDP de CDLC33

Caodigo Massa (mg)
CDLCS33A 10,1
CDLC33B 3,6
CDLC33C 4,4
CDLC33D 34

A fracdo CDLC33A foi entdo submetida a permeacdo em Sephadex LH-20
utilizando-se CH,Cl,/ MeOH 1:2 como sistema eluente. Foram obtidos assim 6,8 mg do
&cido betulinico (DL 8) (Tabela 12).

Tabela 12 — Fragdes obtidas por CE de CDLC33A

Caodigo FragOes reunidas Massa (mg) Sistema
CH,Cl,/MeOH
CDLC33A-12 1-12 6,8 4.8
CDLC33A-30 13-30 3,3 4:8

3.5.3 Estudo dafracdo CDLC37

A fracéo CDLC37 (34,9 mg) foi submetida a CCDP em silica gel 60 F»s4 usando o
sistema CHCL/MeOH 95:5 eluindo-se por duas vezes consecutivas. Os resultados foram

sumarizados na Tabela 13.




Tabela 13 — Fracdes obtidas por CCDP de CDLC37

Caodigo Massa (mg)
CDLC37A 8.4
CDLC37B 3,2
CDLC37C 4,7
CDLC37D 4,3

A fracdo CDLC37A foi identificada como sendo o &cido oleandlico (DL9). As
demais fragbes foram desprezadas devido a pequena massa e ao fato de apresentarem

espectro de RMN H caracteristico de compostos graxos.

3.5.4 Estudo da fracéo CDLC40

A fragdo CDLC40 (24,0 mg) foi submetida a CCDP em silica gel 60 F,s4 utilizando
o sistema CHCkL/MeOH 95:5 eluindo-se por duas vezes consecutivas. Os resultados

encontram-se sumarizados na Tabela 14.

Tabela 14 — Fracdes obtidas por CCDP de CDLC37

Caodigo Massa (mg)
CDLC40A 58
CDLC40B 4,2
CDLc40C 4,3

A fracdo CDLC40 era congtituida do oleanolato de 7’,8' -epoxiconiferila (DL 10) pura
As fragbes CDLC40B e CDLC40C foram desprezadas por apresentarem peguena massa e

sinais caracteristicos de compostos graxos nos espectros de RMN *H.



3.5.5 Estudo dafragdo CDLC51

O espectro de RMN 'H da fracdo CDLC51 (189,5 mg) apresentou sinais
caracteristicos de compostos aromaticos, e outros caracteristicos de terpenos. CC sob silica
gel 60 em sistema CHCL/ACOEt em grau crescente de polaridade forneceu 48 fragdes, que
foram reunidas posteriormente em 7 subfragdes através de CCDC reveladas com luz UV e
revelador de Liebermann-Burchard (Tabela 15).

Tabela 15 — FragOes obtidas por CC de CDLC51

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
CHCIs/AcOEt

CDLC51-14 1-14 7,8 8.2
CDLC51-20 15-20 10,1 8.2
CDLC51-25 21-25 38,5 8.2
CDLC51-33 26-33 22,2 73
CDLC51-41 34-41 7,6 73
CDLC51-42 42 14 11
CDLC51-48 43-48 8,9 Acetato

Estudos das fragdes reunidas por CCDC usando sistema eluente CHCk/MeOH (9:1)
seguido de revelagdo das cromatoplacas com Liebermann-Burchard e UV, bem como
anélise dos espectros de RMN *H mostraram que as substancias de interesse encontravam-
se nas fragbes CDLC51-25 e CDLC51-33. As demais fragcBes continham compostos de
natureza graxa. A fragdo CDLC51-25 (38,5 mg) foi submetida a CE em gel de Sephadex
LH-20 para promover a eliminacdo de parte da graxa. Posteriormente, as fraces CDLC51-
25 e CDLC51-33 foram submetidas separadamente a CCDP em placas de silica gel 60
utilizando CHClk/MeOH 95:5 (Tabelas 16 e 17). As fragOes obtidas em ambos os processos

foram comparadas e reunidas por CCDC no mesmo sistema (Tabela 18).




Tabela 16 — Fragdes obtidas por CCDP de CDLC51-25

Caodigo Massa (mg)
CDLC51-25A 12,7
CDLC51-25B 6,8
CDLC51-25C 3,6
CDLC51-25D 3.8
CDLC51-25E 2,0
CDLC51-25F 21

Tabela 17 — Fragdes obtidas por CCDP de CDLC51-33

Caodigo Massa (mg)
CDLC51-33A 91
CDLC51-33B 6,9
CDLC51-33C 3,8
CDLC51-33D 34
CDLC51-33E 4,2
CDLC51-33F 4.8
CDLC51-33G 4,0

Tabela 18 — Fragdes reunidas por CCDC de CDLC51-25 e CDLC51-33

Caodigo Massa (mg)
CDLC51-33A 21,8
CDLC51-33B 13,7
CDLC51-33C 7,4
CDLC51-33D 7,2
CDLC51-33E 6,2
CDLC51-33F 6,9
CDLC51-33G 4,0




A fracdo CDLC51-25A era constituida do écido cafeil oleandlico (DL11), a fragdo
CDLC51-25B era constituida do &cido ferulil oleandlico (DL 12) e a fragdo CDLC51-25D
era congtituida de DL 13. Andlise por RMN das demais fragGes indicou que as mesmas

eram compostas de substancias de caréter graxo.

3.5.6 Estudo dafracdo CDLC88

A fragdo CDLCB88 (146,7 mg) foi submetida a CC sob silica gel 60 usando como
sistema eluente misturas CHCk/MeOH em grau crescente de polaridade. Sendo assim,

foram coletadas 47 fragdes, posteriormente reunidas em 7 novas subfragdes por CCDC
(Tabela 19).

Tabela 19 — Fragdes obtidas por CC de CDLCS88

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
CHCl3/MeOH
CDLC88-9 1-9 69,0 95:5
CDLC88-11 10-11 6,9 91
CDLC88-13 12-13 10,0 91
CDLC88-20 14-20 11,5 a1
CDLC88-33 21-33 8,9 8.2
CDLC88-42 34-42 - 73
CDLC88-47 43-47 - MeOH

Andlise dos dados de RMN demonstrou que as fracdes CDLC88-9, CDLC88-11 e
CDLC88-13 eram congtituidas de substancias de natureza graxa, enquanto CDL C88-20 era
congtituida da substéncia DL 14 pura. As outras subfracfes tratavam-se de impurezas.

Dessa forma, foram obtidos desse extrato 3,0 mg de vanilina OL6), 3,3 mg do
vanilato de metila (DL7), 6,8 mg do acido betulinico (DL8), 8,4 mg do &cido oleandlico
(DL9), 5,8 mg do oleanolato de 7,8 -epoxiconiferila OL10), 21,8 mg do acido cafell
oleandlico (DL 11), 13,7 mg do &cido ferulil oleandlico(DL 12), 7,2 mg de DL 13 e 11,5 mg
de DL 14.



3.6 Purificacdo do extrato acetato de etila das folhas

O extrato FDLA (6,9 g) foi submetido a CC sob silica gel 60 usando como sistema
eluente misturas de AcCOEt/MeOH em ordem crescente de polaridade, resultando em 144
fragbes de 10 mL, posteriormente reunidas em 13 fragOes apds andlise destas através de
CCDC reveladas com Liebermann-Burchard e UV (Tabela 20).

Tabela 20 — Fracdes obtidas da CC principal do extrato AcOEt das folhas

Codigo FracOesreunidas| Massa(mg) Sistema Substancias | soladas
AcOEt/MeOH

FDLAG 1-6 184,2 1.0 N&o trabal hada
FDLA11 7-11 596,5 1.0 DL15,DL16eDL17
FDLA15 12-15 236,0 1.0 N&o trabal hada
FDLAZ20 16-20 184,2 1.0 N&o trabalhada
FDLA30 21-30 2144 1.0 N&o trabalhada
FDLAS4 31-54 91,9 91 N&o trabalhada
FDLAS7 55-57 137,7 91 N&o trabalhada
FDLAG7 58-67 549,2 91e82 DL16,DL18,DL19e

DL20

FDLA78 68-78 535,7 82 DL16,DL18eDL19
FDLAS8O 79-80 43,6 82 N&o trabal hada
FDLA102 81-102 180,9 73 N&o trabal hada
FDLA117 103-117 1244 11 N&o trabalhada
FDLA144 118-144 153,5 01 N&o trabalhada




3.6.1 Estudo dafracdo FDLA11

A purificacgo da fragcdo FDLA11 (596,5 mg) foi realizada através de CC em silica
gel 60 utilizando a mistura CHCk/Acetona como eluente em ordem crescente de
polaridade. Desta CC foram coletadas 54 fragdes de 10 mL que foram reunidas em 15
novas subfracdes através de CCDC revelada por UV, e em alguns casos por revelador
quimico de Liebermann-Burchard (Tabela 21).

Tabela 21 — FragOes obtidas da CC de FDLA11

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
CHCls/Aceton/MeOH
FDLA11-2 1-2 9,3 7:3.0
FDLA11-4 3-4 30,1 7:3.0
FDLA11-8 5-8 7,5 7:3.0
FDLA11-9 9 59,2 1:1:0
FDLA11-11 10-11 124,77 1:1:0
FDLA11-14 12-14 14,1 1:1:0
FDLA11-16 15-16 62,4 4:6:0
FDLA11-19 17-19 57,4 4:6:0
FDLA11-21 20-21 4.8 0:1:0
FDLA11-24 22-24 43,0 0:1:0
FDLA11-29 25-29 29,6 0:9:1
FDLA11-32 30-32 43,0 0:9:1
FDLA11-36 33-36 21,2 0:8:2
FDLA11-39 37-39 24,8 0:8:2
FDLA11-53 40-53 58,6 0:0:1

Assim, a partir dos espectros de RMN uni e bidimensionais, além de FABMS foi
possivel observar que FDLA11-9 era composta das substéncias DL15 e DL 16 e, que as
fragbes FDLA11-16 e FDLA11-24 eram constituidas das substancias DL16 e DL 17,

enquanto que a fragdo FDLA11-11 compreendia a mistura das trés substéncias. CE em gel




de Sephadex LH-20 de FDLA11-9 e FDLA11-19 utilizando DCM/MeOH 4:6 como eluente
(Tabelas 22 e 23) possibilitou a obtencéo das substéncias (-)-epicatequina (DL 15) (22,6
mg) e epi gallocatequina-(2b® 7, 4b® 8)-epicatequina (DL 17) (24,6 mg) puras.

Tabela 22 — Fragdes obtidas por CE em gel de Sephadex LH-20 de FDLA11-9

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
DCM/MeOH
FDLA11-9-1 1 4.6
FDLA11-9-4 2-4 4.6
FDLA11-9-6 5-6 22,6 4.6

Tabela 23 — Fragdes obtidas por CE em gel de Sephadex LH-20 de FDLA11-19

Caodigo FracOes reunidas Massa (mg) Sistema
DCM/MeOH
FDLA11-19-1 1 3,2 4.6
FDLA11-19-4 2-4 9,5 4.6
FDLA11-19-6 5-6 24,6 4.6

3.6.2 Estudo dafracdo FDLAG7

A fracdo FDLAG67 (549,2 mg), por ser bastante polar, foi submetida a CC sob
poliamida 6, usando como sistema eluente misturas HO/MeOH em grau decrescente de
polaridade (Tabela 24). As fracBes foram recolhidas por polaridade (100 mL cada). O
MeOH foi eliminado em evaporador rotatério, seguido de extracdes com AcOEt. Assim

foram obtidas 6 fracOes.




Tabela 24 — Fragdes obtidas da CC em poliamida de FDLA67

Caodigo Massa (mg) Sistema
H,O/MeOH
FDLAG7-1 87,1 6:4
FDLAG7-2 133,5 64
FDLAG7-3 22,7 11
FDLAG7-4 94 4:6
FDLAG/-5 8,2 3.7
FDLAG7-6 8.1 2:8

A andlise das fragBes foi realizada através dos espectros de RMN de 'H e 13C. A
fracBo FDLAG7-3 era constituida da 3'-b-D-glicopiranosideo luteolina (DL 18) pura. A

fracdo FDLAG67-2 demonstrou ser mistura de substancias e foi submetida a CE em coluna
de gel de Sephadex LH-20 usando como eluente CHCk/MeOH 1.4, tendo sido recolhidas 7
fragbes (Tabela 25). A fragcdo FDLAG67-1 mistura das substancias DL19 e DL 16, foi
redissolvida em MeOH a fase solivel manteve a mistura, mas a fase insolivel era

congtituida do 7-b-D-glicopiranosideo crisoeriol (DL 19) na forma pura.

Tabela 25 — FragOes obtidas por CE em sephadex LH-20 de FDLAG7-2

Caodigo Massa (mg) Sistema
CHCls/MeOH
FDLAG7-2-1 - 2:8
FDLAG7-2-2 8.4 2:8
FDLAG7-2-3 31,6 2:8
FDLAG7-2-4 79,0 2:8
FDLAG7-2-5 5,2 2:8
FDLAG7-2-6 - 2:8
FDLAG7-2-7 - 2:8




Nas fracOes obtidas da coluna de Sephadex obteve-se 0 seguinte resultado: as
fracbes FDLAG67-2-1, FDLAG67-2-6 e FDLAG7-2-7 foram desprezadas devido a pequena
massa. FDLAG67-2-2 era constituida do 7-b-D-glicopiranosideo crisoeriol (DL19). A fracéo
FDLAG67-2-3 era congtituida de 7-b-D-glicopiranosideo crisoeriol (DL19) e DL 16, a fracdo
FDLAG7-2-4 era também constituida de 7-b-D-glicopiranosideo crisoeriol OL19) e 3'-b-
D-glicopiranosideo luteolina (DL 18) e a fragcdo FDLAG60-2-5 era congtituida de 3'-b-D-

glicopiranosideo luteolina (DL 18) pura.

3.6.3 Estudo da fragcdo FDLA78

A fracdo FDLA78 (535,7 mg) foi submetida a CC em poliamida 6 sSistema
H,O/MeOH em grau decrescente de polaridade, utilizando 200 mL de cada mistura de
solventes e coletando tudo em baldes de 500 mL. O metanol foi eliminado em evaporador
rotatério, e a fase aguosa restante extraida 3 vezes com porces de 100 mL de AcOEt
(Tabela 26).

Tabela 26 — Fragdes obtidas por CC em poliamida 6 de FDLA78

Caodigo Massa (mg) Sistema
H,O/MeOH
FDLA78-1 54,7 1.0
FDLA78-2 32,1 91
FDLA78-3 233 82
FDLA78-4 54,6 73
FDLA78-5 101,2 64
FDLA78-6 79,1 11
FDLA78-7 49,2 4:6

As fracbes FDLA78-7 e FDLA78-6 eram formadas por 3'-b-D-glicopiranosideo
luteolina (DL 18) pura, e foram reunidas com o nome FDLA78-6 (128,3 mg). Andlise por
CCDC das fragdes FDLA78-4 e FDLA78-5 com as substancias isoladas em sistema eluente
ACcOEt/MeOH 8:2 mostrou a presengade DL18 e DL 19. A fragdo FDLA78-3 e FDLA78-2



por comparacdo apresentavam-se idénticas e com a presenca de duas substancias. Foram
entdo reunidas com o nome FDLA78-2 (55,4mg) e submetidas a CCDP em silica gel 60

mesmo sistema, onde foram recolhidas 4 fracbes (Tabela 27).

Tabela 27 — Fragdes obtidas por CCDP de FDLA78-2

Caodigo Massa (mg)
FDLA78-2A 3,3
FDLA78-2B 13,9
FDLA78-2C 19,8
FDLA78-2D 16,6

A fracdo FDLAT78-2C era congtituida de 2-metil-2,4-pentanodiol (DL 16) enquanto
que FDLA78-2D era congtituida da mesma substancia em conjunto com substéancias de
natureza graxa. As fragoes FDLA78-2A e FDLA78-2B néo foram analisadas.

Assim, deste extrato foram obtidos 22,6 mg da (-)-epicatequina (DL 15), 19,8 mg do
2-metil-2,4-pentanodiol (DL6), 24,6 mg da epigallocatequina-(2b® 7, 4b® 8)-epicatequina
(DL17), 156,2 mg da 3'-b-D-glicopiranosideo luteolina (DL18) e 84 mg do 7-b-D-
glicopiranosideo crisoeriol (DL 19).



3.7. Metodologia dos testes

3.7.1 Teste de atividade microbiologica

Para avaliagdo antimicrobiana foi utilizada a metodologia da acéo de
esterases na hidrdlise do acetato de fluoresceina (Método FDA) desenvolvido por
Chand et al. (Chand, 1994). Foram testados 0s seguintes microorganismos:
Escherichia coli, Saphylococcus aureos, Pseudomonas aeruginosa e Candida

albicans.

3.7.2 Teste de atividade anti-oxidante

O teste de atividade anti-oxidante das substancias isoladas foi desenvolvido
avaliando-se a inibicdo da reacdo de auto-oxidacdo do b-caroteno @). A reacdo de
auto-oxidacdo foi provocada pela adicdo de um agente oxidante, o écido linoléico
(10), e acompanhada por espectrofotometria no visivel em | nax= 470 nm. A
atividade foi comparada com um anti-oxidante conhecido. Entre os anti-oxidantes
gue podem ser utilizados como referéncia estdo o propilgalato (L1), o acido tio-

barbitrico (BHT) (12) ou 0 a-tocoferol (13). Nesse trabalho a atividade obtida foi

comparada com o a-tocoferol e o propilgalato. A metodologia discutida a seguir foi
adaptada daquela descrita por Hidalgo et al. (Hidalgo, 1994)
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Metodologia:

1) Preparacdo do meio oxidante do b-caroteno

Tomou-se 2 mg do b-caroteno cristalino e dissolveu-se em 10 mL de CHCk
(0,2 mg/mL). Adicionou-se uma aliquota de 1 mL dessa solugdo a 20 mg de &cido
linoléco purificado e 200 mg de emulsificador Tween 40 em bal& com boca de
vidro esmerilhado. O CHCk foi entdo removido em evaporador rotatorio, e entéo
adicionados 50 mL de &gua destilada sob agitacdo rigorosa.

2) Preparacéo da solucdo de anti-oxidante

Foram preparadas solucdes de 1 mg/mL em EtOH tanto dos anti-oxidantes
conhecidos quanto as substancias puras a serem testadas.



3) Procedimento

Uma aliquota de 5 mL do meio oxidante foi adicionada a cada tubo de
espectrofotdmetro contento 0,2 mL do padréo ou da amostra a ser testada. Os tubos

foram fechados, foi feito uma leitura de cada e foram colocados em banho de HO a

50°C . Asleituras foram realizadas a 470 nm de 10 em 10 min até completar-se 1h.
4) Branco
O branco foi preparado com 5 mL da solugcdo oxidante e 0,2 mL de EtOH

99,5% e tratado da mesma maneira que as amostras. O branco do aparelho foi o

préprio etanol.

5) Céculo da Atividade Antioxidante (AA)

A AA foi avaiada pelo efeito do aditivo em relagcdo ao branco seguindo a
formula abaixo.

AA=100] 1- (Ao —A) / (A —AL) ]

Ao= Absorbanciainicial da amostra
A= Absorbanciafinal da amostra
A= Absorbanciainicial do branco

A:°= Absorbancia final do branco



4. Substancias | soladas de Dioclea lasophylla

4.1. Extrato hexanico

Lupeol (DL2)

HO

Acido acetil oleandlico (DL 3) b-Sitosterol (DL4)

HO

Estigmasterol (DL 5)



4.2. Extrato cloroférmico

CHO COOCH;3
OMe OMe
OH OH
Vanilina (DL 6) Vanilato de metila (DL 7)

Acido oleandlico (DL9)

HO
OH

Oleanolato de 7’,8' -epoxiconiferila (DL 10) Acido cafeil oleandlico (DL 11)

HO
OCH3

Acido ferulil oleandlico (DL 12)



4.3. Extrato acetato de etila

OH
OH

HO

""OH
OH

(-)-Epicatequina (DL 15)

OH OH

2-Méetil-2,4-pentanodiol (DL 16)

OH

HO,

3'-b-D-glicopiranosideo Luteolina (DL 18)

HO

OH H

7-b-D-glicopiranosideo Crisoeriol (DL 19)



5. Dados Fisicos e Espectroscopicos das Substancias | soladas

DL1 — Lupenona ou Lupeona
20(29)-Lupen-3-ona
Cristais brancos, PF= 115-117°C, CzHss0, MM= 424
RMN H: d 4,69 (d, J=2,1, 1H), d 4,57 (d, J=2,1, 1H), d 1,68 (s, 3H), d 1,07
(s, 6H), d 1,02 (s, 3H), d 0,95 (s, 3H), d 0,93 (s, 3H), d 0,79 (s, 3H)
RMN 13C: Tabela 28, p. 52
EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 424 (28), 410 (5), 313 (29)
245 (27), 233 (5,7), 232 (17), 219 (15), 218 (34), 217 (15), 206 (30), 205
(100), 204 (30), 203 (34), 191 (17), 190 (12), 189 (40), 175 (21), 161 (22),
149 (27), 135 (26), 123 (27), 109 (36)

DL2 — Lupeol
20(29)-L upen-3b-al
Cristais brancos, PF= 134-136°C, CzH500, MM= 426
RMN *H: d 4,69 d, J=2,1, 1H), d 4,57 (d, J=2,1, 1H); d 3,20 (dd, 1H), d
1,68 (s, 3H), d 1,03 (s, 3H), d 0,97 (s, 3H), d 0,95 (s, 3H), d 0,83 (s, 3H), d
0,79 (s,3H),d 0,76 (s, 3H)
RMN 13C: Tabela 28, p. 52
EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 426 (33), 411 (15), 315 (17),
257 (15), 234 (18), 218 (95), 207 (92), 203 (63), 189 (100), 175 (38), 161
(37), 147 (38), 135 (64), 121 (50), 109 (46)

DL 3 — Acido acetil oleandlico
Acido 3-b-acetil-12-ol eanen-28-6ico
Cristais brancos, PF= 186-188 °C, CzH5004, MM= 498
RMN 1H: d 5,27 (¢, J= 3,2, 1H), d 4,5 (¢, J= 7,8, 1H), d 2,82 (dd, J= 3,96 e
12,75, 1H), d 2,06 (s, 3H), d 1,13 (s, 3H), d 0,94 (s, 3H), d 0,93 (s, 3H), d
0,91 (s, 3H), d 0,87 (s, 3H), d 0,86 (s, 3H), d 0,76 (5, 3H)



RMN 13C: Tabela 29, p. 78

EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]" 498 (8), 442 (14), 396 (19),
368 (24), 248 (100), 203 (91), 189 (38), 175 (20)

IV n B (cmit) 1 2930, 1733, 1694, 1464, 1366, 1028, 1248, 758

DL4 - b- Sitosterol
Estigmast-5-en-3-b-ol
Cristais brancos, CogHspO, MM= 414
RMN 13C: Tabela 30, p.81
EMIE (70 ev) m/z (intensidade relativa): [M]* 414 (100)

DL5 — Estigmasterol
Estigmast-5, 22-dien-3-b-ol
Cristais brancos, C29H4s0, MM= 412
RMN 13C: Tabela 30, p. 81
EMIE (70 eV) mV/z (intensidade relativa): [M]" 412 (48)

DL 6 — Vanilina ou vanilaldeido ou aldeido vanilico
4-Hidroxi-3-metoxibenzaldeido
Sdlido amorfo de odor adocicado agradavel, CgHgO3, MM= 152
RMN *H: d 9,84 (s, 1H), d 7,44 (dd, J= 8,55 e 1,77, 1H), d 7,42 (d, = 1,77,
1H), d 7,05 (d, J= 8,55, 1H), d 6,20 (s, 1H), d 3,98 (s, 3H)
EMIE (70 V) m/z (intensidade relativa): [M]* 152 (86), 151 (100), 137 (4),
123 (16), 109 (27), 81 (34)

DL7 — Vanilato de metila
4-Hidroxi-3-metoxibenzoato de metila
Solido amorfo de odor agradavel, CoH1004, MM= 182
RMN H: d 7,64 (dd, J= 8,31 e 1,83, 1H), d 7,56 (d, J= 1,83, 1H), d 6,95 (d,
J=8,31, 1H), d 6,00 (s, 1H), d 3,96 (s, 3H), d 3,89 (s, 3H)



EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 182 (44), 167 (7), 151 (100),
139 (4), 123 (17), 108 (11), 80 (6)

DL 8 — Acido betulinico
Acido 3-b-Hidroxi-20(29)-lupen-28-6ico
Sdlido amorfo, CzoH4g03, MM= 456
RMN *H: d 4,74 (1H), d 4,61 (1H), d 3,20 (dd, 1H), d 1,69 (s, 3H), d 0,97 (s
3H), d 0,95 (s, 3H), d 0,88 (s, 3H), d 0,82 (s, 3H), d 0,76 (s, 3H)
RMN 13C: Tabela 28, p. 52
EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 456 (13), 248 (44), 219 (20),
207 (50), 203 (38), 190 (38), 189 (100), 175 (39), 135 (44), 119 (42), 107
(43)

DL9 — Acido oleandlico
Acido 3-b-Hidroxi-12-oleanen-28-6ico
S6lido amorfo branco, CzoHss0s, MM= 456
RMN H: d 5,28 (t, 1H), d 3,22 (¢, J= 5,2, 1H), d 2,82 (dd, J= 4,23 e 13,89,
1H), d 1,14 (s, 3H), d 0,98 (s, 3H), d 0,93 (s, 3H), d 0,91 (s, 3H), d 0,90 (s,
3H),d 0,78 (s, 3H), d 0,76 (s, 3H)
RMN 13C: Tabela 29, p. 78
EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 456 (2), 300 (2), 249 (22),
248 (100), 207 (25), 203 (71), 189 (16), 133 (21)

DL 10- Oleanolato de 7', 8 -epoxiconiferila
3-b-hidroxi-12-oleanen-28-ato de 4’ -hidroxi-3'-metoxi -7’ ,8' epoxicinamoila
S6lido amorfo branco, C4oHssOs, MM = 634
RMN H: d 6,88 (d, J=2,01, 1H), d 6,86 (d, J= 8,14, 1H), d 6,80 (dd, J=2,01
e8,14, 1H), d 5,26 (t, J= 3,72, 1H), d 4,71 (d, = 4,32, 1H), d 4,23 (dd, k=
9,1 e4,32, 1H), d 3,89 (s, 3H), d 3,86 (dd, = 9,1, 2H), d 3,2 (dd, = 114,



1H), d 3,08 (s largo, 1H), d 1,13 (s, 3H), d 0,96 (s, 3H), d 0,91 (s, 3H), d
0,88 (s, 3H), d 0,84 (s, 3H), d 0,79 (s, 3H), d 0,72 (s, 3H)

RMN 13C: Tabela 29, p. 78

HMBC: Figura 27, p. 67

EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): 512 (7), 456 (8), 426 (1), 303 (17),
262 (25), 257 (15), 248 (100), 208 (13), 207 (48), 203 (89), 189 (39), 175
(32), 133 (43), 119 (31), 105 (28)

DL 11 — Acido cafeil oleandlico
Acido 3-b-(3,4-diiidroxicinamoil)-12-ol eanen-28-6ico
Solido amorfo, CzgHs406, MM = 618
RMN *H: d 7,53 (d, 315,78, 1H), d 6,25 d, J= 15,78, 1H), d 7,04 (d, =
1,89, 1H), d 6,94 (dd, J= 1,89 € 8,28, 1H), d 6,78 (d, J= 8,28, 1H), d 5,25 (t,
J= 3,30, 1H), d 4,56 (dd, J= 11,5 € 4,9, 1H), d 2,85 (dd, J= 11,76, 1H), d 1,28
(s, 3H), d 1,18 (s, 3H), d 1,00 (s, 3H), d 0,96 (s, 3H), d 0,94 (s, 3H), d 0,91
(s,3H),d 0,83 (s, 3H)
RMN 13C: Tabela 29, p. 78
HETCOR *H-3C J=9Hz: Figuras 32 e 33, p. 73
EMIE (70 V) m/z (intensidade relativa): 279 (9), 167 (22), 149 (95), 111
(29), 97 (44), 83 (47), 71 (65), 57 (100)
EMIE (10 eV) m/z (intensidade relativa): 574 (4), 438 (14), 423 (3), 495
(15), 494 (14), 392 (4), 371 (3), 369 (4), 351 (10), 248 (100), 204 (17), 191
(47), 190 (47), 180 (18), 163 (33), 136 (11)

DL 12 — Acido ferulil oleandlico
Acido 3-b-(3-metoxi,4-hidroxicinamoil)-12-ol eanen-28-6ico
Sélido amorfo, CaoHs606, MM= 632
RMN *H: d 7,54 (d, >=15,81, 1H), d 6,30 d, = 15,81, 1H), d 7,17 (d, =
1,95, 1H), d 7,03 (dd, J= 1,95 e 8,19, 1H), d 6,87 (d, J= 8,19, 1H), d 5,25 {t,
J=3,30, 1H), d 4,58 (dd, J= 10,7 5,1, 1H), d 3,91 (s, 3H), d 1,20 (s, 3H), d



1,00 (s, 3H), d 0,96 (s, 3H), d 0,94 (s, 3H), d 0,92 (s, 3H), d 0,90 (s, 3H), d
0,83 (s, 3H)
RMN 13C: Tabela 29, p. 78

DL 15 — (-)-Epicatequina
3, 3,4, 5, 7-pentahidroxiflavana
Cristais amarelos, PF= 242-245 °C, C15H140s, MM= 290
RMN *: Tabela31, p. 91
RMN 13C: Tabela 31, p. 91
HOMOCOSY *H-'H: Tabela31, p. 91
HETCOR H!-3C: Tabela31, p.91
HETCOR H!-C J= 9 Hz: Tabela 31, p. 91
HETCOR H!-C J= 11 Hz: Tabela31, p. 91
FAB positivo m/z (intensidade relativa): [M+H]" 291 (100), 287 (33), 207
(31), 152 (24), 139 (91), 123 (31), 115 (71)
EMIE (10 eV) m/z (intensidade relativa): [M]* 290 (100), 285 (20), 272 (8),
167 (1), 152 (13), 139 (39), 124 (24)
[a]o =-16°

DL 16 — 2-metil-2,4-pentanodiol
Liquido amarelado, CsH140,, MM= 118
RMN *H (300 MHz; CD;OD): H1d 1,26 (s, 3H), H3ad 1,60 (dd, J= 14,46 e
9,03, 1H), H3b d 1,52 (dd, J= 14,46 e 3,48, 1H), H4 d 4,10 (m, 1H), H5 d
1,16 (d, J= 6,27, 3H), H6 d 1,21 (s, 3H)
RMN 3C (75 MHz; CDsOD): C1 d 30,73 (CHs), C2d 71,93 (C), C3 d 51,03
(CH,), C4d 66,37 (CH), C5 d 24,79 (CHs), C6 d 28,81 (CHs)

DL 17 — Epiga ocatequina-(2b® 7, 4b® 8)-epicatequina
Cristais marrons, PF= 223-225 °C, C3oH24013, MM= 592
RMN !H: Tabela 33, p. 115
RMN 3C: Tabela 33, p. 115



HOMOCOSY H-'H: Figura 77, p. 116

HETCOR H-C: Tabela 33, p. 115

HETCOR H'-C J= 9Hz: Tabela 33, p. 115, Figura 77, p. 116

HETCOR H!-C J 11Hz: Tabela 33, p. 115, Figura 77, p. 116

“nOe diff”: Figura 77, p. 116

FAB positivo n/z (intensidade relativa): [M+H] 593 (5), 441 (4), 303 (10),
287 (8), 277 (8), 207 (31), 149 (9), 115 (100)

UV | MeoH . nm (log e): 210 (5,16), 225 (5,10), 277 (3,98)

DC: [F ]211 —79573, [F ] 227 +119573

Andlise Elementar: C, 54,1%; H, 5,0%. GoH24013.4H,0 requer C, 54,2%;
H, 4,8%

DL 18 —3'-b-D-glicopiranosideo L uteolina
4’5, 7-trihidroxi-3'-O-b-D-glicopiranosideo-flavona
Cristais amarel os, PF= 203-205 °C, Cp1H2¢011, MM =448
RMN 'H: Tabela 32, p. 98
RMN 13C: Tabela 32, p. 98
EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): 394 (2), 342 (3), 311 (2), 300 (3),
286 (100), 269 (6), 258 (13), 229 (9), 153 (17)
EMIE (10 eV) m/z (intensidade relativa): 446 (3), 430 (17), 412 (16), 359
(4), 290 (6), 84 (100), 66 (25)
UV | MeOH . nm: 272, 278, 389
UV | MeOH+AICIE  nm: 280, 295, 346, 385
UV | MeOH + AlCi3+HCL . nm: 280, 295, 346, 385
Uy | MeoH+MeoNa  nm: 275, 330, 396
Uy | MeoH*NaGAe nm: 279, 326, 395

DL 19 —7-b-D-glicopiranosideo Crisoeriol
4’ 5-dihidroxi-3’ metoxi-7-O-b-D-glicopiranosideo-flavona

Cristais amarelos, PF= 171-173 °C, CxH22011, MM= 462



RMN 'H: Tabela 32, p. 98

RMN *3C: Tabela32, p. 98

EMIE (70 eV) m/z (intensidade relativa): [M]" 462 (2), 330 (5), 300 (100),
286 (7), 271 (6), 257 (9), 229 (11), 152 (16)

UV | MeOH . nm: 274, 278, 346

UV | MeOH*AICE  nm: 277, 296, 354, 389

UV | MeOH+AICIB+HC  nm: 277, 296, 354, 389

Uy | MeoH=MeoNa  nm: 274, 278, 418

UV | MeoH+NaOAe  nm: 280, 292, 398



| dentificacéo e Deter minagao Estrutural

6.1. Triterpenos de esgqueleto Lupano

Os triterpenos de esgqueleto lupano fazem parte de uma classe muito comum de
triterpenos, os pentaciclicos. Todos os triterpenos pertencentes a essa classe revelam
positivamente em reagente de Liberman-Burchard.

Os lupanos presentam alguns dados de RMN *H em comum destacando-se a
presenca de dois protons olefinicos em d 4,69 e d 4,57 como dubletos com constante
de acoplamento de prétons geminados (= 2,1 Hz) e a presenca de 7 metilas todas

como singleto sendo uma delas bem caracteristica, um singleto em d 1,68, ligada a

Csp?.

As caracteristicas do espectro de RMN 3C dessa classe de triterpeno sio os sinais
dos Csp* d 150,9 (carbono sp?’ nd hidrogenado) e um Csp® metilénico em
aproximadamente d 109,4, bastante caracteristicos da dupla ligacdo do lupano. A
metila ligada a Csp? com deslocamento em aproximadamente d 19,3 também é
caracteristica desse tipo de esqueleto (Mahato, 1994).

Outra caracteristica dos triterpenos em gera é a presenca de oxidacéo no C-3.

Este carbono quando apresenta uma hidroxila tem deslocamento em aproximadamente

d 78,9.



6.1.1. Identificacdo da Lupenona

Lupenona (DL 1)

A lupenona PL1) foi identificada principalmente através da andlise dos dados
obtidos dos espectros de massas (Figura 5 e pg. 37), RMN de *H (Figura 3) e **C (PND e
DEPT) (Figura 4, Tabela 28). Estes espectros apresentaram sinals caracteristicos de
esqueleto triterpénico da série lupano, além da presenca de um sinal em d 218,3 e auséncia
do sina do carbono oximetinico em C-3, que sugeriu presenca de uma carbonila nessa
posi¢cdo. Comparagao dos valores de deslocamento obtidos com a literatura (Roshan, 1980)

confirmou que a substéncia DL 1 tratava-se da L upenona.

FIGURA 3 — Espectro de RMN *H de DL 1 [300 MHz, CDCk, d (ppm)]



FIGURA 4 — Espectro de RMN 3C deDL 1 [75 MHz, CDCk, d (ppm)]
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FIGURA 5 — Espectro de Massas de DL 1



6.1.2. Identificacdo do Lupeol

Lupeol (DL2)

O lupeol OL2) foi identificado principalmente através da andlise dos dados de
massas (Figura 8 e pg. 37), RMN de *H (Figura 6) e 13C (PND e DEPT) (Figura 7, Tabela
28). Sinais caracteristicos de esgueleto triterpénico da série lupano, sina de préton ligado
a0 carbono oximetinico em d 3,20, e presenca de um sind em d 79,0 do carbono
oximetinico em C-3 indicaram a presenca de uma hidroxila em equatorial nessa posi¢éo, 0
gue sugeriu tratar-se do lupeol. Comparagéo dos valores de deslocamento obtidos com a

literatura (Mahato, 1994) confirmou que a substancia DL 2 tratava-se do Lupeol.

I e e e e L 0 e 2 e it e e A At 2 A

6 S 4 3 2 ‘ 0 PPY

FIGURA 6 — Espectro de RMN *H de DL 2 [300 MHz, CDCk, d (ppm)]



FIGURA 7 — Espectro de RMN 3C deDL2 [75 MHz, CDCk, d (ppm)]
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FIGURA 8 — Espectro de Massas de DL 2




6.1.3. Identificacgo do Acido Betulinico

Acido Betulinico (DL 8)

O &cido betulinico (DL8) foi identificado através da analise dos dados de massas
(Figura11 e pg. 39) e de RMN de H (Figura 9) e 13C (Figura 10). O espectro de RMN de
'H apresentou sinais caracteristicos do esqueleto do lupano, porém com uma metila a
menos (Dados fisicos, p. 39). O sind em d 3,20 dd foi atribuido ao préton oximetinico em
axial ligado ao carbono 3.

O espectro de RMN de 3C apresentou 30 sinais predominantes confirmando a
presenca de 30 atomos de carbono (Tabela 28). O sina em d 182,4 foi atribuido a carbonila
do &cido na posicdo 28, devido a auséncia de uma metila em aproximadamente d 18,0. O
sina em d 79,0 (CH) deveu-se ao carbono oximetinico em 3 confirmando que a hidroxila
encontrava-se em equatorial. Comparacéo dos valores de deslocamento obtidos com a

literatura (Mahato, 1994) confirmou que a substancia DL 8 tratava-se do &cido betulinico.
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FIGURA 9 — Espectro de RMN *H de DL 8 [300 MHz, CDCk, d (ppm)]
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FIGURA 10 — Espectro de RMN *3C deDL 8 [75 MHz, CDCk, d (ppm)]
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Tabela 28 — Dados de RMN de **C  dos triterpenos de esqueleto do lupano [75 MHz,
CDCls, d(ppm)]

C DL1 DL2 DL8

1 39,6 CH, 38,7 CHy 38,7 CH;
2 34,2 CH, 27,4 CH 27,4 CH,
3 218,3C 79,0 CH 79,0 CH
4 47,3C 38,8C 389C
5 54,9 CH 55,3 CH 55,3 CH
6 19,7 CH, 18,3 CH; 18,3 CH>
7 33,6 CH> 34,3 CHy 34,3 CH»
8 40,8 C 40,8 C 40,7C
9 49,8 CH 50,4 CH 50,5 CH
10 36,9C 37,2C 37,2C
11 21,5 CH, 20,9 CH, 20,9 CH,
12 25,1 CH, 25,2 CH; 25,5 CH,
13 38,2 CH 38,1 CH 38,4 CH
14 429 C 42,8 C 42,4 C
15 27,4 CHy 27,4 CHy 30,6 CH>
16 35,5 CHy 35,6 CH» 32,2 CH;
17 43,0C 43,0C 56,6 C
18 48,2 CH 48,3 CH 46,9 CH
19 47,9 CH 47,9 CH 49,3 CH
20 150,9C 150,9 C 150,4C
21 31,9 CH, 29,8 CH, 29,4 CH,
22 40,0 CH, 40,0 CH, 37,0 CH;
23 26,6 CH3 28,0 CH3 28,0 CH3
24 21,0 CH3 15,4 CHs 15,3 CHs
25 16,0 CHs 16,1 CHs 16,0 CH3
26 15,8 CHs 16,0 CHs 16,1 CHs
27 14,5 CHs 14,5 CHs 14,7 CH3
28 18,0 CHs 18,0 CHs 182,4 C
29 109,4 CH, 109,3 CH; 109,7 CH,
30 19,3 CHs 19,3 CHs 19,4 CH3

" As multiplicidades foram obtidas por DEPT 135° e DEPT 90°



6.2. Triterpenos de esqueleto do Oleanano

Os triterpenos de esqueleto do oleanano também fazem parte da mesma classe de
triterpenos que os de esqueleto lupano, os pentaciclicos. Como todos os triterpenos eles
revelam positivamente em reagente de Liberman-Burchard.

Apresentam alguns dados de RMN de *H em comum destacando-se um sinal em d
5,27 como um tripleto com J de aproximadamente 3,2 Hz, pertencente ao proton olefinico
na posicdo 12, o qual acopla com os dois prétons metilénicos vizinhos. Além disso
apresentam 8 singletos referentes as metilas nafaixad 0,5 a 1,5 ppm.

O espectro de RMN de 13C também apresenta sinais caracteristicos tais como 0s
sinais referentes a ligacgo duplaem D', d 143,6 e 122,5, sendo o primeiro ndo hidrogenado
e 0 segundo um Gsp?-H. Além disso presenca de 8 metilas que podem ser identificadas
através da andlise conjunta dos espectros de DEPT 90°, 135° e PND. Assim como 0s
lupanos apresentam oxigenacdo no C-3, sendo gue este carbono oximetinico ocorre entre d
78-81 ppm (Mahato, 1994).

Todos os triterpenos com esse esqueleto isolados de D. lasiophylla sdo acidos ou
derivados de &cidos. Essa caracteristica pode ser determinada através da auséncia da CHs-
28 no espectro de RMN de *C (d 28,1) quando comparado com a b-amirina (Mahato,

1994), bem como um sinal referente a carbonila naregido d 174-185 ppm.



6.2.1. Identificacdio do Acido acetil oleandlico

Acido acetil oleandlico (DL3)

A substancia DL 3 apresentou sinais caracteristicos do esqueleto oleanano (Dados
fisicos, p. 37). Andlise do espectros de RMN de *H (Figura 12) apresentou um sina em d
4,50 (t, = 7,8, 1H) pertencente ao proton oximetinico na posi¢cao 3, porém em campo mais
baixo que o esperado, sugerindo que o triterpeno estivesse esterificado. Em d 2,06 tem-se
um singleto integrado para 3H caracteristico de metila do grupo acetil, 0 que sugeriu que o
composto deveria encontrar-se acetilado nesta posi ¢&o.

Andlise do espectro de RMN de »*C (Figura 13) apresentou sinais correspondentes a
32 carbonos (Tabela 29). Os espectros de DEPT 135° e DEPT 90° demonstraram tratarem-
se de 8 carbonos metilicos, 10 carbonos metilénicos, 5 carbonos metinicos e 9 carbonos néo
hidrogenados. Notaram-se 0s sinais caracteristicos do esqueleto oleanano, além dos sinais
emd 1711 e d 21,3 referentes a0 grupo acetoxila e em d 81,0 pertencente ao carbono
oximetinico também deslocado para campo mais baixo que esperado. Esses dois sinais
confirmaram a esterificacdo na posicdo 3-b. Comparacéo dos valores de deslocamento com
dados da literatura para o &cido oleandico (Mahato, 1994) sugeriram que DL 3 tratava-se do
acido acetil oleandlico. Porém, comparacdo dos deslocamentos da carbonila do acido
oleandlico e DL3 indicou peguena diferenca (D= 3,9 ppm), provavelmente devido a
diferenca entre os solventes utilizados no registro dos espectros. Mesmo assim, a partir do
acido oleandlico isolado de outra fonte vegetal, e anteriormente identificado, foi realizada a
sintese parcial deste composto através de acetilagdo. Do derivado acetilado foram
registrados os espectros de RMN de *H e 1*C, além dos experimentos de DEPT 135° e 90°,



confirmando a semelhanca os val ores de deslocamento entre DL 3 e o derivado acetilado do
&cido oleandlico.

O espectro de Infra Vermelho de DL3 (Figura 14) confirmou a presenca do grupo
&cido através de banda larga em 2930 cm?®, adém de confirmar a presenca das duas
carbonilas uma de &cido e outra de éster pelos estiramentos de C=0 em 1733 crmit e 1694

cmt.

O &cido acetil oleandlico apesar de ter sido isolado pela primeira vez de Gymnema
alternifolium (Lai, 1994) , sendo posteriormente isolada na familia Leguminosae de Vigna

unguiculata (Noorwala, 1995), ainda ndo havia sido detectado na subfamilia
Papilionoideae.

FIGURA 12 — Espectro de RMN *H de DL 3 [300 MHz, CDCk, d (ppm)]
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FIGURA 13 — Espectro de RMN *3C deDL 3 [75 MHz, CDCk, d (ppm)]

Condition
upper 100.00 lower 0.00 depth 2.00

Peak tanle

1: 2930.23( 0.3) 2: 2656.30( 46.7) I 1733.25( 1.9 4: 41694.67( 0.8)
5: 1464.15{( 14.4) 6: 1366.73( 11.4) 7: 1248.10( 1.2 8: 1245.30( 20.4)
9: 1189.26( 38.7) 10:  1485.45( 40.6) 11: 1148B.75( 38.5) 12: 41096.67 ( 50.5)
13: 1028.18{ 14.4) 14: 1008.89( 24.7) i5; 985.74( 26.28) 16: 970.31( 34.1)
17: 89541.02( 42.0) 18; 901.83( 53.8) 19: 827.56( 63.0) 20: 758.12( 1.4
21: 667.45( 47.4)} 22: 607.65( 54.8) 23 409.92( 0.7}

FIGURA 14 —Espectrode |V deDL3
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FIGURA 15 — Espectro de Massas de DL 3




6.2.2. Identificagdo do &cido oleandlico

Acido oleandlico (DL9)

A andlise do espectro de RMN de H (Figura 16) da substancia DL9 também
apresentou sinais caracteristicos do esqueleto do oleanano (Dados fisicos, p. 39).

A andlise do espectro de RMN de 3C (Figura 17) apresentou além dos sinais
caracteristicos de acidos graxos a presenca de 30 sinais (Tabela 29). A andlise dos espectros
DEPT 135° e DEPT 90° confirmou a presenca de 7 carbonos metilicos, 10 carbonos
metilénicos, 5 carbonos metinicos e 8 carbonos ndo hidrogenados. Além dos sinais
caracteristicos do esqueleto oleanano, a comparacdo dos valores de deslocamento com
dados da literatura (Mahato, 1994) e com padréo anteriormente isolado sugeriu que DL9
tratava-se do &acido oleandlico. O EMIE a 70 eV (Figura 18) reinterou a proposicao através

do ion molecular em m/z 456.
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FIGURA 16 — Espectro de RMN *H de DL 9 [300 MHz, CDCk, d (ppm)]
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6.2.3. Determinacdo estrutural do oleanolato de 7’,8 -epoxiconiferila

OCH;,
OH

Oleanolato de 7’,8' -epoxiconiferila (DL 10)

Como todos os terpenos isolados a substancia DL 10 revelou positivamente em
reagente de Liberman-Burchard, porém revelou também em UV indicando a presenca de
grupo cromdforo. Andlise do espectro de RMN de *H (Figuras 19 e 20) apresentou sinais
caracteristicos de esqueleto do oleanano. Foram também observados sinais em d 6,88 (d,
J2,0, 1H), d 6,86 (d, J= 8,1, 1H) e d 6,80 (dd, J=2,0 e 8,1, 1H) caracteristicos para um
sistema AMX , no caso, um anel aromatico tri-substituido. A andlise dos deslocamentos
quimicos e constantes de acoplamento do préton oxibenzilico H-7 em d 4,71 (d, = 4,3),
do préton oximetinico H-8'(d 4,23, dd, J= 9,1 e 4,3) e dos dois prétons oximetilénicos H-
9(d 3,86, dd, = 9,1) permitiu propor também uma cadeia aquilica trioxigenada. O
singleto caracteristico em d 3,89 integrando para 3 hidrogénios indicou presenca de um
grupo metoxilico ligado a carbono sp?. O duplo dubleto end 3,2 ( J= 11,4Hz) foi atribuido
ao préton oximetinico da posicdo 3 em axial, caracteristico dos triterpenos pentaciclicos. O
sinad em d 3,08 (I, 1H) foi atribuido a um préton da hidroxila ligada a C aromético.
Andlise do espectro de RMN de 13C (Figuras 21, 22, 23) revelou a presenca de 40 &omos
de carbono. Andlise conjunta com os espectros DEPT 135° (Figura 25) e DEPT 90° (Figura
24) indicou tratarem-se de 8 carbonos metilicos, um deles sendo uma metoxila (d 55,9), 11
carbonos metilénicos, 10 carbonos metinicos e 11 carbonos ndo hidrogenados. Dentre os
sinais de carbono tivemos agueles que sdo caracteristicos de triterpenos. Dois sinais em d

1436 (C) e 122,6 (CH), referentes a dupla no C-12, sdo caracteristicos de esgqueleto



oleanano. Estes dados sugeriram que DL 10 era formada por um triterpeno do tipo oleanano
ligado a um fenilpropandide. Considerando-se que o carbono oximetinico em d 79,0 se
refere ao C-3 do triterpeno os outros sinais na regido de d 70-86 ppm (Figura 23), bem
como os deslocamentos na regido dos carbonos arométicos deveriam ser 0s responsaveis
pela parte fenilpropanoidica. Comparacdo dos valores de deslocamento (Tabela 29) com os
descritos na literatura para o acido oleandlico e oleanolatos (Mahato, 1994) confirmou que
0 esqueleto triterpénico era derivado do acido oleandlico. No entanto os valores da C=0 do
acido encontravam-se ligeiramente protegidos ©d 1,3 ppm) quando comparados com o
acido oleandlico (Tabela 29). Desta comparacdo, verificou-se a presenca de um carbono
metinico adicional em d 54,2 (Figura 24). Este sinal foi atribuido a cadeia alquilica do
fenilpropandide, devido ao valor de deslocamento em campo relativamente alto para um
carbono oximetinico, este foi 0 primeiro indicio da presenca do grupo oxirano (Paulson,
1975). Os dados obtidos permitiram propor que a parte fenilpropanoidica de DL10 era
formada por um derivado do &cool coniferilico. Descartou-se a possibilidade de ser um
derivado do alcool 3-hidroxi-4-metoxi cinamico a partir de comparacdo dos dados de C-13
com o0s descritos na literatura para os derivados dos é&cidos ferdlico e iso-ferdlico
(Nkengfack, 1997), como também pelas correl agBes observadas no espectro HMBC .
Espectro de correlacdo bidimensional HMBC (Figura 27) permitiu confirmar as
proposicoes efetuadas anteriormente, bem como os deslocamentos quimicos dos carbonos
pertencentes a unidade fenilpropanoidica. Dentre as correlagbes mais importantes
observadas (Figura 26) verificou-se que os protons da metoxila (d 3,89) correlacionavam a
trés ligagdes com o carbono aromético em d 146,7 (C-3'). O H-6' em d 6,80 correlaciona o
carbono em d 145,2 (C-4'). Essas correlagbes foram conclusivas que o grupo metoxila se
encontra na posicéo 3. Correlacdo dos prétons H-2° e H-6© em d 6,88 e d 6,80 com
carbono oxibenzilico em d 85,9 (C-7), e a reciproca do préton H-8 em d 4,71 com 0s
carbonos C-2" em d 108,6 e C-6' em d 118,9 respectivamente confirmou a ligacéo do anel
aromatico ao carbono oxibenzilico. A localizacdo do oximetinico C-8 em d 54,2 e
metilénico C-9° em d 71,7 foi confirmada através das correlacbes a 2 e 3 ligacOes

observadas neste espectro (Figura 27). Infelizmente ndo foi observada a correlagdo dos



prétons H-9em d 3,86 com a carbonila em d 182,6 (C-28). A Figura 27 sumariza as
correlacfes observadas no grupo coniferil oxi.

OsEMIE deDL 10 a 70 eV (Figura 28) e a 10 eV ndo apresentaram o ion molecular
[M]" em m/z 634, no entanto, apresentaram um fragmento importante em m/z 512 referente
a perda do anel aromético. Esse fragmento além de ter confirmar o epoxido, confirmou o
resto da estrutura, ja que as correlagdes HMBC observadas foram conclusivas que o anel
aromatico estava ligado com o C-7'. O fragmento em m/z 456, confirmou a identificacdo do
acido oleandlico derivado do fenilpropandide (Figura 29). Outro fragmento importante na
elucidacdo estrutural de DL10 foi ion m/z 303 proveniente do Retro Diels Alder
(Ogunkoya, 1981) do fragmento [M-Guaiacila]®. Este fragmento corroborou a proposicio
que a unidade fenilpropanoidica encontravarse esterificada a carboxila C-28. Dessa
maneira, a estrutura de DL10 foi sugerida como sendo o oleanolato de 7',8'-

epoxiconiferila. Esse foi o primeiro relato dessa substéncia na literatura

FIGURA 19 — Espectro de RMN *H de DL 10 [300 MHz, CDCk, d (ppm)]
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FIGURA 21 — Espectro de RMN *3C deDL 10 [75 MHz, CDCk, d (ppm)]
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FIGURA 22 — Espectro de RMN *3C de DL 10 (Ampliaggo) [75 MHz, CDCk, d (ppm)]
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FIGURA 23 — Espectro de RMN *3C de DL 10 (Ampliago) [75 MHz, CDCk, d (ppm)]

FIGURA 24 — Espectro DEPT 90° de DL 10 [75 MHz, CDCk, d (ppm)]
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FIGURA 26 — Correlagdes alonga distancia 2J e *J obtidas por HMBC de DL 10
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6.2.4. Identificagdo do &cido cafeil oleandlico

HO
OH

Acido cafeil oleandlico (DL11)

A CCDC deDL11 em silicagel PF2s4 também revelou na radiacdo UV, indicando a
presenca de um grupo cromdforo. Andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 30)
apresentou além dos sinais caracteristicos do esgueleto oleanano dubletos em d 7,53 e d
6,25 sendo que, a constante de acoplamento (J= 15,8 Hz) destes era caracteristica de
ligagdo dupla trans conjugada a C=0. Os sinaisem d 7,04 (d, J= 1,9, 1H), d 6,94 (dd, J=
1,9,e8,3,1H) ed 6,78 (d, J= 8,3, 1H) foram atribuidos aos prétons do anel aromatico tri-
substituido num sistema tipo AMX. O duplo dubleto em d 4,56 (J= 11,5 e 4,9) pertence a
um préton oximetinico (H-3) em axial, deslocado para campo mais baixo do que os H-3 dos
oleananos em geral, 0 que sugeriu esterificagcdo nessa posi ¢ao.

O espectro de RMN de *C (Figura 31) apresentou sinais para 39 &omos de
carbono. Andlise conjunta com os espectros de DEPT 135° e DEPT 90° indicou a natureza
dos carbonos. Comparacéo dos valores de deslocamento (Tabela 29) com os descritos na
literatura para o0 écido oleandlico (Mahato, 1994) confirmou o esqueleto triterpénico.
Dentre os sinais de carbono, aém daqueles caracteristicos da classe dos oleananos,
destacou-se um sinal em d 169,2 (C-9') atribuido a carbonila de éster o qual encontrava-se
ligado, provavelmente, na posicdo 3 do triterpeno. Os sinais entre d 145,2-115,1 pertencem
aos carbonos sp’ do anel aromético e das ligacBes olefinicas do triterpeno e do
fenilpropandide. O sinal do carbono oximetinico em d 82,3 pertence ao carbono 3 e o fato

dele estar deslocado para campo mais baixo quando comparado com o acido oleandlico



(Tabela 29), confirmou que o mesmo encontrava-se esterificado. Deste modo, DL 11 foi
identificado como sendo o &cido cafeil oleandlico, o qua ja havia sido isolado de Betula
pubescens (Pan, 1994). Comparacdo direta com os dados descritos na literatura para
substancia confirmou a identificagéo.

Para atribuir inequivocamente alguns deslocamentos de carbono, foi registrado um
espectro HETCOR 'H-'3C (Figura 32) com correlacBes a longa distancia. Correlagdo do
proton H-7" em d 7,53 com os carbonosem d 169,2 (C-9'), d 122,9 (C-6'), d 115,1 (C-2') e
em a com o carbono em d 146,7 (C-7') (Figura 33) confirmou as atribuices desses
carbonos. O préton H-8 em d 6,25 por sua vez correlacionou com o C-1' em d 127,7
confirmando a atribuicéo para esse carbono. As correlagdes do proton H-2° em d 7,04 com
os carbonosem d 149,5 (C-4'), d 122,9 (C-6') ed 146,7 (C-7') eem a com o carbono em d
115,1 confirmaram as atribuicdes para esses carbonos (Figura 33). Esses dados
corroborados pelas correlacdes dos prétons H-6' em d 6,94 com C-4' eH-5 em d 6,78 com
C-1'e C-3 (Figura 33) confirmaram as atribuicdes para a unidade fenilpropanoidica.

Embora os EMIE a 70 eV e a 10 €V (Figura 34) ndo tenham detectado o ion

molecular [M]" em m/z 618, o fragmento nvz 574, formado pela perda de CO,, confirmou a
identificacéo de DL 1.



FIGURA 30 — Espectro de RMN *H de DL 11 [300 MHz, CDsOD, d (ppm)]
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FIGURA 31 — Espectro de RMN *3C de DL 11 [75 MHz, CD:0D, d (ppm)]
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FIGURA 33 — Correlagdes a longa distancia J obtidas por HETCOR de DL 11



luqmas Scan 972 {8.23 min). 10_CDGTE.D

11500
11000
10500
10000

9500

8500
8000
7500

7000

6000
190
5500
5000
4500
4000 ] 163
3500
3000
2500
204

2000
385

438

1500
138 151

|1 al

c-> 1307140 760 160 Fo 535 3ha 25 380 306 e o iy o

1000

500

FIGURA 34 — Espectro de Massasde DL 11 (10 eV)



6.2.5. Determinacéo estrutural do acido ferulil oleandlico

OCH;s

Acido ferulil oleandlico (DL 12)

Assim como DL 11, a substancia DL12 revelou positivamente em reagente de
Liberman-Burchard indicando a natureza triterpénica ou esterdidal e em UV sugerindo a
presenca de um grupo croméforo. Andlise do espectro de RMN de *H (Figuras 35, 36 e 37)
apresentou além dos sinais caracteristicos do oleanano (Dados fisicos, p. 40) dubletos em d
7,54 e d 6,30 com constante de acoplamento (J= 15,8) caracteristica da ligagdo dupla na
posicéo trans. Ossinaisemd 7,17 (d, J= 1,95, 1H), d 7,03 (dd, J= 1,95 e 8,19, 1H) e d 6,87
(d, J= 8,19, 1H) puderam ser atribuidas aos prétons do anel aromatico tri-substituido num
sistema AMX. O singleto em d 3,91 integrando para 3H é caracteristico para metoxila. O
sina em d 4,58 pertencente ao préton oximetinico (H-3) em axial, deslocado para campo
mais baixo que os H-3 dos oleananos em geral, e indicou que o esqueleto triterpénico
encontrava-se esterificado nessa posicéo.

O espectro de RMN de 3C (Figura 38) apresentou sinais para 40 &omos de carbono
e aandlise em conjunto com os espectros DEPT 135° e DEPT 90° indicou tratarem-se de 8
carbonos metilicos, 10 carbonos metilénicos, 10 carbonos metinicos e 12 carbonos nédo
hidrogenados. Dentre os sinais de carbono, além daqueles caracteristicos da classe dos
oleananos, destacou-se um sinal em d 167,2 atribuido a carbonila de éster, o qual
provavelmente encontrava-se ligado na posicdo 3 do triterpeno. O sinal do carbono
oximetinico em d 80,9 pertencia ao carbono 3 e o fato dele estar deslocado para campo

mais baixo (Dd= 1,8 ppm) guando comparado ao acido oleandlico (Tabela 29) indicou que



0 mesmo encontrava-se esterificado. Comparacdo dos demais valores de deslocamento
(Tabela 29) com a literatura para o acido oleandlico (Mahato, 1994) confirmou esse
esqueleto triterpénico. A posicdo do grupo metoxila em C-3' no grupo fenilpropanoidico
foi sugerida através da comparagdo dos dados com os descritos na literatura (Nkengfack,
1997). Dessa maneira DL 12 teve sua estrutura determinada como sendo o é&cido ferulil
oleanadlico.

Comparacéo dos dados de *C de DL12 com DL11 permitiu atribuir todos os
deslocamentos para esta substéncia, uma vez que os dados de DL11 haviam sido
anteriormente atribuidos com experimento bidimensional HETCOR. Esse foi o primeiro

registro dessa substancia na literatura.
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FIGURA 35 — Espectro de RMN *H de DL 12 [300 MHz, (CD3)>CO, d (ppm)]
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FIGURA 38 - Espectro de RMN 13C de DL 12 [75 MHz, (CDs),CO, d (ppm)]



Tabela29 — Dados de RMN *3C dos triterpenos de esqueleto do oleanano [75 MHz, CDCE,

d(ppm)] * )
C DL3 DL9 DL10 DL11 DL12
1 38,1 CH, 38,4 CH, 38,4 CH, 39,4 CH, 38,8 CH,
2 23,5 CHy 27,1 CH; 27,2 CH, 24,7 CH, 24,3 CH,
3 81,0 CH 79,1 CH 79,0 CH 82,3 CH 80,9 CH
4 37,7C 38,7C 38,7C 390C 38,5C
5 55,3 CH 55,2 CH 55,2 CH 56,8 CH 55,9 CH
6 18,2 CH, 18,3 CH; 18,3 CH> 19,4 CH, 18,9 CH,
7 32,6 CH» 32,6 CHy 32,6 CH» 33,9 CHy 33,4 CHy
8 39,3C 39,2C 39,3C 40,6 C 40,1C
9 47,6 CH 47,6 CH 47,6 CH 49,0 CH 48,3 CH
10 370C 37,1C 37,1C 38,2C 37,7C
11 23,4 CH, 22,7 CH; 23,4 CH, 24,5 CH, 24,0 CH,
12 122,5 CH 122,6 CH 122,6 CH 123,5 CH 122,8 CH
13 1436 C 1435C 1436 C 1452 C 1449C
14 416 C 416 C 41,6 C 429 C 42,5C
15 27,7 CHy 27,7 CH 27,7 CHy 28,8 CH» 30,3 CHy
16 23,0 CHy 23,4 CHp 22,9 CH, 24,1 CH, 23,6 CHy
17 46,6 C 46,5 C 46,5 C 47,6 C 46,8 C
18 41,0 CH 41,0 CH 41,0 CH 42,7 CH 42,1 CH
19 45,8 CH, 45,8 CH, 45,9 CH, 47,3 CH, 46,7 CH,
20 30,7C 30,7C 30,7C 31,6C 31,2C
21 33,8 CH» 33,6 CHy 33,8 CH» 34,9 CH, 34,4 CH,
22 32,4 CH, 31,9 CH, 32,4 CH, 33,8 CHy 33,5 CHp
23 28,0 CH3 28,1 CH3 28,1 CH3 28,7 CHz 28,4 CHs
24 16,7 CHs 15,6 CHs 15,5 CHs 17,4 CHs 17,2 CH;
25 15,4 CH; 15,3 CH; 15,3 CHs 16,0 CH; 15,7 CH;
26 17,0 CHs 17,0 CHs 17,1 CHs 17,7 CHs 17,5CHs
27 25,9 CH3 25,9 CHs 25,9 CH3 26,5 CH3 26,2 CHs
28 183,9C 183,1C 182,6 C 181,8C 1789 C
29 33,1 CHs 33,1 CHs 33,0 CHs 33,6 CH3 33,3 CH3
30 23,6 CH3 23,6 CHs 23,6 CH3 24,0 CHs 23,8 CH3
1 171,1C - 1329C 127,7C 127,5C
2 21,3 CH3 - 108,6 CH 115,1 CH 114,9 CH
3 - - 146,7 C 146,8 C 146,3 C
4 - - 1452 C 1495C 148,7C
S - - 114,3 CH 116,5 CH 116,2 CH
6 - - 118,9 CH 122,9 CH 122,4 CH
7 - - 85,9 CH 146,7 CH 145,4 CH
8 - - 54,2 CH 115,6 CH 115,9 CH
9 - - 71,7 CHy 169,2C 167,2C
OCH3 - - 55,9 CH3 - 56,0 CH3

*CD30D, **(CD3)CO, ‘'multiplicidades obtidas por DEPT 135° e DEPT 90°




6.3. Esterdides

6.3.1. Identificagdo do b-sitosterol e do estigmasterol

HO HO

b-sitosterol (DL4) estigmasterol (DL5)

A amostra apresentou resultado positivo para revelador quimico de Liberman-
Burchard sugerindo tratarem-se de duas substancias DL4 e DL5 da classe dos triterpenos
ou esterdides. Devido a polaridade na qual foram isoladas suspeitou-se previamente
tratarem-se do b-sitosterol e do estigmasterol. CCDC da mistura juntamente com padrfes
dessas substancias, anteriormente isolados e caracterizados de outra fonte vegetal,
indicaram gque a mesma era constituida desses dois bem conhecidos esteréides.

A pesar da identificacdo foi registrado o espectro de RMN de **C (Figura 39) da
mistura onde observou-se a presenca de 56 sinais, ja que os referentes a dupla ligagdo entre
os carbonos 5 e 6 coincidiram no mesmo ponto, porém com intensidade maior, tendo
portanto 58 atomos de carbono, 29 para cada. Como o b-sitosterol encontrava-se em
quantidade maior que o estigmasterol, a identificagdo dos sinais foi facilmente realizada,
com gjuda dos espectros DEPT 135° e DEPT 90°. Dentre os sinais registrados os mais
relevantes foram d 140,7 (C) e d 121,7 (CH) da dupla referente ao C-5 bem como d 138,3
(CH) e d 129,2 (CH) pertencentes a dupla do C-22 do estigmasterol, além dos sinaisem d
71,8 (CH) do carbono 3 hidroxilado. Comparagdo dos demais deslocamentos de ambos
(Tabela 30) com dados da literatura confirmou a presenca dos dois esteréides (Ricca, 1978;
Greca, 1990).
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Tabela30 — Dados de RMN de *3C dos esterdides [75 MHz, CDCk, d(ppm)]”

C DL4 DL5

1 37,2 CHy 37,2 CHy
2 31,6 CHy 31,6 CHy
3 71,8 CH 71,8 CH
4 42,3 CH; 42,2 CH,
5 140,7 C 140,7C
6 121,7 CH 121,7 CH
7 31,9 CH, 31,9 CH,
8 31,9 CH 31,9 CH
9 50,1 CH 50,1 CH
10 36,5C 36,1C
11 21,1 CH, 19,8 CH;
12 39,7 CHy 39,7 CH,
13 42,2 C 42,2 C
14 56,7 CH 56,0 CH
15 24,4 CH, 24,3 CH;
16 28,2 CH, 28,9 CH,
17 55,9C 56,8 C
18 11,9 CHs 12,0 CHs
19 19,4 CHs 19,4 CHs
20 36,1 CH 40,5 CH
21 18,8 CHs 21,1 CHs
22 33,9 CHy 138,3 CH
23 26,1 CH, 129,2 CH
24 45,8 CH 51,2 CH
25 29,1 CH 31,9 CH
26 19,8 CHs 21,2 CHs
27 19,0 CHs 18,9 CHs
28 23,0 CH, 25,4 CH,
29 11,8 CHs 12,2 CHs

" multiplicidades obtidas por DEPT 135° e DEPT 90°



6.4. Vanilina e vanilato de metila

6.4.1 Identificacdo daVanilina

CHO

OMe
OH

Vanilina (DL 6)

A substéncia DL 6 apresentou odor agradavel, ligeiramente adocicado, e, como a
CCDC dessa substancia revelava em luz UV foi submetida a andlise instrumental. Andlise
de seu espectro de RMN de *H (Figura 42) foi bastante simples e elucidativa. Apresentou
um singleto em d 9,84 integrando para 1 hidrogénio, caracteristico para préton de aldeido.
Os sinaisnaregido de d 7.5 — 7.0 (Dados fisicos, p. 38) permitiram estabelecer a natureza
aromética da substéncia com sistema AMX de substituicdo. Outras caracteristicas foram a
presenca de um singleto em d 6,20 pertence a hidroxila fendlica, e um singleto em d 3,98
integrando para 3 hidrogénios, caracteristico de metoxila ligada a Csp?.

Comparacao do espectro de RMN de *H com a literatura (Sadtler, 1972), andlise da
multiplicidade e constantes de acoplamento bem como andlise do espectro de massas
(Figura 43) em comparacdo com 0 arquivo de espectros do equipamento confirmou que
DL 6 eraa vanilina. Foi observado além do ion molecular [M]* em m/z 152, o ion referente
a perda de H radicalar muito intenso em aldeidos aromaticos em nvz 151, seguido da perda
de CO do aldeido em m/z 123. Destacou-se também a perda de CHz em m/z 137, seguida da
perdade CO em m/z 109. As fragmentacdes sdo detalhadas a seguir (Figura 41).



C C
-H -CO +
_—> > C7H702
OCHs OCH;
OH OH
[M]" m/z= 152 [M-1]" m/z= 151 m/z= 123
o)
H. ,©° H. ~
~ C/ \C
-*CH -
3 * —>CO CeHs0,"
:Q.\—JCHg 0
OH OH
[M]" m/z= 152 miz= 137 m/z= 109

FIGURA 41 — Fragmentagdes principais da Vanilina
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6.4.2. Identificacdo do vanilato de metila

COOCH3

OMe
OH

Vanilato de metila (DL 7)

A substéncia DL7 também apresentou odor agradavel, ligeiramente adocicado, e
como asua CCDC revelavaem luz UV foi submetida a andlise instrumental. Analise de seu
espectro de RMN de 'H (Figura 45) foi suficiente para aidentificacdo da amostra. Os sinais
naregido ded 7.7 — 6.9 (Dados fisicos, p. 38) permitiram estabelecer a natureza aromética
da substéncia apresentando um anel benzénico com sistema AMX de substitui¢go. Pode-se
verificar também um singleto em d 6,00 referente a hidroxila fendlica, bem como dois
singletos caracteristicos de grupos metoxilicos (d 3,96 e d 3,89).

Comparacao do espectro de RMN de *H com a literatura (Sadtler, 1972), andlise da
multiplicidade e constantes de acoplamento bem como anadlise do espectro de massas
(Figura 46) em comparacdo com o arquivo de espectros do equipamento identificou DL7
como sendo o vanilato de metila. No EMIE a 70 eV de DL7, além do ion molecular [M]*
em m/z 182, destacou-se o pico base em nVz 151 referente a perda da metoxila do éster. As

fragmentacdes sdo detalhadas a seguir (Figura 44).



OQC/O—CH3
-'OCH,
E—
O_CH3
OH
IM]" m/z= 182
o\ _O—CHjs

-CHs
O_CH3

[M]+ m/z= 182

Ox / CH3
-CH3
O-CHs

[M]+ m/z= 182

/O+

C//
-CO_ c;H0," “CHs c4H,05" -CO_ CsH,0"
O—CHs
OH
m/z= 151 m/z= 123 m/z= 108 m/z= 80
% _O—CHg3
él - CO C/H,03"
m/z= 167 m/z= 139
_ COZ C7H,0"
O—CH;
m/z= 167 m/z= 123

FIGURA 44 — Fragmentagdes principais do vanilato de metila



10

6 4 3 2 i 0 PPN

FIGURA 45 — Espectro de RMN *H de DL 7 [300 MHz, CDCk, d (ppm)]

Abundanca

8000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

1000

[

H.L.L“L m ‘,

8

A‘\;es;age of 15,255 o 15.260 min.: 2COGEEA.D

182

123

‘ 167

\IL |L l,...-207219

m/z-->

20

100

|
‘1 0 140 150 150 306 230 2A0 280 2h0’ 360 3éo 330 ako 30 4bo 56

Abundanca

FIGURA 46 — Espectro de massas de DL 7




6.5. Havonodides

6.5.1. Identificacéo da (-)- epicatequina

OH
OH

HO O

SIoH
OH

(-)-epicatequina (DL 15)

A substancia DL 15 revelou positivamente em luz UV sugerindo a presenca de
grupo croméforo. Anélise de seu espectro de RMN de *H (Figura 47), em mistura com o
lipidol, apresentou dois sinais em d 2,86 dd e d 2,74 dd caracteristicos de flavanas ou
flavandis devido ao CH, na posicéo 4. Os 5 sinais referentes a prétons aromaticos (Tabela
31) com suas constantes de acoplamento além dos outros sinais sugeriram um flavonoide
substituido nas posicdes 3, 3, 4', 5e 7. O sinal em d 4,80 br s confirmou a configuracéo
relativa cis para os prétons nas posicoes 2 e 3.

O EMIE a 70 eV apresentou ion molecular m/z 290 (Figura 49) e o espectro de
RMN de 1*C (Figura 48) apresentou 15 sinais (Dados fisicos, p. 41), tendo sido esses dados
condizentes com as catequinas. Andlise dos espectros DEPT 135° e DEPT 90° demonstrou
tratarem-se de 1 carbono metilénico, 7 carbonos metinicos e 7 carbonos ndo hidrogenados.
Comparacgéo direta com os dados da literatura (Jacques, 1974) confirmou DL15 como
sendo a epicatequina. O carbonos foram atribuidos com base em experimentos
bidimensionais HETCOR *H-3C a longa distancia (Tabela 31). A obtencdo do [a]p = -16°

confirmou tratar-se da (-)-epicatequina.
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FIGURA 48 — Espectro de RMN *3C de DL 15 [75 MHz, CDsOD, d (ppm)]
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Tabdla3l-'HNMR , ®*CNMR™" , HETCOR e correlagdes 'H-13C alonga distanciade

DL15
Posicao d-C d-H LRHETCOR
Multiplicidade” 2 %
2 79,78 CH 480br s 132.22 115,27, 119,39
3 67,40 CH 417 m 79,78 100,06
4a 2920CH, | 2,860dd(16,9; 4,4) | 67.40; 100,06 | 79,78; 157,29; 157,55
4b 274dd (16,9; 2,9) | 67,40; 100,06 | 79,78; 157,29; 157,55
5 157,29 C - - -
6 94,39 CH 595d (2,2) 157,90 -
7 157,90 C - - -
8 95,88 CH 593d(2,2) 157,55 96,39
9 157,55 C - - -
10 100,06 C - - -
T 132,22C - - -
2 115,27 CH 6,98d (18) 79,78 145,68; 119,39
3 145,85 C - - -
& 145,68 C - - -
5 115,89 CH 6,76 d (7,8) - 145,85, 132,22
6 11930CH | 6,80dd (7,8, 1,8) | 11589, 132,22 115,27, 79,78

"300 MHz, CDs0D, d (ppm), JHz); =~ 75 MHz. *"Multiplicidade obtida por DEPT 135° e

DEPT 90°.




6.5.2 Identificacdo da 3 -b-D-glicopiranosideo luteolina

3'-b-D-glicopiranosideo luteolina (DL 18)

O espectro de RMN de *H de DL 18 (Figura 50) revelou a presenca de um singleto
largo em d 12,9 caracteristico de um proton referente a hidroxila fendlica na posicdo b a
carbonila. Os trés hidrogénios ligados a carbonos arométicos na regido d 6,8-8,0 e andlise
de suas constantes de acoplamento indicaram um anel B de flavonéide com padrdo de
substituicdo AMX. O singleto em d 6,80 é caracteristico de H-3 de flavona, assim como os
dois dubletosem d 6,19 e d 6,52 (= 1,7 Hz) sdo caracteristicos do anel A de flavonas
substituidas em C-5 e C-7 (Harborne, 1994). Além desses sinais, puderam-se verificar
vérios outros entre d 5,0-3,2 de protons ligados a carbonos oxigenados, sugerindo um b-
glicosideo.

O espectro de RMN de '3C (Figura 51) apresentou 21 sinais, coerentes com uma
flavona glicosilada. Experimentos de DEPT 135° e DEPT 90° permitiram juntamente com
a comparagao dos deslocamentos de C-13 (Tabela 32) com os dados da literatura (Markhan,
1978) identificar DL 18 como sendo a 3'-b-D-glicopiranosideo luteolina. Para confirmar a
posicdo do aglcar foram registrados espectros de UV em MeOH com adicéo de reagentes
diagnéstico de deslocamento (AICk, MeONa, e NaOAc) (Dados fisicos, p. 42). O
deslocamento batocromico de 52 nm da banda | (300-380 nm) com a adicdo de MeONa
indicou que a HO-4 estava livre. O ndo decaimento desse sind com o passar do tempo
indicou a auséncia de hidroxilalivre em 3'. O deslocamento batocromico de 7 nm da banda
Il (240-280 nm) ao adicionar NaOAc devido a ionizacdo de uma hidroxila, diagnosticou a

sua presencaem C-7. A adicdo de AICk forma complexo com hidroxila vizinha a carbonila



e com duas hidroxilas vizinhas causando efeito batocromico em ambas as bandas, porém no
caso de hidroxilas vizinhas esse complexo se desfaz com a adi¢gdo de HCI. Como néo foi
observada diminuicéo de efeito batocrémico (DI = 7 nm) com a adicdo de HCI ao complexo
formado com AICkL, comprovou-se a auséncia de hidroxilas vizinhas (Mabry, 1970). Deste
modo conclui-se entdo a presenca de hidroxilas em 5, 7, e 4, e como ndo ocorreram
hidroxilas em posi¢des vizinhas, a flavona encontra-se glicosilada na posicéo 3'. O espectro
de massas (Figura 52) embora ndo tenha apresentado o ion molecular apresentou o

fragmento em m/z 446, referente a perda de uma molécula de Hs.
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FIGURA 50 — Espectro de RMN *H de DL 18 [300 MHz, DM SO-ds, d (ppm)]
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FIGURA 51 — Espectro de RMN *3C de DL 18 [75 MHz, DM SO-ds, d (ppm)]
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6.5.3. Identificacdo do 7-b-D-glicopiranosideo crisoeriol

OHH

7-b-D-glicopiranosideo crisoeriol (DL 19)

O espectro de RMN H de DL19 (Figura 53) revelou a presenca de um singleto
largo em d 12,9 caracteristico de um préton referente a hidroxila fendlica na posicdo b a
carbonila. Os trés hidrogénios ligados a carbonos arométicos na regido d 6,8-8,0 e andlise
de suas constantes de acoplamento indicaram um anel B de flavondide com substituicéo
AMX como em DL 18. O singleto em d 6,97 € caracteristico de H-3 de flavona, assm como
0s dois dubletos em d 6,45 e d 6,87 (2,1 Hz) sdo caracteristicos do anel A de flavonas
substituidas em C-5 e C-7 (Harborne, 1994). Além desses havia o dubleto em d 5,0 (3= 7,3)
caracteristico de H anomérico de glicosideos, além de outros prétons ligados a carbonos
oxigenados naregido d 4,0-3,0, o que sugeriu um b-glicosideo. Adicionamente o espectro
de RMN de 'H apresentou um singleto em d 3,89 referente a presenca de um grupo
metoxilico. Este grupamento foi confirmado pelo sinal em d 56,0 no espectro de RMN de
13C (Figura 54) caracteristico de carbono metoxilico ligado a carbono aromético.

O espectro de RMN de 13C (Figura 54) apresentou 22 sinais coerentes com uma
flavona metoxilada e glicosilada. Experimentos de DEPT 135° e DEPT 90° permitiram
juntamente com comparacdo dos deslocamentos de C-13 (Tabela 32) com os dados da
literatura (Agrawal, 1989) identificar DL19 como sendo o crisoeriol 7-b-D-
glicopiranosideo. O EMIE de DL 19 (Figura 55) apresentou ion molecular em m/z 462, bem
como fragmentos (Dados fisicos, p. 42) que confirmaram a estrutura do crisoeriol
glicosilado. Para confirmar a posi¢o do agucar foram registrados espectros de UV com
reagentes diagndstico de deslocamento (AICk, MeONa e NaOAc) (Dados fisicos, p. 42). O



deslocamento batocréomico de 72 nm da banda | (300-380 nm) com a adicdo de MeONa
indicou que a HO-4' estava livre. O ndo decaimento desse sinal com o0 passar do tempo
indicou a auséncia de hidroxila livre em 3'. A adicéo de AICk seguida da adicdo de HCI
causou efeito batocrémico irreversivel (DI = 43 nm), comprovando a vizinhanca da
hidroxila em 5 com a carbonila em 4, assm como a auséncia de hidroxilas vizinhas
(Mabry, 1970). Conclui-se entdo que como observaram-se hidroxilas em 5 e 4, e ndo
ocorreram hidroxilas vizinhas, a glicose poderia estar ligada tanto em 3 quanto em 7. Como
os deslocamentos de carbono para a essas duas posi¢oes sdo diferentes, confirmou-se por

comparacdo com os dados da literatura que DL 19 era o 7-b-D-glicopiranosideo crisoeriol

(Agrawal, 1989).
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FIGURA 54 — Espectro de RMN 3C de DL 19 [75 MHz, DM SO-ds, d (ppm)]
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Tabela32 — Dados de RMN 'H e'*C deDL18 e DL 19"

Posicao DL18 DL19
d-H d-C d-H d-C
2 - 164,2C - 163,04 C
3 6,80 s 103,3 CH 6,97 s 103,50 CH
4 - 181,7C - 182,12C
5 - 161,4C - 161,16 C
6 6,19d (17) 98,9 CH 6,45d (2,1) 99,59 CH
7 - 163,4C - 164,27 C
8 6,52d (17) 94,2 CH 6,87d (2,1) 95,11 CH
9 - 157,3C 157,01 C
10 - 103,7C 105,43 C
T - 121,7C 121,35C
2 7.79d (2.2) 114,4 CH 7,58d (2,0) 110,33 CH
3 - 1457C - 148,15C
z - 150,7 C - 151,09C
5 6,97 d (85) 116,5 CH 6,94 d (7,6) 115,88 CH
6 764dd (85, 22) | 1219CH |7,59dd(7,6,2,0)| 120,62CH
1 4,88d(7,3) 101,9 CH 5,06 d (7,3) 100,1 CH
2" | 3,38dd(7,3; 2,1) 73,3 CH 73,2 CH
3" |382dd(116,21)| 773CH 77,3 CH
4" |356dd(116,65)| 70,0CH 69,7 CH
5" 3,46 dt (8,9; 6,5) 76,0 CH 76,5 CH
6" 3,25d (8,9) 60,9 CH, 60,7 CH;
OCHj - - 3,89s 56,0 CHs

" em DM SO-d; com multiplicidades obtidas por DEPT 135° e DEPT 90°




6.6. Proantocianidina A2

6.6.1. Determinacdo da epi galocatequina-(2b® 7,4b® 8)-epicatequina

OH

Epigal ocatequina-(2b® 7,4b® 8)-epicatequina (DL 17)

A substancia DL17 apresentou-se na forma de cristais marrons. O EMFAB
(positivo) apresentou fon “quasi-molecular” [M+H]" em m/z 593 (Figura 76) e 0 EMFAB
(negativo) apresentou ion “quasi-molecular” [M-H]" em m/z 591 (Figura 75). Estes dados
juntamente com o resultado de analise elementar de DL 17 que indicou 54,1% C e 5% H
sugeriram GgoH24013 como férmula molecular (para a andlise elementar GsoH24013.4H,0
requer ¢ 54,2% e H 4,8%). Na andlise de seu espectro de RMN de *H (Figuras 56, 57, 58 e
59) pode-se verificar a presenca de 13 sinais. Os sinaisem d 7,28 (d, J= 2,0, 1H), d 7,04
(dd, =8,1e2,0, 1H) ed 6,85 (d, J= 8,1, 1H) por seus deslocamentos e valores das suas
constantes de acoplamento caracterizaram um anel aromético com sistema AMX de
substituicdo (Figura 57). O singleto em d 6,76, integrando para 2 hidrogénios, sugeriu
presenca de outro anel aromatico substituido nas posicdes 1', 3', 4 e 5. Nessa mesma
regido do espectro puderam ser verificados ainda dois dubletos em d 6,06 e 5,98 cuja
constante de acoplamento (J= 2,3 Hz) indicou corelacdo meta entre os hidrogénios, e um

singleto em d 6,13 integrando para 1 hidrogénio. Pelo exposto andlise preliminar da regido



indicou a presenca de quatro anéis aromaticos sendo um tri-substituido, dois tetra-

substituidos e um penta-substituido. Em outra regido espectral (Figura 58) foram
verificados dois dubletos (d 4,31 e d 4,11) que, pelas constantes de acoplamento e pelo
espectro 'H-'H COSY (Figuras 73 e 77) indicaram estar acoplados. Além disso,

verificaram-se outros quatro sinaisem d 4,96 (Figura 58), d 4,24 [visivel quando o espectro
foi registrado em CDsOD], d 2,94 e d 2,80 (Figura 59) que, tanto pelas constantes e
acoplamento quanto pelo COSY (Figuras 73 e 77) também encontravam-se acoplados. Os
duplos dubletos em d 2,94 e 2,80, referentes aos hidrogénios de um carbono metilénico,

foram um indicativo da natureza de uma das unidades das catequinas. O multipleto em d
4,24 possivelmente pertence a um proton oximetinico de uma unidade catequina. Ja o
singleto em d 4,96, referente a um préton oxibenzilico, parecia ser 0 singleto caracteristico
de catequinas onde a hidroxila encontram-se em posicdo cis em relagdo ao grupo fenila
(Jacques, 1974).

O espectro de RMN de *3C (Figuras 60, 61, 62, 63 e 64) apresentou 28 sinais, porém
dois deles encontravam-se com o dobro da intensidade normal d 107,28 e 145,67). Estes
sinais aliados ao singleto em d 6,76 integrando para 2 hidrogénios, observado no espectro
de RMN de *H sugeriram um anel aromético 3, 4, 5 trioxigenado. Este dado possibilitou
comprovar que esses sinais de carbono encontravam-se dobrados, tendo-se valores para 30
carbonos, estando de acordo com a FM. Andlise conjunta dos dados de RMN *C com os
experimentos DEPT 135° (Figuras 65, 66 e 67) e DEPT 90° (Figuras 68 e 69) indicou a
presenca de 1 carbono metilénico, 12 carbonos metinicos e 17 carbonos ndo hidrogenados.
O numero de &omos de carbono, assim como a quantidade de carbonos n&o hidrogenados
sugeriu tratar-se de um biflavonodide. Todos os hidrogénios foram correlacionados com os
carbonos aos quais encontravam-se diretamente ligados através do espectro HETCOR
(Figura 70), este experimento permitiu fazer a atribuicdo dos valores de deslocamento
guimico de todos os carbonos hidrogenados (Tabela 33). Na literatura € convencionado
dividir as unidades das proantocianidinas em unidade superior ) e unidade inferior ()
(Baldé, 1991). Os sinais de carbonos metinicos em d 81,54 (C-2) e d 65,90 (C-3)
sustentaram a configuracdo cis para uma das unidades, esta proposicdo foi baseada na

comparacdo direta com dados de catequinas descritos na literatura (Agrawal, 1989). Os

snaisem d 99,81 (C-2u) carbono ndo hidrogenado, e d 28,58 (C-4u), carbono metinico,



sugeriram que as duas unidades flavanas da proantocianidina encontravam-se ligadas
Nnessas posi ¢oes.

As correlacdes a longa distancia observadas no espectro de HETCOR *H-°C
(Figuras 71, 72 e 77) possibilitaram atribuir os deslocamentos quimicos da maioria dos
carbonos, incluindo-se os ndo hidrogenados, além de indicar como as unidades catequinas e
0s anéis arométicos encontravam-se ligados. O H-2 em d 4,96 correlacionou a longa
distancia C-1'l (d 130,73), C-2'l (d 115,54) e C6' (d 120,42). Esta observacdo permitiu
concluir que o anel com 1', 3', 4'tri-substituido encontrava-se ligado ao C-2 da unidade
inferior. 1sso sugeriu que a unidade inferior tratava-se da epicatequina. As correlactes
obtidas através de espectro HOMOCOSY entre os dois prétons metilénicos H-4al e H-4bl,
caracteristico para CH, de flavanas, e o multipleto em d 4,24 (H-3l), bem como o singleto
largo em d 4,96 (H-2) confirmaram esta proposi ¢ao.

A unidade superior também foi identificada através de espectros bidiensionais. Esta
correlacdo permitiu a localizacdo do anel aromético 3, 4, 5-trioxigenado em C-2u. Deste
modo, foi possivel identificar a unidade superior como sendo formada pela
epi gal ocatequina.

Pelo exposto DL 17 € uma proantocianidina formada por uma unidade epicatequina
inferior e uma unidade epi gal ocatequina superior. Os dados de RMN de *H e *3C sugeriram
gue a interligacdo parte de C-2u e C-4u. Essas ligacOes interflavanas foram determinadas
através de correlacdes obtidas por HETCOR alonga distancia e *H-H COSY (Figuras 73 e
77), assim como comparacdo com dados da literatura (Balde, 1991). A correlacéo
observada entre H-4u (d 4,31) e C-8 (d 106,65), C-71 (d 151,72) e C-9 (d 151,56), assm
como o deslocamento quimico do carbono ndo hidrogenado C-2u (d 99,81), demonstraram
claramente aligagcdo C-C de C-4u com C-8l e presenca da ligacéo C-O-C entre C-2u e C-7I.
Essa proantocianidina é denominada do tipo A2 (Thompson, 1972). Todas as correlacdes
observadas nos experimentos bidimensionais estdo sumarizadas na Tabela 33 e Figura 77.

A estereoquimicarelativade DL 17 foi obtida através de experimento de “nOe diff”.
A associagdo de nOe observada entre H-2 e H-4u com 12% de incremento desses prétons,
bem como a observada entre H-6u e H-6'l foram conclusivas para entender o modo como
as duas catequinas se ligavam. Para H-2 e H-4u correlacionarem é necessario que eles se

encontrem do mesmo lado do plano. Desse modo, a ligacéo interflavanas deveria ocorrer



para 0 mesmo lado do plano que a ligacdo na unidade epicatequina entre C-20 e 0 anel
aromético. A associagdo de nOe observada entre H-3u e H-61 com 2% de incremento
demonstrou que estes encontravam-se do mesmo lado do plano, determinando dessa
maneira a configuragdo relativa de C-3u. Todos os incrementos visualizados no
experimento estédo sumarizados na Figura 77.

A configuracdo absoluta no C-4u foi estabelecida por dados de DC (Figura 74) em
MeOH. Através do registro de curvas de DC de diversas proantocianidinas, foi observado
gue dependendo do Efeito Cotton nos seus comprimentos de onda mais baixos, € possivel
estabelecer a estereoquimica do centro C-4u. A principal distin¢go nas curvas DC para as
proantocianidinas € uma banda muito intensa, positiva ou negativa, em comprimento de
onda baixo (200-230 nm). Uma banda positiva intensa nessa regido esta relacionada a
estereoquimica absoluta 4R enquanto que uma banda negativa intensa relaciona-se a
estereoquimica absoluta 4S (Barrett, 1979). O Efeito Cotton em 227 nm ([F]211 +119573)
observado para DL 17 indicou portanto a configuracdo 4R Com base em todas essas
observagoes, a proantocianidina DL 17 foi determinada como sendo a epigal ocatequina-

(2b® 7, 4b® 8)-epicatequina, até o momento inédita.
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FIGURA 56 — Espectro de RMN *H de DL 17 [300 MHz, (CDs),CO, d (ppm)]
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— 4 5580

T
T T T T T P T PE TP L I T T
5.1 5.0 4.8 4.8

4.1 PPM 4D

47 4.k

4.3

FIGURA 58 — Espectro de RMN *H de DL 17 (Ampliac&o) [300 MHz, (CDs)>CO, d (ppm)]



=3, 38

=
.
L] B
5

0 LI o e e o o o e e . e e e e B T T T T T T T T T T TR T

1.8 1.6 3.4 a0 ) 2.8 2.6 P

FIGURA 59 — Espectro de RMN *H de DL 17 (Ampliag&o) [300 MHz, (CDs),CO, d (ppm)]

S R i " %

FIGURA 60 — Espectro de RMN *3C de DL 17 [75 MHz, (CDs),CO, d (ppm)]
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FIGURA 66 — Experimento DEPT135 de DL17 (Ampliagio) [75 MHz, (CDs).CO, d
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FIGURA 67 — Experimento DEPT135 de DL17 (Ampliagdo) [75 MHz, (CDs).CO, d
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FIGURA 68 — Experimento DEPT90 de DL 17 [75 MHz, (CDs),CO, d (ppm)]
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FIGURA 69 — Experimento DEPT90 de DL 17 (Ampliacéo) [75 MHz, (CDs)2CO, d (ppm)]
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FIGURA 70 — Experimento HETCOR *H-3C de DL 17 (J= 140 Hz)
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Tabela33-'HNMR , ®*CNMR"™" , HETCOR e correlagdes 'H-13C alonga distanciade

DL17
Posicéo d-C d-H HETCOR longa distancia
Multiplicidade” 2) %
2u 99,81 C - - -
3u 67,44 CH 411d (3,1) - 103,92
4y 28,58 CH 431d(3,1) 103,92; 106,65 | 99,81; 151,72; 151,56
5u 156,03 C - - -
6u 97,92 CH 5,98d (2,3) - -
7u 157,79 C - - -
8u 96,31 CH 6,06 d (2,3) - -
u 153,80 C - - -
10u 103,92 C - - -
1u 131,45C - - -
2'u 107,28 CH 6,76 s 131,45; 145,67 | 133,80; 107,28; 99,81
3u 145,67 C - - -
4'u 133,80 C - - -
5'u 145,67 C - - -
6'u 107,28 CH 6,76 s 131,45; 145,67 | 133,80; 107,28; 99,81
2l 81,54 CH 496 br s 130,73 115,54; 120,42
3l 6590CH [ 4,24 mem CDs;OD - 102,18
4al 30,16 CH, | 2,94dd(17,2;4,7) 102,18 151,56
4b| 2,80 dd (17,2; 2,1) 102,18 151,56
5| 156,61 C - - -
6l 96,13 CH 6,13 s 151,72 106,65; 102,18
7l 151,72 C - - -
8l 106,65 C - - -
9l 151,56 C - - -
10l 102,18 C - - -
1 130,73 C - - -
2 115,54 CH 7,28d (2,0) 145,50 145,95; 120,18
31 145,50 C - - -
4| 145,95 C - - -
5 116,07 CH 6,85d (8,1) - 145,50; 130,73
6 120,42 CH 7,04 dd (8,1; 2,0) 130,73 145,95

300 MHz, (CD3),CO, d (ppm), XHz); = 75 MHz. *Multiplicidade obtida por DEPT 135° e
DEPT 90°, u= unidade superior (epi galocatequina), I= unidade inferior (epicatequina).




Incrementos observados através de experimentos “ nOe diff”

FIGURA 77 — Correlagdes observadas nos espectros bidimensionais de DL 17



6.7. Lipidol

6.7.1. Identificacéo do 2-metil-2,4-pentanodiol

OH OH

2-metil-2,4-pentanodiol (DL 16)

A andise de RMN de 'H de DL16 (Figura 78) foi bastante simples. O espectro
apresentou seis sinais de desocamentos. Trés desses sinais integraram para trés
hidrogénios, o que indicou que se tratavam de metilas, dois deles eram singletos, um em d
1,26 e o outro em d 1,21, 0 que sugeriu que essas duas metilas estavam ligadas ao mesmo
carbono ndo hidrogenado. O terceiro em d 1,16 dubleto sugeriu uma metila ligada a
carbono oximetinico. Estavam presentes também dois duplos dubletosem d 1,60 (J= 14,5 e
9,0) ed 1,52 (J 14,5 e 3,5) indicando pela constante de acoplamento tratarem-se de dois
prétons geminados estando portanto ligados a um carbono metilénico. Por fim o multipleto
em d 4,10 deslocado para campo mais baixo indicou um préton ligado a carbono
oximetinico. Somente pelos dados de RMN de *H foi possivel sugerir a estrutura de DL 16
como sendo o0 2-metil-2,4-pentanodiol.

O espectro de RMN de *3C (Figura 79) apresentou 6 sinais. Andlise conjunta com os
espectros de DEPT 135° e DEPT 90° indicou que tratavam-se de 3 carbonos metilicos, 1
carbono metilénico, 1 metinico e 1 ndo hidrogenado. A substancia DL 16 foi identificada
como sendo o 2-metil-2,4-pentanodiol com base nesses deslocamentos. Comparagdo com
os dados da literatura (Jia, 1992) confirmou a proposta estrutural. Embora sgja uma

substancia bem simples, existem poucos registros de seu isolamento como produto natural.
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7. Testes bioquimicos

Com o intuito de verificar a potencialidade da planta estudada quanto a presenca de
substéncias bioativas, foram realizados alguns testes bioquimicos com extratos e

substéncias puras isoladas de D. lasiophylla.
7.1. Testes de atividade microbioldgica
Para avaliar se a espécie continha substancias que apresentassem atividade

antimicrobiana, os extratos foram testados em microorganismos utilizando a metodologia
desenvolvida por Chand (Chand, 1994).
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FIGURA 80 — Atividade microbiolégica contra Pseudomonas aeruginosa dos extratos

brutos de D. lasiophylla

Foram testados alguns representantes dos extratos brutos hexénico (CDGH),
cloroférmico (CDGC) e acetato de etila (CDGA) do caule e cloroférmico (FDGC) das
folhas de D. lasiophylla com o intuito de comparar as atividades dos extratos e das

substéncias puras isoladas dos mesmos. Apesar da metodologia permitir avaliar atividade



antimicrobiana para 4 espécies de bactérias, infelizmente, a Unica cepa que se apresentou
em condic¢Oes para os testes nagquele momento foi da Pseudomonas aeruginosa. Todos 0s
extratos apresentaram atividade, sendo que o extrato hexanico do caule apresentou 78,6%
de inibigéo (20 ng) em relacdo a penicilina enquanto o extrato em acetato de etila do caule
apresentou 73,4% de inibicéo (20 ng). Esses foram os que extratos que obtiveram melhores
resultados. A Figura 80 sumariza os resultados al cangados.

Posteriormente, as substancias puras isoladas a partir do extrato acetato de etila das
folhas tiveram suas atividades microbiologicas avaiadas (Figura 81). No entanto das
substancias nenhuma apresentou atividade consideravel, como pode-se confirmar na Figura
81.
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FIGURA 81 — Atividade microbiol6gica contra Pseudomonas aeruginosa das substancias
puras isoladas do extrato acetato de etila das folhas



7.2. Teste de atividade anti-oxidante

A importancia dos anti-oxidantes vem aumentando consideravelmente nos dias de
hoje, devido principalmente ao estudo do efeito dos radicais livres no organismos. E muito
dificil encontrar alguma doenca humana na qual os radicais livres ndo estejam envolvidos
de alguma forma. Eles estdo relacionados em mais de 100 patol ogias desde artrite e choque
hemorrégico passando até pela AIDS tendo maior ou menor importancia a depender do
caso. Os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncdo biologica. O
H eo HO' sdo considerados os principais radicais livres produzidos pelos organismos. O
excesso de radicais no organismo em geral, € combatido principamente pela acdo do a-
tocoferol, também conhecido como vitamina E. Por outro lado, excesso de substancias anti-
oxidantes também podem ocasionar patologias devido principalmente a producéo de HO,
(Halliwell, 1992). Além disso, anti-oxidantes sdo utilizados para a protecdo de cosméticos,
drogas e alimentos contra a decomposicado oxidativa pela acdo da luz, temperatura e
umidade (por exemplo propil galato). Tem sido demonstrado também, em diversos
experimentos que enzimas e metabdlitos presentes em plantas superiores as protegem da
acdo oxidante do meio ambiente, através da inibicdo da formacdo de radicais livres pelo
“sequiestro” de espécies oxigenadas, como por exemplo os radicais peroxido. Substancias
apresentando grupos fendlicos, tais como flavondides e lignanas, sdo exemplos de
substéncias naturais que apresentam varias atividades anti-oxidantes (Fauré, 1984). Um
outro aspecto interessante € a correlacdo existente entre atividade anti-oxidante de
substéncias polares e a capacidade de inibir ou retardar o aparecimento de células
cancerigenas, aém de retardar o envelhecimento das células em geral. (Ho, 1994).

Para uma substancia apresentar boa atividade anti-oxidante é necessario que ela
tenha a capacidade de deslocalizar o elétron desemparelhado do radical. As substancias que
possuem anel aromético ou duplas conjugadas tem essa capacidade, portanto os flavondides

isolados de D. lasiophylla se mostraram bons candidatos a esse estudo.
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FIGURA 82 — Atividade anti-oxidante das substancias puras do extrato acetato de etila das

folhas.

As substancias foram testadas utilizando-se 0 sistema b-caroteno/acido linoléico
(parte experimental). As atividades foram comparadas com dois anti-oxidantes conhecidos,
um comercial o propilgalato e outro isolado de fonte natural o0 a-tocoferol. Os dados
obtidos (Figura 82) indicaram que a (-)-epicatequina (DL15) (AA= 29) e a
epi gal ocatequina-(2b® 7,4b® 8)-epicatequina (DL17) (AA= 35) apresentaram alguma
atividade anti-oxidante, quando comparadas ao propil galato (AA= 49) e ao a-tocoferol

(AA=27). A Figura 82 sumariza os resultados obtidos.



8. Condderacgoesfinais

O presente estudo de D. lasiophylla levou ao isolamento de 17 substancias naturais
entre triterpenos e flavondides. Os triterpenos isolados podem ser subdivididos de acordo
com 0 seu esqueleto. Foram encontrados triterpenos de esqueleto lupano e de esqueleto
oleanano. Quanto aos lupanos foram trés triterpenos de ocorréncia bastante comum:
lupenona, lupeol e acido betulinico. Os triterpenos da classe dos oleananos foram isolados
cinco deles: &cido acetil oleandlico, &cido oleandlico, oleanolato de 7',8 -epoxiconiferila,
acido cafeil oleandlico e &cido ferulil oleandlico. Apesar do &cido oleandlico ser de
ocorréncia comum, o &cido acetil oleandlico foi isolado pela primeira vez de Gymnema
alternifolium (Lai, 1994), tendo sido posteriormente isolado na familia Leguminosae de
Vigna unguiculata (Noorwala, 1995). No entanto, sua presenca ainda ndo havia sido
detectada na subfamilia Papilionoideae. O &cido cafeil oleandlico ja foi isolado
anteriormente de Betula pubescens (Pan, 1994) na familia Betulacea, porém ndo havia sido
registrado ainda em Leguminosae. Esse foi 0 primeiro registro do acido ferulil oleandlico e
do oleanolato de 7’,8'-epoxiconiferila, sendo porém ainda sugestes estruturais ja que faz-
se necessario ainda a confirmagdo através de EM e um bom 1V. Os esterdides isolados
foram dois. b-sitosterol e estigmasterol, ambos de ocorréncia comum.

Foram isolados e caracterizados flavonoides de duas classes: flavonas e catequinas.
As flavonas isoladas encontravam-se glicosiladas, foram elas a 3'-b-D-glicopiranosideo
luteolina e o 7-b-D-glicopiranosideo crisoeriol. Ambas sdo de ocorréncia geral (Markan,
1978; Agrawal, 1989). A (-)-epicatequina isolada também tem ocorréncia em todo reino
vegetal (Jacques, 1974). Finalmente foi isolado uma nova proantocianidina do tipo A2, cuja
estrutura, inclusive estereoquimica absoluta, foi elucidada como sendo a epigal ocatequina-
(2b® 7,4b® 8)-epicatequina.

As demais substancias isoladas foram um lipidol, o 2-metil-2,4-pentanodiol, que,
embora de estrutura simples, possui ocorréncia rara como produto natural, ja tendo sido
encontrado somente uma vez em Liguraria veitichiana (Jia, 1992), a vanilina e o vanilato
de metila, ambas de ocorréncia comum.

Em comparacdo, os estudos realizado com a Unica espécie do género anteriormente
estudada, D. grandiflora (Batista, 1995; Bhattacharyya, 1995; 1997; 1998; 1999) pode-se



verificar que nas raizes de D. grandiflora foram isolados pricipalmente flavanonas e
flavondis. No presente trabalho ndo foram encontrados flavondides nos caules, somente nas
folhas.

Alguns dos extratos de D. lasiophylla foram submetidos a teste de atividade
microbioldgica, tendo todos apresentado alguma atividade, destacando-se os extratos
hexanico e acetato de etila do caule. Devido a esse fato, as substancias puras isoladas do
extrato acetato de etila das folhas foram submetidas ao mesmo teste, porém nenhuma delas
apresentou atividade consideravel. Essas mesmas substancias foram submetidas a teste de
atividade anti-oxidante, sendo que duas delas apresentaram valores de atividade
considerdvel, maiores que o a-tocoferol. Foram elas a (-)-epicatequina (AA= 29) e a
epi galocatequina-(2b® 7,4b® 8)-epicatequina (AA= 35). Essas substéncias com ata
atividade foram submetidas ao teste de Artemia salina no intuito de averiguar sua
toxicidade, tendo revelado-se néo toxicas.

Os pontos de fusdo obtidos para os triterpenos sdo discordantes da literatura, mas
mesmo na literatura h& muita variagéo, o que pode ser atribuido a diferente cristalizacéo.

Para estudos futuros sugere-se dar continuidade ao estudo dessa planta, ja que a
maior parte de seu extrato acetato de etila do caule ainda ndo foi estudada, assim como seu
extrato butandlico também aguarda estudo. Esse estudo revela-se promissor, visto que
outras substancias das classes das catequinas, flavonas e outros biflavondides podem vir a
ser isolados. Outro estudo interessante a ser readlizado € 0 do estrato das sementes que
demonstrou ser rico em é&cidos graxos. O estudo também deve manter a sua linha de testes
de bioatividade e atividade anti-oxidante.
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