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FIDELIS, Queli Cristina. Metabdlitos especiais isolados de folhas e galhos de Quratea
ferruginea Engl. (Ochnaceae). 2011. 159p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Organica,
Quimica de Produtos Naturais). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica. RJ, 2011.

RESUMO

Este trabalho descreve o estudo fitoquimico de caule e folhas da espécie vegetal
Ouratea ferruginea Engl, Ochnaceae. O material para estudo foi coletado no campus da
Embrapa em Belém do Pard e identificado pela Dra Silvane Tavares Rodrigues. As
substancias descritas nesta investigacdo fitoquimica foram isoladas através de particdo com
solventes e técnicas cromatograficos de extratos obtidos através de maceracdo a frio com
hexano, acetato de etila e metanol. As estruturas foram determinadas através da analise de
dados fornecidos por espectrometria na regido do infravermelho, RMN 'H e BC (técnicas 1D
e 2D), de massas incluindo CG-EM e CLAE-EM das substincias naturais e de alguns
derivados. Do extrato em diclorometano do caule foram isolados friedelina, friedelinol,
sitosterol, estigmasterol, campesterol, 3-B-O-D-glicopiranosil-estigmasterol, 2,6-dimetoxi
benzoquinona, 2,6-dimetoxi hidroquinona, as isoflavonas 5,4’-diidroxi-7,3’,5’-trimetoxi-
isoflavona, 5,4’ -diidroxi-7,3’-dimetoxi-isoflavona, 5-hidroxi-7,3’,4’,5’ -tetrametoxi-
isoflavona, 7,5-diidroxi-3’,4’,5’ -trimetoxi-isoflavona, 7,54’ -triidroxi-3’,5’-dimetoxi-
isoflavona, além dos aldeidos siringico e fertlico. Da particdo em diclorometano do extrato
metandlico do caule foram isolados 4cido vanilico, 4((1E)-3-hidroxi-1-propenil)-2-
metoxifenol e 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-diidrocinamaldeido. Das folhas foi isolada a lupeona na
particdo em hexano do extrato metandlico; e na particio em diclorometano foram
identificados os biflavondides amentoflavona e 7-metil-amentoflavona, conhecida como
sequoiaflavona, e o 4cido siringico. Na particao em acetato de etila foi isolado a epicatequina
cuja configuracdo absoluta foi definida com andlise do espectro de dicroismo circular. A
sequioflavona estd sendo registrada pela primeira vez em Ochnaceae. Das fracdes polares
foram determinados o teor de fendis totais e taninos por métodos de Folin-Denis e
precipitacao com caseina, adaptados, além de andlise com espectros de RMN.

Palavras-chave: terpendides, isoflavonas, biflavondides, fendlicos totais, Ouratea ferruginea
Engl, Ochnaceae.
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FIDELIS, Queli Cristina. Special metabolites isolated from the leaves and stem of Quratea
ferruginea Engl (Ochnaceae) 2011. 159p. Dissertation (Master in Science, Organic
Chemistry, Natural products Chemistry). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica. RJ, 2011.

ABSTRACT

This work describes the phytochemical study of the stems and leaves of Ouratea
ferruginea Engl., Ochnaceae. The material for study was collected in the campus of Embrapa
in Belém, Pard state, and identified by Dra Silvane Taveres Rodrigues. The compounds
described in this phytochemistry investigation were isolated by the solvents partition and
chromatographyc techniques of the extracts obtained by maceration at room temperature with
hexane, ethyl acetate and methanol. The structures were determined through analysis of data
provided by IR, 'H and "*C NMR (1D an 2D techniques), mass spectrometry including GC-
MS and HPLC-MS of natural compounds and some derivatives. From the stem
dichloromethane extract friedelin, friedelinol, sitosterol, stigmasterol, campesterol, 3-f-O-D-
glucopyranosyl-stigmasterol, 2,6-dimethoxy—benzoquinine, 2,6-dimethoxy-hydroquinone, the
isoflavones: 5,4'-dihydroxy-7,3",5'-trimethoxy-isoflavone, 5-hydroxy-7,3',4',5'-tetramethoxy-
isoflavone,  5,4'-dihydroxy-7,3'-dimethoxy-isoflavone,  7,5-dihydroxy-3',4",5'-trimethoxy-
isoflavone, 7,5,4’-trihydroxy-3’,5’-dimethoxy-isoflavone, and ferulic and syringic aldehyde
were isolated. From the dichloromethane partition of the methanol extract of the stem vanillic
acid, 4 ((1E)-3-hydroxy-1-propenyl)-2-methoxyphenol and 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-
dihydrocinamaldehyde were isolated. From hexane fraction of methanol extract from the
leaves lupeone was isolated, and from the dichloromethane methanol partition were identified
the biflavonoids amentoflavone and 7-methyl-amentoflavone, known as sequoiaflavone,
along with syringic acid. From the ethyl acetate of the methanol extracts partition the
epicatechin which absolute configuration was defined by circular dichroism spectral analysis
was isolated. The sequioflanove is been identified in Ochnaceae for the first time. From the
polar fraction the total phenol were determined by adapted Folin-Denis and precipitation with
casein methods and by NMR spectral analysis.

Keywords: isoflavones, biflavonoids,total phenol, Ouratea ferruginea Engl, Ochnaceae.
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I. INTRODUCAO

Atualmente, quase a totalidade dos paises, principalmente aqueles considerados
desenvolvidos, realizam atividades de pesquisas com base no estudo de constituintes quimicos
produzidos pelo metabolismo secunddrio de organismos vivos. A principal razdo dessas
atividades é a procura de produtos para resolver problema de saide humana. Para o
profissional de Quimica de Produtos Naturais seus objetivos vao além da procura de
medicamentos. O quimico de produtos naturais estuda a composi¢do quimica de organismos
vivos na procura de desvendar as estruturas dos metabdlitos especiais para o entendimento de
suas propriedades no sistema inserido e tirar conclusdes em relagdo a sistemdtica quimica-
boténica, ecologia quimica, quimica de alimentos, etc, além de criar modelos estruturais para
sintese organica com diferentes objetivos. O conhecimento da composi¢do quimica de
organismos vegetais ou animais contribui também para a manipula¢do racional de rotas
biogenéticas e a producdo controlada de metabolitos secundérios selecionados com base em

critérios préticos, cientificos e tecnoldgicos.

Uma das razdes mais relevantes para o desenvolvimento de trabalhos na 4rea de
Quimica de Produtos Naturais é a necessidade de se obter fontes naturais de novos
medicamentos, para utilizd-los diretamente ou como biofornecedores de matéria prima para
preparagdo semissintética de substancias, com atividade bioldgica. Isso tem pressionado as
industrias farmacé€uticas a investir nesta drea, mas, entretanto percebe-se a dificuldade de
criacdo de novos medicamentos derivados de plantas. Certamente o poder econdmico
dominado pelos investimentos em medicamentos sintéticos tem sido o motivo da inibicdo da
criacdo desta classe de medicamentos, mais acessiveis pela populacdo. A possibilidade deste
caminho € indiscutivel, pois a medicina alopdtica ja utiliza universalmente apenas 119 drogas,
com estruturas definidas, que sdo extraidas de cerca de 90 espécies de plantas superiores.
Também € impossivel ignorar que cerca de 80% da populacdo de paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento, sdo quase completamente dependentes da medicina caseira, utilizando
plantas para suas necessidades primdrias de saide (BRAZ-FILHO, 1994). Isso revela a
necessidade do conhecimento farmacognéstico deste material utilizado pela populagdo. A
quimica de produtos naturais deve continuar contribuindo nos processos de investigacao das
plantas usadas nesses costumes populares, que, aliado a Quimica Farmacéutica, permitird no

futuro a inserc@o de novos fitofdrmacos no mercado farmacéutico.



Produtos naturais também sdo empregados em outras dreas de conhecimento como
agroquimica pelo fornecimento de fungicidas e inseticidas naturais como as rotenonas;
alimenticias, para a obten¢do de substancias naturais usadas para sabor e cor dos alimentos
como o mentol, dcido benzdico, etc.; e em cosméticos, pela necessidade de perfumes naturais

como a canfora, cumarina e linalol (BRAZ-FILHO, 1994).

Dentre as diversas classes de metabodlitos especiais, tem-se observado um interesse
crescente no estudo da atividade biologica de plantas que contém flavonoides. Neste sentido
tem-se desenvolvido trabalhos sobre acdo dos flavonoides na biologia das plantas, bioquimica
ecoldgica, quimiotaxonomia, tecnologia de alimentos e farmacologia. (BOHLIN e al, 2010;
BRAZ-FILHO, 2010). Levando em consideracdo estes fatores, tornam-se relevantes os
conhecimentos sobre as fontes naturais de flavonoides. Para melhor contribuir com os estudos
da atividade biologica de constituintes desta classe de metabolitos, € importante a
identificacdo correta nos extratos de plantas, até mesmo quando eles se apresentam como
tracos (OLIVEIRA et al., 1999).

Flavonoides sdo encontrados em diversas familias, no entanto, algumas familias ou
géneros sdo capazes de biossintetisar biflavonoides com grande diversidade estrutural. Em
levantamento na literatura verificou-se que a familia Ochnaceae apresenta essa caracteristica.
Dessa forma escolheu-se a espécie Ouratea ferruginea que em pesquisa bibliogréfica
realizado até o momento (Chemical abstract, Biological chemistry, resumos de eventos, etc.)
ndo revelou trabalhos sobre o seu estudo fitoquimico ou farmacolégico. A investigacdo
fitoquimica dessa planta permite ampliar o conhecimento sobre a composi¢do quimica do
género Ouratea e familia Ochnaceae. Diante destes fatos, iniciou-se o estudo da composicdo

quimica dos extratos de folhas e galhos de O. ferruginea Engl..

II. OBJETIVOS

IL.1. Isolar, purificar e identificar metabdlitos especiais presentes nos extratos organicos de
caule e folhas de Ouratea ferruginea Engl. pela utilizacdo de técnicas cromatograficas e

métodos espectrométricos (RMN 'H e °C, IV, EM).
IL.2. Contribuir para o conhecimento da quimica da familia Ochnaceae.

IL.3. Preparar derivados dos constituintes quimicos isolados em quantidade adequada.



II.4. Determinar o teor de fendis totais e taninos presentes nos extratos polares de folhas e

galhos da espécie Ouratea ferruginea Engl. (Ochnaceae).

III. REVISAO DA LITERATURA

II1.1. Familia Ochnaceae e caracteristicas do género Ouratea

A familia Ochnaceae pertence a ordem Theales (CRONQUIST et al., 1988;
DAHLGREN et al., 1980) ou Ochnales (TAKHTAJAN et al., 1997) e t€m sido incluida na
subclasse Dilleniidae (AMARAL et al,1998). Encontram-se nesta familia cerca de 35
géneros e 600 espécies de ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais de todo o
mundo (WATSON & DALLWITZ, 2000). No Brasil, ocorrem aproximadamente nove
géneros com 105 espécies (JOLY et al.,1988). Sdo plantas essencialmente arbdreas ou
arbustivas (CURTIS et al., 1960). O género Ouratea Alb., é endémico da regido neotropical, e

€ o maior da familia com aproximadamente 120 espécies (SALVADOR et al., 2005).

I11.2. Metabélitos especiais identificados em espécies de Ochnaceae

As espécies de Ochnaceae ja estudadas sdo bioprodutoras principalmente de
flavondides (MOREIRA et al., 1994) e biflavondides (MBING et al., 2003a, 2003b), sendo os
géneros QOuratea, Luxemburgia, Ochna e Lophira os melhores representantes da familia,
quanto a composicao quimica. Em Luxemburgia foram detectados os biflavondides derivados
de chalconas, como luxenchalcona (C-3'->0-C-4""’, Figura 1b, p.7) e ochnaflavona (também
C-3’>>0-C-4’"’, Figura 1la, p.7) (CARVALHO et al., 2004) estruturas proximas as
encontradas em Lophira (TIH et al., 1990; GHOGOMU TIH et al., 1990) e Ochna
(PEGNYEMB et al., 2001). Por outro lado, Ouratea tem tendéncia em metabolizar com mais
frequéncia os dimeros de flavonas. As ligaces entre as unidades flavonoidicas podem ser C-
C ou C-O-C envolvendo os anéis A, B ou C dos monomeros. Uma caracteristica do género
Ouratea € a ligacdo entre seus mondmeros, sendo as mais abundantes C-3—C-8"’ e C-6—C-
8’7, acrescentando uma variagdo no padrio de metilacdo, Figura 2 (p. 8). Isso permite
perceber a diferenca entre esses géneros, sendo que Luxemburgia € proximo ao género Ochna
e metaboliza com freqiiéncia os dimeros de chalconas. A freqiiéncia e a diversidade estrutural
dos biflavondides em espécies desses géneros permitem utilizd-los como marcadores
quimiotaxondmicos (SUZART et al., 2007). Nos extratos hexanicos das raizes de Ouratea
hexasperma foram isoladas as isoflavonas dimeras, hexaspermona A (4), hexaspermona B (5)
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e hexaspermona C (6), (MOREIRA et al., 1994). Os extratos dos galhos de Ouratea
semisserrata forneceram isoflavonas cloradas a 3',6,8-tricloro-4',5-diidroxi-7-metoxiflavona
(13) e a 3',5',6,8-tetracloro-4',5-diidroxi-7-metoxiflavona (14) (VELANDIA et al., 2002).
Algumas espécies como a Ouratea flava sdo capazes de biossintetizar biflavondides com
unidades dimeras pouco comuns com a calodenina B (28), flavumona A (29), flavumona B
(30) e lophirona A (31) além de isoflavona (33) (GARTLAN et al., 1980). Os extratos
metanodlicos de folhas de Ouratea staudtii Van Tiegh forneceram o biflavonéide ochnaflavona
(Figura 1a, p.7), ja isolada em espécies do género Ochna, e a lophirona A (32), encontrada
no género Lophira. A amentoflavona (11), bilobetina (41), podocarpusflavona A (18) e
agatisflavona (35) também foram isoladas desta espécie de Ouratea. Isto mostra a
proximidade de espécies deste género com Lophira e Ochna, uma vez que este € o primeiro
relato do isolamento de ochnaflavona em espécies de Ouratea (ZINTCHEM et al., 2007). Os
biflavondides amentoflavona, agatisflavona, e derivados, sdo os mais frequentemente
encontrados em espécies de Ouratea, portanto sao considerados marcadores
quimiotaxondmicos do género Ouratea. Outras classes de metabolitos especiais como
Cianidina (3) proantocianidina (1) e catequina (2) (Ouratea sp) também ja foram encontradas
em espécies desse género como Ouratea affinis e Ouratea calantha (MARCOL et al., 1988;
GONCALEZ et al., 2001). Outros metabdlitos especiais como nor-isoprendides, lignanas,
diterpenos (VELANDIA et al., 1998a), triterpenos, dcidos graxos e triglicerideo (SUZART et
al., 2007) também sao encontrados na composi¢cdo quimica de espécies de Ouratea. A Tabela
1 (p. 4) contém uma relacdo dos flavondides encontrados em espécies de Ouratea e as
estruturas estdo representadas na Figura 2. (p.8) Estas observagdes permitem perceber que os
flavonoides constituem a principal classe de metabdlitos de Ouratea. Dando continuidade ao
estudo de espécies de Ouratea realizamos o estudo fitoquimico da espécie Ouratea ferruginea

(Capitulo IV) cuja quimica ainda é totalmente desconhecida.

Tabela 1. Flavonoéides isolados de espécies de Ouratea.

Flavonoéides Espécies Ref.

cianidina (3) O. affinis GARTLAN et al., 1980
amentoflavona (11) 0. aquatica LIMA et al. 2006

cianidina (3) 0. calantha GARTLAN et al., 1980
5,7,4’ -trimetoxiisoflavona (7) O. castaneifolia NASCIMENTO et al. 2009
5,4’ -diidroxi-7,3’,5’ -trimetoxiflavona (42) O. castaneifolia NASCIMENTO et al. 2009




Tabela 1. Continuacao

Flavonoides

Espécies

Ref.

amentoflavona (11)
7,7’-0O-dimetil-amentoflavona (43)
heveaflavona (44)

tetrametilamentoflavona (45)
amentoflavona (11)

putraflavona (24)

5,7,4’ -triidroxi-3’,5’-dimetoxi-flavona (25)
3,4°,5,7-tetraidroxi-3’-metoxi-flavonol (39)

5,4’ 7-triidroxi-3"-metoxi-3-B-O-
galactopiranosil-flavona (40)

calodenina B (28)

flavumona A (29)

flavumona B (30)

calodenina C (31)

lophirona A (32)
4’,5-OMe-6,7-metilenodioxi-isoflavona (33)
lophirona G (50)

hexaspermona A (4)
hexaspermona B (5)
hexaspermona C (6)
5,7,4’-O-metil-isoflavona (7)
7°’-O-metilagatisflavona (10)
7,7’ -O-dimetillanaraflavona (34)
7"-O-metilagastiflavona (10)
agastiflavona (35)

epicatequina (51)
6-C-glicopiranosil-luteolina (36)

3-O-glicopiranosil-quercetina (37)

. castaneifolia
. castaneifolia
. castaneifolia

. castaneifolia

o
o
o
o
O. cuspidata
O. cuspidata
O. cuspidata
O. cuspidata
o

. cuspidata

0. flava
0. flava
0. flava
0. flava
0. flava
0. flava
0. flava
O. hexasperma
O. hexasperma
0. hexasperma
O. hexasperma
0. hexasperma
O. hexasperma
O. hexasperma
O. hexasperma
O. hexasperma
O. hexasperma

O. hexasperma

NASCIMENTO et al. 2009
NASCIMENTO et al. 2009
NASCIMENTO et al. 2009
NASCIMENTO et al. 2009
SUZART et al.,2007
SUZART et al.,2007
SUZART et al.,2007
SUZART et al.,2007
SUZART et al.,2007

MBING et al., 2003a
MBING et al., 2003a
MBING et al., 2003a
MBING et al., 2003a
MBING et al., 2003b
MBING et al., 2003a
MBING et al., 2003b
MOREIRA et al., 1994
MOREIRA et al., 1994
MOREIRA et al., 1994
MOREIRA et al., 1994
MOREIRA et.al, 1999
DANIEL et al.,2005
DANIEL et al.,2005
DANIEL et al.,2005
DANIEL et al.,2005
DANIEL et al.,2005
DANIEL et al.,2005




Tabela 1. Continuacao

Flavonoéides Espécies Ref.
8-C-B-D-glicopiranosil 2°’-O-B-D- O. hexasperma DANIEL et al.,2005
glicopiranosil-luteolina (38)

rutina (19) O. hexasperma SUZART et al.,2007
vitexina (26) O. hexasperma SUZART et al.,2007
orientina (27) O. hexasperma SUZART et al.,2007
swertisina (20) O. hexasperma SUZART et al.,2007
swertiajaponina (21) O. hexasperma SUZART et al.,2007

3,4’ ,5-triidroxi-6-v,y dimetil-alil-7-O-3-D- O. hexasperma SUZART et al.,2007
glicosil-flavanona (22)

3,4’,5-triidroxi-6-y,y dimetil-alil-7-O-B-D- O. hexasperma SUZART et al.,2007
glicopiranosil-flavona (23)

77-O-metil-agathisflavona (10) O. microdonta CARVALHO et al., 2008
amentoflavona (11) 0. microdonta CARVALHO et al., 2008
agatisflavona (35) O. microdonta CARVALHO et al., 2008
amentoflavona (11) O. multifora MONACHE et al., 1967

3-OH-4,5,7-OMe-flavona-(6—8’’)- 3°’-OH-  O. multifora
3.4 57 7’-OMe-flavona (12)

ouratina A (46) O. nigroviolacea
ouratina B (47) O. nigroviolacea
agatisflavona (35) O. nigroviolacea
7,7’ -O-dimetilagatisflavona (9) O. parviflora
amentoflavona (11) O. parviflora

3°,6,8-Cl-4’,5-OH-7-O-Me-isoflavona (13) O. semisserrata
3’,5,6,8-Cl-4’,5-OH-7-O-Me-isoflavona (14)  O. semisserrata

5,7-OH-flavona-(4’—0—8")-4°",5",7’-OH-  O. semisserrata
flavona (15)

5-OH-7-O-Me-flavona-(4’—>0—8’)- O. semisserrata
4757 7°’-OH-flavona (16)

5-OH-7-O-Me-flavona-(4’—0—8")-5",7""- O. semisserrata
OH-4"’’-O-Me-flavona (17)

MONACHE et al., 1967

MBING et al., 2006
MBING et al., 2006
MBING et al., 2006
FELICIO et al. 2004
FELICIO et al. 2004

VELANDIA et al., 2002
VELANDIA et al., 2002
VELANDIA et al., 2002

VELANDIA et al., 2002

VELANDIA et al., 2002




Tabela 1. Continuacao

Flavonoides

Espécies

Ref.

amentoflavona (11)
podocarpusflavona A (18)
rutina (19)
proantocianidina (1)
catequina (2)

6,6”- bigenkanina (8)

7,7’ -O-dimetilagastiflavona (9)
bilobetina (41)

lophirona A (32)
amentoflavona (11)
ochnaflavona (Fig.1a)
podocarpusflavona A (18)
agatisflavona (35)
sulcatona A (48)

3-hidroxi-2,3-diidroapigenil-(4’—0—3")-
diidrokampferol (49)

amentoflavona (11)
agatisflavona (35)

lophirona A (32)

O. semisserrata
O. semisserrata
O. semisserrata
Ouratea sp
Ouratea sp

0. spectabilis
0. spectabilis
O. staudtii
O. staudtii
O. staudtii
0. staudtii

. staudtii

o

O. staudtii
O. sulcata
o

. sulcata

O. sulcata
O. sulcata

O. sulcata

VELANDIA et al., 2002
VELANDIA et al., 2002
VELANDIA et al, 2002
MARCOL et al, 1988
MARCOL et al, 1988
FELICIO et al., 1995

FELICIO et al., 1995
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
ZINTCHEM et al., 2007
PEGNYEMB et al., 2005

PEGNYEMB et al., 2005

PEGNYEMB et al., 2005
PEGNYEMB et al., 2005

PEGNYEMB et al., 2005

a) Ochnaflavona

(o)

OH

Figura 1. Estruturas da a) ochnaflavona e b) luxenchalcona.
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Figura 2. Estruturas de flavondides encontrados em espécies de Quratea



27: R=OH 28: R=R1=H
29: R=H; R1=OH
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31 32

Figura 2. Continuacio.



43: R1=R3=Me; Ro=R4=H
44: R1=R3=R4=Me; Ro=H 46: R=R1=Me

45: Ry=R2=R3=Rs=Me 47: R=Me; Ry=H

Figura 2. Continuagao.
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Figura 2. Continuacio.

II1.3. Atividades bioldgicas apresentadas por espécies do género Quratea

O extrato aquoso de Quratea sp., contendo proantocianidinas, mostrou atividade
antitumoral contra o carcinossarcoma de Walker 256 e sarcoma 180 em ratos (SAMPAIO et
al., 1975; OLIVEIRA et al., 1972). As biflavonas 6—6"- bigenkwanina (8) e a 7,7"-
dimetoxiagatisflavona (9), isoladas da O. spectabilis, apresentaram atividade inibitdria sobre a
enzima aldose redutase de cristalino bovino, a qual estd relacionado com a patogénese da
maioria das complicagdes da diabetes como cataratas, retinopatia e neuropatia (FELICIO, et.
al., 1995). Os biflavondides isolados de O. spectabilis, O. multiflora e O. parviflora
mostraram inibi¢do da producdo de aflatoxina por Aspergillus flavus (GONCALEZ, et al.,
2001). Os biflavonodides, 7"”-O-metilagatisflavona (10) de O. hexasperma, a amentoflavona
(11) de O. semisserrata e o derivado acetilado da amentoflavona foram avaliados quanto as
atividades inibitérias de DNA topoisomerase humana tipo 1 e II-a, crescimento de células de
carcinoma de Ehrlich e crescimento de células de leucemia humana K562; os biflavonédides e
o derivado apresentaram potente atividade sobre a inibicdo do crescimento de células de
carcinoma de Ehrlich e a atividade inibitéria da DNA topoisomerase humana tipo I na
concentracdao de 200 uM, enquanto que a apenas a 7"-O-metilagatisflavona (10) apresentou
atividade sobre a inibicdo da DNA topoisomerase humana tipo II-a, na mesma concentragao.
O biflavondide (10) também apresentou inibicdo de 42% do crescimento de células de
leucemia humana K562 (GRYNBERG e al., 2002; CARVALHO et al., 2002). O extrato
hidroetandlico e a fracdo acetato de etila de O semiserrata apresentaram efeito vasodilatador
endotélio-dependente e atividade antiipertensiva in vitro, inibindo a conversao da enzima
angiotensina I (BRAGA et al.,2000). A avaliagdo da atividade vasodilatadora de extrato
hidroalcéolico de caules de O. semiserrata em anéis de aorta pré-contraidos com fenilefrina,

produziu vasodilatagdo significativa (63 + 3 %, n = 6) na concentragdo de 100 mg/mL. Este
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estudo demonstrou a potente atividade vasodilatadora in vitro para o extrato hidroalcodlico de
caules de O. semiserrata a qual, juntamente com a atividade inibitéria da ECA in vitro,
anteriormente relatada por Braga, apontam a espécie como fonte de substancias bioativas,
potencialmente tteis para o tratamento da hipertensdo primaria (VALADARES et al., 2003).
O dleo extraido do extrato hexanico dos frutos de Ouratea parviflora apresentou atividade
antibacteriana e antifiingica (MARCOL et al., 1988). Os extratos metandlicos de folhas de
algumas espécies de Ouratea apresentaram atividade antimicrobiana in vitro contra
Staphylococcus aureus e S. epidermidis (O. sulcata), e Candida albicans (O. elongata e O.
flava) (GANGOUE—PIEBOJ I et al., 2006). Os biflavonoides sulcatona A (48) e 3-hidroxi-2,3-
diidroapigenil-(4"—>0—3")-diidrokampferol (49) obtidos de O. sulcata também exibiram
significante atividades antimicrobiana in vitro contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,

Vibrio anguillarium e Escherichia coli (PEGNYEMB et al., 2005).
IV. PARTE EXPERIMENTAL

IV.1. Material e métodos

Utilizou-se evaporador rotatério Fisaton 801 para retirar solventes das solucdes de
extratos brutos.

Os reagentes usados foram: cloreto de aluminio hexahidratado, tungstato de sédio
diidratado (Na2WQ04.2H20), acido fosfomolibdico (H3[P(Mo03010)4]x.H20), acido fosférico
(H3PO4) da Vetec; o carbonato de sédio anidro da Grupo Quimica; os padrdes (+)-catequina e
(+)-epicatequina da Sigma Chemical Co e o 4cido gélico da Merck.

Os espectros de RMN 1D foram processados no programa ACDLABS, os espectros de
dicroismo circular em programa Origin 5.0 € 6.0 e o grafico em Microsoft Office Excel 2003.

As cromatografias em coluna foram realizadas com gel silica (230-400 e 70-230 mesh,
Vetec), e com Sephadex LH-20 (Sigma, USA).

Cromatografia em camada preparativa foi realizada em gel silica 60 PF254 da Merck ou
Vetec sobre suporte de vidro e espessura de 1 mm. As substincias foram detectadas por
irradiacdo com lampada ultravioleta (254 e 366 nm).

As andlises por cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas
em ‘“‘cromatofolhas” com gel silica 60 F,s4 em suporte de aluminio da Merck, Whatman e
Sorbent. As substancias foram visualizadas através de irradiacio com lampada ultravioleta

com comprimento de onda de 254 nm e 365 nm, ou exposi¢do a cristais de iodo resublimado
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e/ou pulverizadas com solucdo de vanilina sulfirica e solucdo de AICI-EtOH (1%)
(DOMINGUEZ, 1973; MATOS, 1988).

Os solventes utilizados para extracdo, técnicas cromatograficas e reacdes foram todos
grau P.A. da industria quimica Vetec. Alguns solventes comerciais foram destilados antes de
serem utilizados como por exemplo o metanol, hexano, diclorometano, acetato de etila e
cloroférmio. Para as andlises em CLAE e UV foram usados solventes grau espectroscépico do
Grupo Quimica e Vetec, e dgua Milli-Q.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Mel-Temp II da Laboratory
devices U.S.A., utilizando-se capilar sem correcdo dos valores.

Os espectros de absor¢do no infravermelho (IV) foram registrados em um
espectrofotometro VERTEX-70 com transformada de Fourier, em pastilhas de KBr ou em
filmes sobre cela de NaCl.

Para a determinagdo do total de fendlicos foi utilizado o espectrofotdmetro UV-Vis da
marca Shimadzu, modelo UV-mini 1240, e as leituras realizadas a 760 nm, em cubeta de
quartzo de caminho 6tico de 1 cm.

Os cromatogamas e espectros de massas foram registrados a espectrometro de massas
computadorizado com analisador quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons, 70 eV,
acoplado em cromatégrafo com fase gasosa, CG/EM-QP2010 Plus da Shimadzu.

As andalises em LC-EM-IES foram realizadas na Universidade Federal do Ceara, no
Laboratério de Espectrometria de Massa do Nordeste — LEMANOR, em aparelho Shimadzu
LC-EM-TOF (225-07100-34) equipado com fonte de ionizacao de elétron-spray.

Nas andlises realizadas em CLAE utilizou o aparelho Shimadzu LC DAD com
detector de fotodiodo, com coluna Shimadzu C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um) e CLAE
Shimadzu LC-20AT, detector UV, com coluna C18 (250 mm x 10 mm x 5 pwm) para técnica
semipreparativa.

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos em aparelho DC-Jasco 815; as
leituras realizadas de 500 a 200 nm, a 22°C, em cubeta de quartzo com lcm de caminho Gtico.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono-13
(RMN 13C), incluindo experimentos em 2D, foram obtidos em aparelhos Briicker, modelos
Advance II, de (400 MHz para 'H e 100 MHz para >C) e (500 MHz para 'H e 125 MHz para
13C). Os solventes usados foram cloroférmio deuterado (CDCl3), metanol deuterado (D;COD)

acetona deuterada (D3;CCOCDs3) ou dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg). Como padrdo
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interno foi usado tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos () foram obtidos em

parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram expressos em Hertz (Hz).

IV.2. Material vegetal

O material para estudo, folhas e caule da espécie Ouratea ferruginea Engl., foi
coletada na Embrapa de Belém, no estado do Pard, com a colaboragcdo da Profa. Dra. Giselle
M. S. P. Guilhon e identificado pela MSc. Silvane Tavares Rodrigues. A exsicata estd
depositada no herbdrio IAN da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, com o registro de n°

183954.

IV.3. Preparacao de derivados

Foram preparados derivados de fracdes e substancias isoladas para facilitar o
isolamento ou obten¢do de espectros de RMN em cloroférmio deuterado e anélise em CG-

EM.

IV.3.1. Metilacdo com diazometano

A solu¢do de diazometano foi preparada de acordo com a metodologia experimental
descrita na literatura (VOGEL, 1989; CARVALHO et al., 2006). Adicionou-se a solu¢do
etérea do diazometano em excesso as substancias dissolvidas em metanol. O solvente foi

evaporado, fornecendo as substincias metiladas.

IV.3.2. Acetilacdo com anidrido acético e piridina

A reagdo de acetilagdo das substancias foi feita adicionando-se piridina (3 mL /100
mg) e anidrido acético (4 mL/100 mg) nas amostras. A mistura reacional permaneceu sob
agitacdo por 24 horas a temperatura de 60 °C. Apés esse intervalo, adicionou-se dgua gelada a
solucdo. O material acetilado foi extraido com cloroférmio (3x) e a solu¢do cloroférmica
lavada com HCI (10%) para eliminar a piridina, e em seguida, lavou-se vdrias vezes com agua
destilada. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e evaporada em rota

evaporador, obtendo-se as substancias acetiladas (MOREIRA et al., 1999).

IV.4. Preparo dos extratos de folhas e caule

Caule e folhas da planta, apés serem secos e moidos, foram submetidos a extracao
através de maceracgdo a frio. O caule (3645,97 g) foi inicialmente extraido com diclorometano
e as folhas (968,57 g) com hexano e depois, em ambos, com metanol. Os solventes das

extragdes foram retirados através de destilacdo em evaporador rotatério sob pressao reduzida,
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para a obtencdo dos extratos. Das folhas foram obtidos os extratos denominados OFFH
(Ouratea ferruginea folhas hexano: 18,95 g) e OFFM (Ouratea ferruginea folhas metanol:
152,26 g). Do caule resultaram os extratos OFCD (Ouratea ferruginea caule diclorometano:
15,33 g) e OFCM (Ouratea ferruginea caule metanol: 197,98 g). O Esquema 1 (p. 20)
mostra os procedimentos realizados no fracionamento dos extratos de caule e o Esquema 2

(p. 26) os procedimentos de fracionamento dos extratos de folhas.
IV.5. Isolamento e purificacdo de metabélitos especiais de extratos do caule

IV.5.1. Fracionamento do extrato do caule obtido com diclorometano (OFCD)

Uma parte do extrato OFCD (5,33 g) foi reservada para a realizacdo de ensaios
bioldgicos. O restante (10,0 g) foi submetido a cromatografia liquida clédssica. O extrato foi
incorporado em gel de silica (70-230 mesh) formando uma pastilha a qual foi introduzida
dentro de um funil de separagdo de 1L. A coluna foi empacotada com o mesmo tipo de gel de
silica da pastilha. Utilizou-se hexano como eluente inicial, aumentando-se gradativamente a
polaridade dos solventes, passando por diclorometano, acetato de etila, e metanol. Este
fracionamento gerou 97 fracdes de 400 mL, as quais foram concentradas em evaporador
rotatério. A comparacao das fragdes foi feita por CCDA, usando vanilina sulftrica e solugao
etandlica de cloreto de aluminio [AICI;-EtOH (1%)] como solugdes reveladoras. As fragdes

foram reunidas de acordo com a semelhanca de seus perfis em CCDA.

A fracdo OFCD-6 resultou em um precipitado branco, identificado como o triterpeno
friedelina (1; 82,0 mg; p.f. 248-258°C) por andlise de RMN 'H. Nas fracdes seguintes
(OFCD-7-8; 126,0 mg) identificou-se a mistura de dois triterpenos: friedelina (1) e
friedelinol (2) por andlise em CG-EM e comparacdo com a biblioteca do aparelho. A fragao
OFCD-13-15 (297,0 mg; p.f. 140-145°C) forneceu cristais de colora¢do branca, os quais
foram identificados, por andlise de espectro de RMN He CG-EM, como sendo mistura de
sitosterol (3), estigmasterol (4) e campesterol (5). A fragaio OFCD-21-25 (228,0 mg) foi
submetida CCDP, eluida com hexano/AcOEt — (9:1), que resultou em 4 partes. A parte
1(origem) foi submetida a uma segunda preparativa, eluida com hexano/AcOEt — (1:1), da
qual se obteve uma substancia em forma de p6 levemente esbranquicado, cuja andlise dos
espectros de RMN 'H e °C e 2D (HSQC e HMBC) permitiu identificd-la como a 5,4’-
diidroxi-7,5’,3’-trimetoxi-isoflavona (6; 3,3 mg, p.f. 150—1550C). A sexta parte obtida da
CCDP (eluente n-hexano/AcOEt — 1:1) da fracdo OFCD-27-28 (10,0 mg), forneceu a

substancia identificada como 5,4’-diidroxi-7,3’-dimetoxi-isoflavona (7; 6,0 mg, p.f. 180°C).
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A fracdo OFCD-27-28-1p3 resultou de uma preparativa da reunido do sobrenadante da fracdo
OFCD-27-28 com as partes restantes da preparativa descrita acima. A andlise dos espectros
de RMN'H 1D e HSQC 2D, permitiu identificar o aldeido siringico (8; 2,0 mg, p.f. 110°C).
A fragio OFCD-27-28-2p8 foi analisada com CG-EM e RMN'H e foi identificada como 2,6-
dimetoxibenzoquinona (9) enquando a OFCD-27-28-p4 forneceu a mistura de 2,6-
dimetoxibenzoquinona (9) e 2,6-dimetoxiidroquinona (10) apés andlise com CG-EM. A
fracdo OFC-CH,Cl,-33-34 foi submetida a sucessivas precipitacdes e recristalizacdes; foram
obtidos desse procedimento um precipitado branco e sua dgua mae; a anédlise do precipitado
por espectro RMN 'H conduziu a identificacio do aldeido ferilico (11; 1,9 mg); a 4gua mie
(4,9 mg, p.f. 175°C), foi analisada por CG-EM, RMN 'H e HSQC e revelou a presenca de
duas isoflavonas em mistura, a S-hidroxi-7,3’,4’,5’-tetrametoxi-isoflavona (12) ¢ a 7,5-
diidroxi-5’,4’,3’-trimetoxi-isoflavona (13). A fracio OFCD-50-51 forneceu um precipitado
apos adicdo de cloroférmio, que foi identificado como 5,7,4 -trihidroxi-3,5 -dimetoxi-
isoflavona (14; 5,0 mg, p.f. 228-240°C) ap6s andlise dos espectros RMN 1D e 2D (HMBC e
HSQC). A fracio OFCD-68-69 (38,0 mg) foi insolivel em cloroférmio e acetona, e pouco
solivel em metanol e DMSO, o que dificultou a aquisi¢cdo de espectros de RMN. O espectro
de infravermelho deste precipitado permitiu verificar a presenca de hidroxilas. Esta
informacao possibilitou a preparagao de um derivado acetilado (Ver 1V.4.3.2), que apds ser
submetido a experimentos de RMN IH, COSY e CG-EM, identificou-se dois derivados
acetilados em mistura, por conseguinte as saponinas 15 e 16. As estruturas das substincias

isoladas de OFCD sao apresentadas na Figura 3 (p. 17).

16



O,
=
=

MeO.

o
MeO H MeO OH MeO o
H HO ; O; ;
OMe OMe OMe
7
8 9 10
N H X
HO Me
OMe 11 OMe 11a
X
OH
HO o
H&_ N
OH o 15
OCOCH3
H3CCO °
H
3CCO0 15a
ococH; °
&
0COCHg
H3CCO °
HyCCOO
ococr; 0

Figura 3. Estruturas das substancias isoladas de OFCD

IV.5.2. Fracionamento do extrato metanoélico do caule (OFCM)

O extrato OFCM (56,56 g) foi dissolvido em MeOH:H,O (8:2) e extraido
primeiramente com hexano, em seguida diclorometano e acetato de etila. As solucdes obtidas
nestes solventes o a solu¢do hidrometandlica restante foram concentradas em evaporador
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rotatdrio resultando nas fracoes OFCM-PH (0,45 g), OFCM-PD (2,75 g), OFCM-PA (2,43
g) e OFCM-PF (50,23 g), correspondentes aos solventes extratores hexano, diclorometano,

acetato de etila, e o residuo hidrometandlico, respectivamente.

IV.5.2.1. Fracionamento cromatografico de OFCM-PH

A fracio OFCM-PH (0,45 g), foi submetida a cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica. Utilizaram-se os solventes hexano, diclorometano, cloroférmio e metanol,
individualmente e em mistura, na eluicdo da coluna, por polaridade crescente. Foram
coletadas 22 fra¢des de 50 mL cada. A fracado OFCM-PH-6 (33,0 mg) foi aplicada em placa
cromatografica preparativa que forneceu 5 partes diferentes. A parte 3 (20,0 mg) foi analisada
por RMN'H de CG-EM e conduziu 2 identificacdo de uma mistura de sitosterol (3),
estigmasterol (4) e campesterol (5), Figura 4 (p. 18). As fracdes menos polares
apresentaram-se como mistura de hidrocarbonetos e as demais fracdes nao forneceram

resultados adequados para conclusdes de constituintes.

e

HO HO HO

Figura 4. Estruturas das substancias isoladas de OFCM-PH

IV.5.2.2. Fracionamento cromatografico de OFCM-PD

Utilizou-se 2,52g a fracio OFCM-PD para fracionamento e 230,0 mg foi separado
para ensaio bioldgico. A coluna de gel silica foi eluida em polaridade crescente com hexano,
diclorometano, cloroférmio e metanol. O fracionamento resultou em 22 fragdes de 250 mL. A
fracdo OFCM-PD-14 (3 mg) foi injetada em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectro de
massas € mostrou picos de uma mistura de trés constituintes majoritarios [Tr= 9,27 (2,94%;
m/z=168.0); 11,48 (42,87%; m/z=180.0); 14,20 (28,98%; m/z= 210.0)] que foram
identificados como acido vanilico (17), 4-((1E)-3-hidroxi-1-propenil)-2-metoxifenol (18) e
3,5-dimetoxi-4-hidroxi-diidrocinamaldeido (19), Figura 5 (p. 19). Junto a estas substancias
identificou-se um ftalato considerado contaminante do solvente [Tr: 19,02 (25,21%; m/z=

279.0)].
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Figura S. Estruturas das substancias isoladas de OFCM-PD

1V.5.2.3. Fracionamento cromatografico de OFCM-PA

Uma parte do material da fracio OFCM-PA (64 mg) foi solubilizada em metanol e
aplicada em gel Sephadex LH-20. Foram recolhidas 11 fracdes de 5 mL. A fracado OFCM-PA-
6-8 (18,9 mg) foi reaplicada em gel Sephadex LH-20, obtendo se 13 fragdes de SmL. Como as
fracdes apresentaram em CCDA composi¢cdo complexa, semelhante a fracdo de origem
OFCM-PA, observou-se que a técnica de separacao nao foi eficiente. Ver Cap. V.3. (p. 121) e
V4. (p. 124).

IV.5.3. Metilacao da substancia 11

Uma parte do precipitado de 11 (1,9 mg), obtido da fracio OFCD-33-34, foi
solubilizado em pequena quantidade de cloroférmio. Foram adicionados, ao material
totalmente solubilizado, 4 mL de solucdo de diazometano. A mistura ficou em banho de
ultrasom até verificar a auséncia de desprendimento de gas N, da solug@o. Apds o término da
reacdo o material permaneceu em capela para secagem do solvente. O material obtido foi
submetido a andlise em CG-EM, que revelou um constituinte majoritdrio com tempo de
retencdo de 4,20 min e massa igual a m/z = 207 (M+1). Obteve-se o produto (E)-1-(3,4-

dimetoxifenil)-3,4-epoxi-1-buteno (11a) pela metilacio do fenol e adi¢@o a carbonila.

IV.5.4. Acetilacao da substancia 15 e 16

Uma parte do precipitado da mistura de 15 e 16 (18 mg), obtido da fragdo OFCD-68-
69, foi acetilado com piridina e anidrido acético, conforme descrito em IV.3.2 (p. 14). Dessa
reacdo obteve-se 35,0 mg de material acetilado. Através de experimento de RMN 'H e CG-
EM foram identificados os derivados acetilados (15a e 16a), das substiancias naturais
conhecidas por  3-B-O-B-D-glicopiranosilestigmasterol 15) e 3-B-O-B-D-

glicopiranosilsitosterol (16).

IV.5.5. Preparacao do derivado acetilado de OFCM-PA e OFCM-PF
300 mg da fragdo OFCM-PA e 100 mg da fracio OFCM-PF foram tratados com
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piridina e anidrido acético obtendo-se 505,8 mg de OFCM-PA e 134,3 mg de OFCM-PF

acetilados. Estas fracoes

acetiladas foram analisadas por experimentos de RMN para a

determina¢ao da composi¢ao quimica e pode-se verificar a presenca de substancias fendlicas.

CAULE - 364397 ¢
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Esquema 1. Marcha de fracionamento dos extratos do caule de Ouratea ferruginea
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IV.6. Isolamento e Purificacao de Metabolitos Especiais dos Extratos de Folhas

O esquema 2 mostra um resumo dos procedimentos de fracionamento dos extratos de

folhas da planta.

IV.6.1. Fracionamento do extrato hexinico das folhas (OFFH)

Parte do extrato hexanico de folhas (8g, OFFH) foi solubilizado em 75 mL de hexano
e lavado, em funil de separagdo, com solucdo MeOH/H,O (8:2). As duas fracdes obtidas
foram nomeadas de polar e apolar, soliveis em metanol e hexano, respectivamente. Ambas
foram concentradas em evaporador rotatério e resultaram em 0,30 g de fracdo polar e 7,5 g de

fragdo apolar.

IV. 6.1.1. Fracionamento cromatografico de fracao OFFH polar

O material polar (0,30 g) foi aplicado em coluna cromatogréfica de gel silica e foram
obtidas 13 fracdes de 50 mL. A subfracdo 4 foi analisada em CG e identificaram-se 3
substancias. A comparacdo dos espectros de massas com a biblioteca do aparelho permitiu

identifica-las como os triterpenos friedelina (1), friedelinol (2) e lupenona (20) (1,0 mg).

1 2 20

Figura 6. Estruturas das substancias obtidas de OFFH

1V.6.1.2. Fracionamento cromatografico de fracio OFFH apolar

5,00 g da fracdo OFFH apolar foram submetidos ao fracionamento cromatografico
em gel silica usando os solventes: hexano, diclorometano e metanol. Foram coletadas 41
subfracdes de 250 mL. A subfragdo 15-16 gerou um precipitado que foi identificado por CG-
EM como mistura de friedelina (1) e friedelinol (2)[55,0 mg, p.f. 248-258°C]. As estruturas

encontram-se acima.

IV. 6.2. Fracionamento do extrato metandlico de folhas (OFFM)

Parte do extrato metandlico das folhas OFFM (85,67 g) foram solubilizados em 600
mL de solugdo MeOH/H,0O (8:2), mas uma parte deste material (5,23 g) foi insoldvel. A

solucdo obtida foi lavada, em funil de separagdo, com hexano, diclorometano, e acetato de
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etila exaustivamente. Procedeu-se de forma semelhante a particdo realizada com o extrato
metandlico do caule. Obtiveram-se as fragdes correspondentes as fragdes: hexano [OFFM-
PH] (1,49 g), diclorometano [OFFM-PD] (2,31 g), acetato de etila [OFFM-PA] (6,97 g) e o
residuo [OFFM-PF] (66,59 g).

IV. 6.2.1. Fracionamento cromatografico de OFFM-PH

A fracdo OFFM-PH (1,49 g) foi submentida a cromatografia em coluna usando gel de
silica como adsorvente e hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol como eluentes.
Obteveram-se 35 fracdes. A fragio OFFM-PH-8 (8,5 mg) apresentou-se como um sélido
branco identificado como sendo dois triterpenos, friedelina (1) e lupeona (20), Figura 6 (p.
22). A fragdo OFFM-PH-16 (1,4 mg) gerou um precipitado branco identificado como mistura
dos 3 esterdides, sitosterol (3), estigmasterol (4) ¢ campesterol (5) Figura 4 (p. 18), em

ambas se utilizou de CG-EM e RMN 'H para determinar a estrutura.

IV. 6.2.2. Fracionamento cromatografico de OFFM-PD

A fracdo OFFM-PD foi solubilizada em cloroférmio e revelou a presenga de um
precipitado de coloracdo amarela insolivel em cloroférmio, nomeado OFFM-PD-ppt. O
mesmo foi recolhido e analisado em CCDA e experimentos de RMN. A anélise dos espectros
de RMN 'H permitiu identificar uma mistura de biflavonas. O material soliivel em
cloroférmio foi submentido a cromatografia em coluna de gel de silica usando solventes
organicos com polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) e
foram recolhidas 51 fracdes de 50 mL. As fragdes 26, 27a (precipitado), 27b (sobrenadante),
28 e 29 apresentaram precipitados de coloragdo amarela. Estas fracdes foram comparadas com
OFFM-PD-ppt em CCDA e apresentaram semelhangas de Rf entre alguns dos componentes
da mistura. As com maiores semelhangas de Rf foram reunidas, resultando em duas fracdes
codificadas de OFFM-PD-26-27a e OFFM-PD-27-29b. A anélise por CL-EM-IES revelou a
presenca de duas substincias majoritarias na fracdo 27b-29b. A andlise dos espectros de
massas de cada constituinte com sistema de fons positivos e negativos permitiu identificar
para a substancia com tempo de retencao de 61,5 minutos, o valor de m/z= 537,8072 e para a
substancia com tempo de retencdo de 68,8 minutos, o valor de m/z = 551,1015. Com o
objetivo de se obter informagdes adicionais sobre os constituintes dessa mistura, fez-se uma
andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos e
comparou-se com os tempos de reten¢do e as curvas de UV de padrdes de biflavondides
isolados anteriormente dos géneros Ouratea € Luxemburgia (BOSSO, 2004; DANIEL, 2004).
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Os padroes usados foram: agatisflavona, 7’ -metilagatisflavona, amentoflavona,
podocarpusflavona e luxenchalcona, além do 4cido siringico comercial. Os padrdes e as
fragdes 26-27a, 27b-29 e foram solubilizados em metanol grau espectroscépico e analisados
por CLAE-DAD (Shimadzu) em sistema isocritico com injetor Rheodhyne. Utilizou-se
coluna analitica de fase reversa C-18 (250 mm x 4,6 mm x S5um, Shimadzu), como fase movel
68% de A (metanol:acetonitrila, 90:10) e 32% de B (4gua:acido acético 1%), velocidade de
fluxo de ImL.min™, deteccdo foi feita a 254 nm e o volume de injecao foi de 10 puL. As
fracdes 27b-29 apresentou trés picos no cromatograma (Figura 73b, p. 99), ambos
apresentaram maximos de absor¢do no UV na regiao caracteristica de biflavondide. Somente
o biflavon6ide amentoflavona (21) foi identificado por CLAE-DAD através da comparacdo
do seu tempo de retencao e da sua curva de UV com a do padrdo auténtico. A fragdo 26-27a
apresentou quatro picos no cromatograma, sendo a substancia com Tr= 3,29 min identificada
como o dcido siringico (22) e a substancia com Tr= 8,096 min como a amentoflavona (21)
através de comparacdo do tempo de retencdo e da curva de UV com padrao auténtico. Os
outros dois picos foram incompativeis com os padrdes analisados, mas apresentaram os
espectros na regido do UV caracteristicos de biflavonéides. Estas fragdes foram entdo
submetidas ao fracionamento em CLAE escala semipreparativa, em um cromatédgrafo liquido
Shimadzu-Modelo LC-20AT equipado com detector de ultravioleta. Utilizou-se uma coluna
semipreparativa C-18 (250 mm x 10 mm x 5 wm, Supelco), como fase mével 75% de A
(metanol:acetonitrila, 90:10) e 25% de B (H,0); velocidade do fluxo de SmL.min'l, deteccao
a 254 nm e injecdo de 100 uL. Foram injetados aproximadamente 15 mg de material
solubilizado em metanol grau espectroscépico e as substancias com tempos de retencao
semelhantes foram coletadas no mesmo recipiente. Apds a andlise foram obtidas cinco fracdes
nomeadas de A (2 mg), B (2 mg), C (7 mg), D (1 mg) e E (3 mg). Na subfracdo A estava
presente o 4cido siringico; a subfracio B apresentou mistura de constituintes nao
identificados; em C obteve-se a amentoflavona em mistura com um biflavondide nio
identificado; D apresentou a mistura de amentoflavona e de seu derivado monometoxilado e
em E obteve-se apenas a amentoflavona monometoxilada. A fragio OFFM-PD-26-29-E,
incompativel com os nossos padrdes de biflavondide, foi submetida a experimentos de RMN
("H, HSQC, HMBC e NOESY) que permitiu identifici-la como sendo 7-metilamentoflavona
(23). As estruturas das substancias identificadas em OFFM-PD sao apresentadas na Figura 7

(p. 24).
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Figura 7. Estruturas da substancias isoladas de OFFM-PD

1V.6.2.3. Fracionamento cromatografico de OFFM-PA

A fracdo OFFM-PA (2,50 g) foi aplicada em coluna cromatografica de gel de silica,
com sistema eluentes de cloroférmio e metanol. Recolheram-se 24 fragdes de 150 mL. A
fracdlo OFFM-PA-10-11 (630 mg) apresentou uma coloragdo castanho-avermelhada em
CCDA com revelador de solucdo de vanilina sulfirica. As mesmas foram novamente
submetidas a cromatografia em coluna nas mesmas condi¢des anteriores. A fracio OFFM-
PA-10-11 gerou 12 subfragdes. A subfracdo 6-9 (169,0 mg) foi filtrada em gel de sephadex
LH-20. Foram recolhidas 26 fragdes. Na fracdo OFFM-PA-10-11-SG-6-9-SPH-15-19,
analisada por experimento de RMN (‘H e COSY), identificou-se o tanino conhecido como
epicatequina (24) [13 mg, 6leo]. Para melhor identificacdo desta substincia, resolveu-se
analisi-la em espectrofotdmetro de dicroismo circular, em compara¢do com os padrdes (+)-
catequina e (+)-epicatequina. Foram preparadas solu¢des em metanol grau espectroscopico
nas concentragdes de 1,45)(10'3 , 1,72)(10'3 e 7,86)(10'3 mol/LL para (+)-catequina, (+)-
epicatequina e a substancia 24, respectivamente. As leituras foram realizadas a partir da
adi¢do de 50 pL de solugdo em cubeta com 3 mL de metanol grau espectroscopico. Os
espectros, com a curva dicrdica satisfatéria, de cada composto analisado foram obtidos apos a
adicao de 150, 200 e 50 pL das solugdes de (+)-catequina, (+)-epicatequina e a substancia 24,
respectivamente. Para a obtencdo de um espectro de massas, uma pequena quantidade da

substancia 24 foi acetilada com anidrido acético e piridina (IV.6.3, p. 25).
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Figura 8. Estrutura da substancia isolada de OFFM-PA e seu derivado acetilado

1V.6.3. Acetilacdo da substancia 24

Foram acetilados 2,0 mg da substincia 24 conforme descrito em IV.3.2 (p. 14), o
material acetilado gerou massa de 3mg e solubilidade em solventes apolares como
diclorometano e cloroférmio. Esse material foi filtrado em coluna de gel de silica para
remocao de impurezas e analisado por CG-EM. O espectro de massas revelou uma massa e
um padrdo de fragmentacdo compativel com a substancia acetilada esperada, pentaacetil-

epicatequina (24a).

IV.6.4. Acetilacaio OFFM-PA e OFCM-PF

Foram acetilados 500 mg da fracdo em acetato de etila do extrato metandlico das
folhas (OFFM-PA) e 100 mg da fragao residual obtida pela parti¢do do extrato metandlico das
folhas (OFFM-PF) com piridina e anidrido acético conforme descrito em IV.3.2 (p. 14). O
material acetilado da fracdo OFFM-PA (600 mg) e da fracdo OFFM-PF (100,5 mg) foram

analisados por experimentos de RMN para a determinagao da composi¢ido quimica.
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Esquema 2. Marcha de fracionamento dos extratos de folhas de Ouratea ferruginea
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IV.7. Determinacao de fendis totais e taninos de OFCM-PA, OFCM-PF, OFFM-PA e
OFFM-PF

IV.7.1. Determinacao de fenéis totais

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nas fracoes OFCM-PA, OFCM-PF,
OFFM-PA e OFFM-PF foram feitas por meio de espectroscopia na regido do visivel
utilizando o método de Folin-Denis, com adaptagdes quanto ao tempo de reacdo e
concentracdo da amostra (FOLIN e DENIS, 1912; SANT’ANA et al., 2010, SOUSA et al.,
2007). O comprimento de onda 6timo de leitura (760 nm) foi estabelecido mediante varredura
na faixa de 400 a 800 nm, em 2h apds a adicao do reagente de oxi-reducdo ao extrato. Foram
preparadas solucdes na concentracdo de 0,15 mg/mL, em metanol grau espectroscopio, de
cada fracOes e todas as andlises foram feitas em triplicatas. A uma aliquota de 0,5 mL
(utilizando micropipetas de 1000 puL) dessa soluc@o foram adicionados 2,5 mL do reagente de
Folin-Denis, e apds 5 minutos foram adicionados 2,0 mL de uma soluciao aquosa de carbonato
de sédio a 14%, recém-preparada. A mistura reacional ficou em repouso por 2 h, e observou-
se a mudanga da coloracdo da solucdo de esverdeada para azul. Em seguida, fez-se a leitura a
760 nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e metanol/dgua Milli-Q
(9:1) como branco. O teor de fendis totais das fracdes foi determinado por interpolacdo da
absorbancia das amostras contra uma curva analitica construida com soluc¢des padrdo de dcido
gdlico em metanol e expressos como g de equivalentes de dcido gélico por 100 g de fracdo

(eEAG/100 g).

IV.7.2. Preparo do reagente de Folin-Denis

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL acoplado a um condensador de refluxo,
foram inseridos 20 g de tungstato de sédio diidratado (Na,WO4.2H,0), 4 g de é&cido
fosfomolibdico (H3[P(Mo030¢)4]x.H>0), 10 mL de 4cido fostérico (H3POy4) e 152 mL de dgua
Milli-Q. Ap6s duas horas de refluxo, a solucdo foi resfriada a temperatura ambiente, passada
para baldo volumétrico de 200 mL e seu volume completado com dgua Milli-Q. A solugdo
apresentou coloracdo esverdeada, foi armazenada em frasco ambar, sob refrigeracdo até o

momento do uso (LIANDA, 2009).

IV.7.3. Preparo da curva analitica do acido galico

Foi preparada uma curva analitica a partir da solu¢do metandlica do padrao de acido

gdlico (1 mg/mL = 0,0059 mM). Aliquotas de 2, 6, 8, 10, 20, 30 uL desta solucdo mae foram
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misturadas com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, e apds 5 minutos adicionou-se 2,0 mL de
solucdo aquosa recém-preparada de carbonato de sédio a 14%. As leituras foram feitas a 760

nm, utilizando-se dgua Milli-Q como branco. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

IV.7.4. Determinacio de taninos por precipitacdo com caseina

Para determinagdo de taninos usou-se uma metodologia de precipitacdo com caseina
(SEIGLER et al, 1986; READEL et al, 2001; MONTEIRO et al, 2007, VERZA et al, 2007)
com modificagdes. A precipitacdo dos taninos por caseina, consistiu em adicionar 5 mL das
solucdes estoque de cada fracdo em tubos de ensaios contendo caseina nas concentracdes de
400, 600 e 800 mg. Os tubos de ensaios ficaram em banho de ultrassom por 90 mim (WANG
et al, 2009), e apds sonicacdo foram centrifugadas e retiradas aliquotas de 0,5 mL do
sobrenadante (solu¢cdo ndo-tanante) para determinacdo dos fendis residuais por método de
Folin-Denis como descrito em (IV.7.1, p. 27). Todas as andlises foram feitas em triplicata. A
quantidade de taninos presente nas fracdes corresponde a diferenca entre o valor encontrado
para a solucdo ndo-tanante e o obtido na determinacdo de fendis totais. O teor de fendis
simples e taninos foram expressos como g de equivalentes de dcido galico por 100 g de fracio

(gEAG/100 g), assim como os fendis totais.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento cromatogriafico dos extratos de caule e folhas de O. ferruginea

conduziu a identificacdo de 24 substincias, cujas estruturas estdo representadas a seguir (pag.

29 a31).
CAULE
o H HO
2 3
N
HO HO
5 6
o]
MeO. H Meon/OH Meoj/i;ro
H HO' o
OMe OMe OMe
10
8 9

Quadro 5. Estruturas dos constiutintes isolados OFC
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Continuagao

OH

HO

OMe
17

X
OH 0COCH;
HO 0 H3CCO 0
HO H3CCOO
o o
15
OH OCOCHj
Ho 0 HyCCO 0
Ho H3CCOO
o 16 o

OCOCH; 15a

OCOCH;

16a

HO
HO

OMe
18 OMe 19

Quadro 1. Estruturas dos constituintes isolados de OFC
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FOLHAS

HO (o]

HO

HO HO

OH

21 22 23

Quadro 2. Estruturas dos constituintes isolados de OFF
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V.1 Determinacao estrutural dos constituintes especiais isolados de caule e folhas

V.1.1. Identificacao das substancias 1 e 2

O espectro de RMN de 'H (Figura 9 e 10, p. 33) corresponde a substancia 1 e mostra
sinais caracteristicos de metilas de triterpeno, oy 0,74(s), 0,89(s), 0,91(s), 0,97(s), 1,02(d),
1,07(s), 1,20(s), 1,27(s) e em dy 2,0(m); 2,26(m) e 2,38(m) correspondentes aos hidrogénios
vizinhos a funcdo carbonila. A andlise desses dados, aliados a consideragdes biossintéticas e
comparacdo com valores da literatura (KOJIMA et al, 1990; CARVALHO et al, 1995;
VELANDIA, 2002), além de comparag¢ao com padrdo em placa de cromatografia em camada
fina analitica permitiram propor a estrutura da friedelina. Uma parte menos purificada deste
material, a fracdo OFCD-7-8, foi analisada com cromatografia a gis acoplada com
espectrometro de massas e forneceu um cromatograma com dois picos (Tr = 24.4 e 25.0;
Figura 11a (p. 34) cujos espectros de massas (m/z 428 e 426, M™, respectivamente; Figura
11b-11e (p. 34) foram comparados com a espectroteca e permitiu identificar os dois
triterpenos pentaciclicos, friedelinol (2) e friedelina (1), respectivamente. O espectro de IV
(Figura 12, p. 35) da mistura mostrou absor¢do de determinados grupos funcionais como:
Vou = 3442 cm'l; 2925 e 2856 cm’ para estiramentos Vc.g; 1463 e 1388 cm’! para
estiramentos CH, e CHj respectivamente; Vc=o0 = 1714 e v¢c.0 = 1072 cm’. Os valores de
absor¢do na regiao de infravermelho estio de acordo com a estrutura proposta pelos

experimentos de RMN e CG-EM.

% Friedelina (1) 2 Friedelinol (2)

Tabela 2. Dados de RMN 'H 1, comparados com dados da literatura para friedelina
(VELANDIA, 2002)

H Substancia 1 (CDCl;) Friedelina (CDCly)
On On
H-1 2,00(m) -
H-2 2,38(m) 2,15-2,50(m)
H-4 2,26(m) 2,15-2,50(m)
3H-23 0,89(s) 0,87(s)
3H-24, 3H-25, 3H-26 0,74(s); 0,91(s); 0,97(s) 0,72(s); 0,86(s); 0,94(s);
3H-27, 3H-28, 3H-29 1,02(d); 1,07(s); 1,02 (s) 0,99(s); 1,04(s); 1,04(s)
3H-30 1,19(s) 1,17(s)
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V.1.2. Identificacao das substancias 3,4 e 5

Os esterdides 3, 4 e 5 foram obtidos em mistura e identificados através da analise dos
espectros de IV, RMN He compara¢do com dados descritos na literatura (CARVALHO et
al., 2001) e principalmente pela andlise com CG-EM. O espectro de RMN de 'H (Figura 13,
p. 36) apresenta sinais entre Oy 0,70 e 1,05 de grupos metilicos com multiplicidades
caracteristica de ester6ides (RUBINSTEIN et al., 1976), um multipleto em Oy 3,55 para o
hidrogénio carbindlico (H-3), o simpleto largo um em &y 5,37 correspondente a hidrogénio
olefinico (H-6), com esqueleto do tipo estigmast-5-enos. Os sinais em Oy 5,17 e 5,06 (dd,
J1=12,0 Hz, J,=8 Hz) correspondem aos hidrogénios H-22 e H-23 do estigmasterol,
respectivamente. Os dados obtidos por andlise em RMN revelam sinais atribuidos aos
componentes 3 ¢ 4. A andlise deste material com CG-EM (Figura 14, p. 36) revelou a
presenca de trés componentes com Tr = 13,3, 13,9 e 15,2 min. Os espectros de massa dos
componentes de cada pico foram comparados com os da espectroteca (Figura 15-17, p. 37 e
38) e além de confirmar a proposta de esterdides revelou um terceiro componente, sendo
identificados como sitosterol (3), estigmasterol (4) e campesterol (5). O espectro de IV
(Figura 18, p. 38) apresenta Vysx em 3431 cm’! absor¢do caracteristica de estiramento O-H;

absor¢do de esqueleto carbonico em 2960 e 2937 cm’! para vVe.m; 1458 cm’! para CH; e 1380,
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cm™ para CH3; Veoc = 1652 ¢ 1055 cm™ para estiramento C-O. As absor¢des observadas na

regido do infravermelho sdo comuns as trés substancias da mistura.
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V.1.3. Determinacao estrutural da substancia 6

A determinagdo estrutural desta substincia foi realizada por andlise de experimentos
de RMN 1D e 2D, e IV. As absor¢des observadas no espectro de IV (Figura 19, p. 41) foram
de estiramento O-H em 3429 cm’™'; presenca dos estiramentos C=0 e C-O foram confirmadas
em 1654 e 1114 cm™, respectivamente. A absorcdo da carbonila caracteriza a presenca de
conjugacdo, por aparece com a freqiiéncia reduzida. Os estiramentos correspondentes ao
esqueleto carbonico foram encontrados em 2922 e 2850 (C-H sp3), 1618 e 1519 (C=C), 1346
(CH3) e dobramento 833 e 819 cm’! (C-H spz). O espectro de RMN 'H (Figura 20, p. 41)
apresenta sinais tipicos de flavondide: os dubletos em 0y 6,43 (J = 2,1 Hz) e 6,41 (J = 2,1 Hz)
podem ser atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, do anel A do flavondide. O
sinal em Oy 12,86 (s) foi atribuido a HO-5 formando ligagdo de hidrogénio com a carbonila
do C-4. O simpleto em dy 6,77 foi atribuido aos hidrogénios H-2’ e 6’ do anel B. Em 847,90
(s) aparece um sinal caracteristico de H-2 de isoflavona, esta informacao foi confirmada pela
andlise do espectro 2D HSQC (Figura 21, p. 42) que apresentou sinal de interacdo entre o H-
2 (7,90) e um carbono em (dcy 152,6). O espectro de HSQC mostrou o acoplamento 1JCH de
H/C-OMe-7 (8¢ 55,7), (H/C-OMe-3’,5" (3¢ 56,4), H-8/C-8 (6¢ 92,3). H-6/C-6 (5¢ 98,1), H-
2°,6’/C-2",6’(8¢ 105,8) e H-2/C-2 (&¢c 152,6). Trés grupos metoxilicos foram identificados
com os simpletos em dy 3,90 (3H) ligado ao C-7 e 0y 3,95 (6H) ligados aos carbonos
equivalentes C-3’e C-5’. Estas atribui¢des foram definidas com a anélise do espectro HMBC,
que permitiu observar os acoplamentos 2JCH e 3JCH (Figura 22, p. 43). Os acoplamentos com
2JCH observados no espectro de HMBC foram: HO-5/C-5 (8¢ 162,9), H-2°,6°/C-1’ (3¢ 124,0),
H-2’/C3’(d¢ 146,9), H-6’/C-5’ (8¢ 146.,9), e os acoplamentos 3 Jen foram: H-2/C-9 (8¢ 158,0),
H-2°,6’/C-3 (8¢ 135,3), H-2/C-4 (8¢ 180,9), HO-5/C-6 (¢ 98,1), H-8/C-6 (3¢ 98,1), OMe-
7/C-T (8¢ 165,4), H-2/C-9 (8¢ 158,0), H-6,8 ¢ HO-5/C-10 (d¢ 105,8), H-2/C-1" (8¢ 124,0),
OMe-3/C-3" (8¢ 146,9), OMe-5’/C-5" (dc 146,9). Esses dados estdo de acordo com a estrutura
da 5,4 -diidroxi-7,5’,3’-trimetoxi-isoflavona (6). A comparacdo com os valores da literatura
(BENEDEK et al, 2006) confirmaram esta proposta. Essa isoflavona ja estd registrada na
literatura, foi isolada de Godoya antioquiensis (BENEDEK et al, 2006). Este é o primeiro

registro desta substancia em espécie de Quratea.
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5,4'-diidroxi-7,5',3'-trimetoxi-isoflavona (6)

Tabela 3. Dados de RMN 'H e °C de 6, ¢ compara¢do com valores de 8y da literatura
(BENEDEK et al, 2006)

C Substincia 6 5,4’-diidroxi-7,5°,3’-
(CDCl) trimetoxi-isoflavona

(DMSO-d)

"H *HSQC('Tic): "HMBC (e "H
08¢ 8y (mult. J) H/C 3¢ Sy (mult. J)

2 152.,6 7,90 (s) H-2/C-2;C-1;C-9;C-4  152,0 8,47 (s)

3 135,3 - - 124,0 -

4 180,9 - - 181,0 -

5 162,9 - - 162,0 -

6 98,1 6,43 (d; 2,1Hz) H-6/C-6; C-10 98,0 6,41 (d; 2,0Hz)

7 165.,4 - - 166,0 -

8 92,3 6,43 (d; 2,1Hz) H8/C-8; C-6; C-10 92,0 6,66 (d; 2,0Hz)

9 158.0 - - 158.0 -

10 105,8 - - 105,0 -

1 124,0 - - 121,0 -

2 105.,8 6,78 (s) H-2’/C-2’; C-3’; C-3; C-1"  107,0 6,85 (s)

3 146,9 - - 148,0 -

4 146,9 - - 136.,0 -

5 146,9 - 148.0 -

6 105,8 6,78 (s) H-6’/C-6>; C-1’; C-3; C-5° 1070 6,85 (s)
3-OMe 564 3,95 (s) H/C-MeO 3,77 (s)
5-OMe 564 3,95 (s) H/C-MeO 3,77 (s)
7-OMe 55,7 3,90 (s) H-MeO/C-MeO; C-7 3,85 (s)

5-OH - 12,86 (s) HO-5/C-5; C-6; C-10 12,96 (s)
4 -OH - 5,62 (s) - -

b Valores definidos com base em sinais de HSQC e HMBC.
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V.1.4. Determinacio estrutural da substancia 7

Os experimentos de RMN e IV foram usados na determinagdo estrutural da substincia
7. Por andlise do espectro no IV (Figura 23, p. 46) foi observado absor¢des em: 3435 cm’!
para estiramento O-H; 1658 cm™ para estiramento de C=0 com freqiiéncia reduzida; na
regido de 1028 a 1278 foram encontrados sinais compativeis com estiramentos de C-O; além
das absorcdes de esqueleto carbonico da substincia 7 de 2923 a 2552 para estiramentos de C-
H sp3; em 1371 para CH3, e em 823 e 790 dobramento de C-H spz. O espectro de RMN 'H de
7 (Figura 24 e 25, p. 47) apresenta sinal de hidroxila quelada com carbonila em oy 12,88 (s),
sinais Oy 6,43 (sl) e 6,41 (sl) correspondentes a H-6 e H-8 do anel A de um flavondide. Os
hidrogénios do anel B estdo referenciados pelos sinais em 8y 7,15 (s/, H-2"), 6,99 (sl, H-5" e
H-6"), além dos sinais de duas metoxilas em &y 3,89 (s) € 3,96 (s) que, de acordo com
correlacdes observadas no espectro de HMBC (Figura 27, p. 49), estdo ligadas nos carbonos
C-7 e C-3’, respectivamente. Foi proposta a estrutura de uma isoflavona com base no sinal do
H-2 em 0y 7,89 (s) semelhante a substincia 6. Os espectros de NOEDIFF (Figura 28, p. 50)
confirmaram a posicdo das metoxilas em 7 e 3’ através das seguintes observacdes: a) a
irradiacdo na freqiiéncia de 3,96 ppm (OMe-3’) gerou NOE em 8y 7,15, caracteristico de H-
2’; b) a irradiagdo na freqiiéncia de 3,89 ppm (OMe-7) gerou NOE em 0y 6,40 e 6,43 dos H-8
e H-6, respectivamente. O espectro de HSQC (Figura 26, p. 48) mostrou sinais de
acoplamento 'Jyc dos hidrogénios e carbonos e permitiram identificar os Syc dos respectivos
carbonos em: 91,8 (H-8/C-8), 98 (H-6/C-6), 111,4 (H-2°/C-2’), 114,3 (H-5°/C-5"), 121,6 (H-
6’/C-6’), e 152,9 (H-2/C-2); ver Tabela 4 (p. 45). O espectro de HMBC mostrou os 2JHC, H-
2’ acoplando com C-1°, e 3JHC H-2’ com C-6’, H-2/ C-1’, H-5°/C-1’, H-6’/C-2’, H-8/C-6, H-
6/C-8 (Tabela 4, p. 45). Esta substancia foi identificada como a 5,4’-diidroxi-7,3’-dimetoxi-
isoflavona, ja registrada na literatura e conhecida como 7,3’-dimetil-orobol (7). Foi isolada
pela primeira vez dos extratos em diclorometano das folhas de Wyethia angustifolia

(MCCORMICK et al, 1986). A comparagdo dados da literatura confirmou a proposta.

5,4'-diidroxi-7,3'-dimetoxi-isoflavona (7)
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5,4'-diidroxi-7,3'-dimetoxi-isoflavona (7)

Tabela 4. Dados de RMN 'H e HSQC de 7, comparados com dados da literatura para (5,4’-

diidroxi-7,3’-dimetoxi-isoflavona) (MCCORMICK et al, 1986)

Substancia 7

7,3’-dimetil-orobol

(CDCL) (CDCl3)
"H *HSQC('The): '"H
*HMBC("Jc)
C 8¢ Sy (mult. J) H/C d¢ Sy (mult. J)
2 152,9 7,89 (s) H-2/C-2; C-1’ 154,00 7,87 (s)
3 - - - 124,01 -
4 - - - 181,47 -
5 - - - 163,30 -
6 98,0 6,41 (d; 2,2Hz) H-6/C-6; C-8 98,57 6,37 (d; 2,3Hz)
7 - - - 166,40 -
8 91,8 6,43 (d; 2,2Hz) H-8/C-8; C-6 92,69 6,41 (d; 2,3Hz)
9 - - - 158,61 -
10 105.,8 - - 106,52 -
1K 121,6 - - 122,95 -
2’ 1114 7,15 (d:1,7Hz) H-2’/C-2’;C-6’; C-1° 113,61 7,14 (d; 1,5Hz)
3 - - - 147,62 -
iy - - - 147,91 -
5 1143 6,99 (d; 8,2Hz) H-5°/C-5"; C-1’ 115,53 6,99 (d; 8,0Hz)
6’ 121,6 6,95 (dd: 8,2 ¢ H-6'/C-6; C-2’ 122,49 6,95 (dd; 8,0 e
1,7Hz) 1,5Hz)
3’-0OMe - 3,96(s) - 56,16 3,94(s)
7-OMe - 3,89(s) - 55,30 3,89(s)
5-OH - 12,87(s) - - 12,85(s)
4’-OH - - - - 5,51(s)

b Valores definidos com base em sinais de HSQC e HMBC
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5,4'-diidroxi-7,3'-dimetoxi-isoflavona (7)
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V.1.5. Determinacio estrutural da substiancia 8

Andlise do espectro de IV (Figura 29, p. 52) desta substincia mostrou absor¢des em
3396 cm’ para estiramento de O-H, 1672 para estiramento de C=0, duas bandas de absorcdo
caracteristica de C=C uma em 1603 e outra em 1514 cm'l, além de estiramento de C-H sp3 em
de 2964 a 2856 ¢ o dobramento C-H sp® em 831 ¢ 727 cm™'. O espectro de RMN 'H (Figura
30, p. 52) apresentou um sinal em 8y 9,84(s) caracteristico de hidrogénio de aldeido. Em &y
7,28 ha um sinal caracteristico de OH fendlico. Em 7,17(s) aparece o sinal de dois
hidrogénios de sistemas aromdticos e um outro simpleto muito intenso em Oy 3,99
correspondente as duas metoxilas. A comparacdo com os dados de referéncia confirmaram ser
o aldeido siringico (8) (PETTIT, 2009). Devido a pouca quantidade de amostra, nao foi
possivel registrar o espectro de RMN '°C e, por isso, fez-se o espectro 2D de RMN 'H/"*C
(HSQC) (Figura 31, p.53) que permitiu a identificacdo dos valores de deslocamento quimico
dos carbonos metinicos (8cy 106,4) e metilicos (3cy 56,3), além de confirmar a funcédo aldeido
com o sinal de acoplamento do hidrogénio com 859,84 € 0 dc em 190,6 ppm. O espectro de
massas (Figura 32, p. 54) obtido com inser¢cdo via CG foi compativel com a estrutura

proposta.

OMe

aldeido siringico (8)
Tabela 5. Dados de RMN de 8 comparados com dados da literatura para aldeido siringico
(PETTIT, 2009)

Substancia 8 aldeido siringico
(CDCl) (CDCl)
&S TH "HSQC(Jno)  °C H

C B¢ Oy (mult. J) H/C 8¢ Oy (mult. J)

1 128,3

2 1064  7,17(s) H-2/C-2 106,6  7,15(s)

3 1473

4 140,8

5 147,3

6 1064  7,17(s) H-6/C-6 106,6  7,15(s)

7 190,6  9,84(s) H-7/C-7 190,7  9,82(s)
OMe 56,3 3,99(s) H-Me/C-Me 56,4 3,97(s)
OH 7,28(s) 6,12(s)

? Valores definidos com base em sinais de HSQC.

51



File Name

CAUSERS\VQUELI CRISTINA\DOCUMENTS\O. FERRUGINEA\ESPECTROS QUELNMNY OFCVOFCD(27-1P3) QUELILO

Date Stamp

28/07/2010 15:58:41.159 (GMT-3)

Date 29 Sep 2010 23:59:20

Technique

Infrared

Instrument

VERTEX 70

Spectral Region IR

X Axis

Wavenumber (cm-1)

Y Axis

Transmittance

Spectrum Range 399 2527 - 3996 3831

Points Count

1866

Data Spacing

1.9288

Title OFCD(27-1P3) QUELI

=
=1
o

S
©
©

S
©
@

o
©
<

S
o)
o)

4
©
&

e
©
B

4
©
@

4
©
N

4
©
=

Transmittance

bt
©
]

o
=
&

o
®
®

o
=]
N

o
o
@

o
o
@

o
@
&

o)
o)
)

o)
o)
)

e
©
=

/—* e e IR e

=
=

69587

N
1S

————

85'909)—

=

¥80eEl—

[ Pl lel———

C-H sz

£ LI ——

<
0

\A | |r\'v'rrj

v
P
I

T T T
3800

T T T T T
3600 3400 3200

T T T
3000

T T T
2800 2600

T T
2400 2200

T T
2000

T T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800

Wavenumber {(cm-1)

Figura 29. Espectro no IV da substancia 8 (KBr)

T
600

T T
400

I TR

it Marrs

Acguinirion Time jaech 5 GRd

Ol lmareb LI EL D QRIS TIRAL Do sms el

AMOATRA OFC-CHICIF 37-1F-3 (FPROTOHN)
1

AFTEA

LS

frmuginsoitgaesil 040040
1H

fad s e Fe@riddenis R

Poinms Conns

A EA

Frrimem Sy rim i g

Srriginal Podnrs o

o] | M ] ] o [

ey gy WYPONERY (AR L= =1 ]

T DAL

Sl T D00

—4.5361

/12761
—7.168%

I 1-|2,13

ﬂl—li-d-

MeCr-3.5

=54017
—152M

—12642

o.08
(1%}

) & ' F

' &

5
nmiCal ST (poi )

Figura 30. Espectro de RMN'H (400 MHz, CDCl3) da substancia 8

52



i o
il it
bt 3 —= OMe !
| .
106,56 —— "
H-2:6/C-2;6 £
190,6 -
H-TIC-T
12 10 ] B 4 2

Figura 31. Espectro de RMN-HSQC (400/100 MHz, CDCls) da substancia 8

OMe

aldeido siringico (8)

F2 [ppm]

150 100 50 F1 [ppm]

200

53



Chrosmat=ogram GRC-CH2C12-27-1P-3 CAGCMS=chution DataProjoct 1 Blarie v uclOFC-CHECT2-27-1P-3.g5d

Mo.200,600
a) [10-260.
2
]
|
|
|
! 5
S ————— ——a3 s = o i
3 i (il 200 250
Lime#t:1 R Time 10&Scan®97T1)
o0 ST BE B CES i A= — — =
! 183 00
181 oo
|
|
5,00 ¥3.00 . _ |
51 a0 | 5,00 " Lil.0o 13908 153,08 167.00 |
1 40,05 I.n l 123,00 | 1]
g el pd v e R L s e e e o e L L e EEE T S p———r———————
30 il 50 60 0 B0 %0 100 10 120 130 140 150 160 170 180

Hit#:1 Entry:32003 LibrayNISTORLIB )

81:94 Fomula:COHI004 CAS:134-06-3 MolWeight 152 Retindex:1381

CompiName: Benzaldetryde, 4-hydroy-3,5-dimmethony- 58 Gallaldetyde 3,5-dimethyl ether $S Syringaldchyde $$ Syringic aldelyde $$ Syringylaldchyde 5!
J L

c) 4 T s
| P, N
[}

1 W 0 8 - ) i i 167 &

115 1 i1 } i ] I [ 153

T T T Ty : . } T rwrhrey : e T T T . el T T l.."!‘r'rgrrr"r#r\lﬂ-n—-n---gm-u- ----- ayia
{0 20 30 40 30 &0 0 S0 % 00 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

Figura 32. a) Cromatograma (CG) da substancia 8; b, c) espectro de massas da substancia 8
em comparacdo com a biblioteca do aparelho

V.1.6. Determinacao estrutural das substincias 9 e 10

O espectro de RMN'H (Figura 33, p. 55) da substincia 9 apresentou os sinais 8y 5,44
(s) dos hidrogénios H-2 € 6, € dy 3,78 (s) para os hidrogénios de metoxilas. A analise por CG-
EM (Figura 35, p. 56) revelou a 2,6-dimetoxi-benzoquinona (9) presente na fracio OFCD-
27-2p8. Esta substancia foi novamente encontrada na fragio OFCD-27-p5 (Figura 36, p. 57),
mas em mistura com 2,6-dimetoxi-hidroquinona (10). O cromatograma da mistura mostra
quatro picos, sendo que as substancias 9 e 10 aparecem como majoritarias. Nos esquemas 3 e
4 (pag. 58 e 59) estdo representadas as propostas de fragmentagdo para as substancias 9 e 10,
respectivamente. O espectro de RMN 'H da mistura (Figura 34, p. 55) mostrou dois sinais:
um em &y 5,87, atribuidos aos hidrogénios H-2 e 6, e outro em 3,88 ppm, atribuidos aos
hidrogénios de metoxila. Esses valores estdo de acordo com os dados da 2,6-dimetoxi-1,4-
benzoquinona isolada de Hydrangea macrophylla Seringe var. otaksa Makino, que apresentou
Oy 5,85 para H-2;6 ¢ 3,82 para os hidrogénios de metoxilas em CDCl; (HARASAWA &
TAGASHIRA, 1994).
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V.1.7. Determinacao estrutural da substiancia 11

A 1identificacdo estrutural desta substancia foi feita com base na anélise dos espectros
de IV, RMN e EM. O espectro IV (Figura 37, p. 62) apresenta absor¢des em 3433 cm’! de
estiramento de O-H; 1654 cm’! para estiramento de C=0; na regidao de 1033 a 1209 cm’!
estiramentos de C-O; duas bandas de absorcdo caracteristicas de estiramento C=C uma em
1616 e outra em 1454 cm'l; os estiramentos de C-H foram observados em 2925 e 2856 para
sp3 e dobramento em 835 e 792 cm’ para sp2 fora do plano. As bandas de absorcdo de
deformacio axial de C-H sp” ndo foram observadas, por estarem encobertas pela banda de O-
H. O espectro de RMN '"H (Figura 38 e 39, p. 63) apresenta um dupleto em dy 9,66 (J=7,8
Hz) de hidrogénio de aldeido acoplando com o hidrogénio representado pelo duplo dupleto
em Oy 6,60 (J;=15,8 Hz, J,=7,8 Hz) de uma dupla trans que acopla com um hidrogénio
representado por um dupleto em 7,44 ppm (J=15,8 Hz). Esses sinais foram atribuidos aos
hidrogénios da enona do aldeido ferulico. Os sinais 8y 6,98(d, J=8,3 Hz), 7,09(d, J/=2,0 Hz),
7,14(dd, J=2,0; 8,3 Hz) correspondem aos hidrogénios H-5, H-2, H-6, respectivamente do
anel aromdtico trissubstituido. O espectro de HSQC (Figura 40, p.64) apresentou os
acoplamentos de H-8/C-8 (&¢ 126,5), H-5/C-5 (d¢ 115,1), H-2/C-2 (8¢ 109,2), H-6/C-6 (d¢
123.,9) e H-7/C-7 (8¢ 153,0), enquanto que o espectro de HMBC (Figura 41, p. 65) revelou os
acoplamentos a longa distancia de H-7/C-2, H-6/C-2, H-5/C-2, H-7/C-6; 8, H-2/C-6, H-5/C-8,
H-9/C-8, H-6/C-4, H-6/C-7, H-2/C-4(5¢ 146,7), H-7/C-9 (8¢ 193,1), H-OMe/C-3 (3¢ 147,7).
Além desses dados, a presenga do singleto em 3,96 (OCHj3) e (3¢ 55,9) permitiu a proposta da
estrutura do aldeido ferdlico cujos dados foram semelhantes aos da literatura (KIM &
RALPH, 2003). Considerando que em Ochnaceae € freqiiente a formacao de dimeros, sempre
¢ relevante a obtengdo do espectro de massas das moléculas isoladas. A Figura 42 (p. 66)
mostra o espectro de massas de 11 cuja a interpretacdo estd representada no Esquema 5.(p.
66) Sabendo-se que o tratamento de aldeidos com diazometano conduz a formacgdo de
epoxido, além da metilagcdo dos grupos fendlicos (CARVALHO et al, 2011), fez-se esta

reacdo com 11 e obteve-se o produto 11a cuja discussao encontra-se a seguir.

OMe

aldeido ferulico (11)
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OMe

aldeido ferulico (11)

Tabela 6. Dados de RMN-HSQC/HMBC de 11 comparados com dados da literatura para

aldeido ferulico (KIM & RALPH, 2003)

C Substancia 11 Aldeido ferulico
(CDCl) (Acetona-dg)
Bc "H "HSQC(J1c):"HMBC(*J1c) H
=8¢ Sy (mult. J) H/C 3¢ Sy (mult. J)
1 - - - 127,5 -
2 109,2 7,09 (d; 2,0Hz) H-2/C-2; C-6;, C-4 111,7 7,38 (d; 2,0Hz)
3 147,7 - - 150,8 -
4 146,7 - - 148,8 -
5 115,1 6,98 (d; 8,3Hz) H-5/C-5; C-2; C-8 116,2 6,92 (d; 8,2Hz)
6 123,9 7,14 (dd; 2,0; H-6/C-6; C-2; C-4; 124,7 7,21 (dd; 8,2,
8,3Hz) C-7 2,0Hz)
7 153,0 7,44 (d; 15,8Hz) H-7/C-7;C-2;C-6; 153,9 7,57 (d; 15,8Hz)
C-8; C-9
8 126,5 6,60 (dd; 15,8; H-8/C-8 127,0 6,67 (dd; 15,8;
7,8Hz) 7,8Hz)
9 193,1 9,66 (d, 7,8Hz) H-9/C-8 193,8 9,64 (d; 7,8Hz)
OMe 55,9 3,96(s) H-Me/C-Me; C-3 56,4 3,93 (s)
OH 7,88 (s) - - 8,23 (s)

b Valores definidos com base em sinais de HSQC e HMBC
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V.1.8. Determinacio estrutural do derivado 11a

A substancia 11 foi submetida a uma derivatizacdo com de diazometano e, além da
metilacdo do fenol houve o ataque nucleofilico do metileno na carbonila como era esperado
(CARVALHO et al, 2011) . A identificagao do produto da reacdo foi realizada por andlise em
CG-EM (Figura 44, p. 67), que mostrou um componente majoritdrio com tempo de retencdo
de 4,20 min e massas igual a m/z = 207 (M+1). A proposta de fragmentacdo sugerida
(Esquema 6, p. 68) justifica os fragmentos observados no espectro de massa para a presenga
de uma metila ligada no oxigénio do C-4 e a formacdo do epéxido pelo ataque nucleofilico do

‘CH; a carbonila (Figura 43, p. 67).

H OCH3 OCH3 OCHg3
H3C—N2

Figura 43. Proposta do mecanismo nucleofilico da reacdo do diazometano para a formacao da
substancia 11a
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V.1.9. Identificacao das substiancias 12 e 13

Na busca de obter maiores quantidades de aldeido ferilico, analisou-se por CG-EM o
sobrenadante, resultante da purificacdo da fracdo OFCD-33-34 por precipitacdo. Nesta andlise
verificou-se que havia na fracdo mistura de duas substancias com tempo de reten¢do e massa
(Tr = 27,149; m/z = 358; 12 e Tr = 29,619; m/z = 344; 13) (Figura 48, p. 73) incompativeis
para o aldeido ferilico. Este material foi submetido a experimentos de RMN 'H, '*C e HSQC,
e mostraram sinais compativeis com os de isoflavona. No espectro de RMN 'H (Figura 45, p
71) foi observado em simpleto em Oy 7,91 caractéristico de H-2 de anel heterociclico de
isoflavona. Em Jy 6,78 encontra-se um simpleto com valor de integracdo da area proporcional
a dois hidrogénios atribuidos a H-2 e 6 do anel B. Foi observada a presenca de dois dupleto,
um em Oy 6,42 e outro em 6,44 ambos com J=2,2 Hz, os quais foram atribuidos
respectivamente aos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A. Dois simpletos intensos observados em
Ou 3,96 (6H) e 3,90 (3H), sdo caracteristicos de metoxilas e foram atribuidos as metoxilas
equivalentes ligadas ao C-3” ¢ 5’ e a uma metoxila ligada ao C-4’, respectivamente. O sinal
em Oy 12,87 confirma a presenga de hidroxila quelada na estrutura. No espectro de RMN Be
(Figura 46, p. 71) foi observados sinais em dc 56 e 55 ppm, sendo o sinal de maior d¢
correspondente aos carbonos das metoxilas ligadas em C-3’ e 5°, e o sinal de menor d¢
atribuido ao carbono da metoxila ligada a C-4’. Os sinais correspondentes aos carbonos do
anel B foram observados em dc 106,1 (C-2’,6);124,1 (C-17); 135,4 (C-4’) e 147,1 (C-3’,5").
Em J¢ 92,5 (C-6); 98,3 (C-8); 121,7 (C-3); 152,9 (C-2); 157,9 (C-9); 162,8 (C-5) e 165,6 (C-
7) foram observados os sinais dos carbonos presente no anel A. O espectro de HSQC (Figura
47, p. 72) mostrou os acoplamentos 1JHC H-2/C-2 em d¢ 152,9 ppm; H-6,8/C-8 em dc 98,3 e
H-6,8/C-6 em ¢ 92,5 ppm; H-2",6’/C-2’,6" em d¢ 106,1 ppm e em ¢ 56ppm detectou o sinal
de ambas as metoxilas. Nos espectros de massas de ambas as substincias da mistura (CG-
EM) verificou-se a presenca de um fragmento com valor m/z = 167 que justificou o padrao de
substituicdo no anel B; as propostas de fragmentacdo de cada substincia encontram-se nos
Esquema 7 (p. 74) e 8 (p. 75).Todos este dados analisados em conjunto permitiram propor as
estruturas de 5-hidroxi-7,3’,4’,5’-tetrametoxi-isoflavona (12) e 7,5-diidroxi-3’,4’,5’ -trimetoxi-
isoflavona (13) em mistura. A 7,5-diidroxi-3’,4’,5’-trimetoxi-isoflavona também é conhecida
por panchovillina e ja foi isolada da espécie Olneya tesota Gray, Fabaceae (DOMINGUEZ et
al, 1989). At¢ o momento, nenhum registro referente a substdncia 12 foi encontrado em

pesquisa realizada no Chemical Abstract.
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5-hidroxi-7,3',4',5'-tetrametoxi-isoflavona (12)

7,5-diidroxi-3',4',5'-trimetoxi-isoflavona (13)

Tabela 7. Dados de RMN 'H, "°C ¢ HSQC de 13 comparados com dados da literatura para
panchovillina (5,7-diidroxi-3’,4’,5’-trimetoxi-isoflavona; NISHIYAMA et al, 1993)

Substancia 13 Panchovilina
(CDCl;, 500 MHz) (CDCl3, 90 MHz)
B¢ 'H HSQC('Jic) 'H
C dc On (mult. J) H/C Oy (mult. J)
2 152,9 7,91(s) H-2/C-2 8,38(s)
3 121,7 - -
4 - - B}
5 162,,8 - -
6 98,3 6,42(d; 2,21 Hz) H-6,8/C-6 6,20(d; 2,0 Hz)
7 165,6 - -
8 92,5 6,44(d; 2,21 Hz) H-6,8/C-8 6,36(d; 2,0 Hz)
9 157,9 - -
10 - - -
1 124,1 - -
2’ 106,1 6,78(s) H-2°,6’/C-2’,6’ 6,83(s)
KK 147,1 - -
4 135,4 - -
5 147,1 - -
6’ 106,1 6,78(s) H-2°,6’/C-2’,6’ 6,83(s)
3,5-MeO 56,5 3,96(s) 3,76(s)
4’-MeO 55,8 3,90(s) 3,606(s)
5-OH - 12,87(s) 12,84(s)
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V.1.10. Determinacio estrutural da substancia 14

A anélise dos espectros de IV (Figura 49, p. 78), RMN 'H (Figura 50 e 51, p. 79),
HMQC (Figura 52, p. 80) e HMBC (Figura 53, p. 81) permitiu propor a estrutura de uma
isoflavona para 14. O espectro no IV mostrou absor¢des caracteristicas de grupos funcionais
presentes em isoflavonas como: em 3465 cm’' estiramento de O-H; estiramentos para o
esqueleto aromdtico em 3013 e 3028 (C-H sp2, no plano), em 1614 e 1460 cm-1(C=C), e
dobramento em 835 ¢ 754 cm-1 (C-H sp2, fora do plano); além dos estiramentos de C=0, de
freqiiéncia reduzida, em 1649 cm-1e C-Oem 1118 e 1209 cm™. No espectro de RMN lH, em
dn 3,96 (s, 6H) encontra-se o sinal caracteristico de duas metoxilas equivalentes compativeis
para as metoxilas ligadas aos carbonos 3’ e 5°. Os simpletos largos em Oy 6,40 e 6,34 sdo
caracteristicos dos H-6 e H-8 do anel A em flavonéide. O sinal atribuido aos hidrogénios H-2’
e 6’ é observado em &y 6,77 (s). O sinal em &y 7,90 corresponde ao H-2 caracteristico de
isoflavona. O sinal em Oy 12,92 é caracteristico de hidrogénio de hidroxila fendlica quelada
com a carbonila. O espectro de HSQC (Figura 52, p. 80) permitiu detectar o deslocamento
dos carbonos das metoxilas em dcy 56,2 ppm, dos carbonos C-6,8 ¢ C-2°,6° em dcy 98,0 e
105,5 ppm, respectivamente. A pequena quantidade da amostra e o pequeno nimero de scans
acumulados no experimento HMBC (Figura 53, p. 81) ndo permitiram detectar todos os
sinais de carbono. Entretanto foi possivel observar sinais de acoplamento dos H-2’,6’ com C-
1’ (123,5) e o sinal de acoplamento (3JHC) dos hidrogénios da OMe com o C-3’/5’. A andlise
desses dados e comparagcao com valores da literatura conduziram a determinagdo da estrutura
de 14 como 5,7,4 -trihidroxi-3’,5’-dimetoxi-isoflavona, conhecida como piscigenina isolada

de casca das raizes de Piscidia erythrina (TAHARA et al, 1991).

7,5,4'-triidroxi-3',5'-dimetoxi-isoflavona (14)
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7,5,4'-triidroxi-3',5'-dimetoxi-isoflavona (14)

Tabela 8. Dados de RMN-HSQC/HMBC de 14 comparados com dados da literatura para
(5,74 -triidroxi-3’,5’-dimetoxi-isoflavona) (TAHARA et al, 1991)

Substancia 14 Piscigenina
(CDCl) (Acetona-dg)
C H *HSQC ("Tue); "THMBC (“Jic) H
8¢ 8y (mult.; J) H/C Sy (mult. J)
2 7,93(s) - 8,25(s)
3 - - -
4 - , -
5 - - -
6 98,0  6,34(d: 2,0 Hz) H6/C-6- 6,30(t-like, 2,0Hz)
7 - - -
8 6,40(d, 2,0Hz) - 6,43(t-like, 2,0Hz)
9 - - -
10 - - -
1 123,5 - H-2,6’/C-1’ -
2’ 105,5 6,77(s) H-2°/C-2° 6,94(s)
3 146,7 - H-OMe/C-3’ -
& - , -
5 146,7 - H-OMe/C-5’ -
6 105,5 6,77(s) H-6’/C-6’ 6,94(s)
3-OMe 56,2 3,99(s) H/C-MeO 3,87(s)
5-OMe 56,2 3,99(s) H/C-MeO 3,87(s)
7-OH - - -
5-OH 12,90(s) - 13,07(s)
4’-OH 5,69(s) - -

> Valores definidos com base em sinais de HSQC e HMBC
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7,5,4'-triidroxi-3',5'-dimetoxi-isoflavona (14)

File Name CAUSERSWQUELI CRISTINA\DOCUMENTS\O. FERRUGINEA\ESPECTROS QUELNMNY OFCVWOFCD(50-51) QUELI.O
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Figura 49. Espectro no IV da substancia 14 (KBr)
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V.1.11. Identificacdo das substancias 15 e 16 através dos derivados 15a e 16a

A mistura contendo as substancias 15 e 16 apresentou-se como um sélido branco
insolivel nos solventes freqlientemente usados para registrar os espectros de RMN. O
espectro no IV apresentou absorcdo em 3440 cm™ devido a estiramento de O-H, absor¢des em
2980, 1460 e 1376 cm™ estiramentos e dobramento de Vc.g, CH, e CHs, respectivamente; e
Veo em 1073 ¢ 1019 cm™ (Figura 54, p.83). Os dados do espectro de IV e as propriedades
dessa fracdo permitiram pensar na possibilidade de preparar um derivado acetilado para
facilitar a obtengdo de espectro em RMN e EM. Apds o preparo do derivado acetilado da
fragdo obteve-se o espectro de RMN 'H e ?C. Em RMN 'H observou a presenca de sinais de
Oy 0,68 a 0,99 provenientes dos grupos metilas, sinais dos hidrogénios de agucar 8y 5,22 (m,
H-3’); 8y 5,09 (m, H-4); oy 4,97 (m, H-2); 8y 4,61 (m, H-1°, 8,0 Hz); dy 3,69 (m, H-5"); du
4,29 (dd, H-6’a, 4,5 Hz e 12,3 Hz); oy 4,13 (d, H-6’b, 12,3 Hz). O H-6 apresenta
deslocamento em dy 5,37 e aos grupos metilas das acetoxilas absorvem na regido de oy 2,09 a
2,01 ppm (Figura 55, p. 83 e 56, p. 84). No espectro de RMN "°C (Figura 57, p. 84)
verificou-se a presencga de quatro sinais de 8¢ 170 a 169 de carbonilas; sinais em d¢ 138 para
C-22 e 129 para C-23; em ¢ 99 sinal de C-1’carbono anomérico P, além de indmeros sinais
de &¢ 14-80 ppm caracteristicos de esqueleto de esterdide que permitem propor a presenca de
duas substincia em misturas 15a e 16a. Estes valores estdo de acordo com a literatura
(KOJIMA et al, 1990; RUBINSTEIN et al., 1976) que confirmam as estruturas de dois
derivados acetilados de saponinas: o 3-B-O-p-D-tetraacetil glicopiranosil sitosterol e o 3-B-O-
B-D-tetraacetil glicopiranosil estigmasterol. Através dessa derivatizagdo, foi possivel
identificar as substancias naturais 3-B-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol (15) e 3-B-O-B-D-

glicopiranosil sitosterol (16).

N A
oH 0OCOCH;
HO o H3CCO! 0,
Ho H3CCOO
o o
OH 3

3-p-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol (15) 3-B-O-B-D-tetraacetil glicopiranosil estigmasterol (15a)

OCOCH;
HyCC o
HzCCOO
OCOCHg o
3-B-0-B-D-glicopiranosil sitosterol (16) 3-B-0-B-D-tetraacetil glicopiranosil sitosterol (16a)
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V.1.12. Identificaciao das substancias 17, 18 e 19

A andlise de uma das fragoes obtida da particdo do extrato metandlico do caule através
de CG-EM permitiu verificar a presenga de 4 componentes com Tr 9,27; 11,40; 14,20 e 19,0
min (Figura 58, p. 85). A andlise dos espectros de massas e comparagdo com padroes da
biblioteca permitiu propor as estruturas de 17 como o dcido vanilico (Esquema 9, Figura 59,
p- 86), 18 como o 4((1E)-3-hidroxi-1-proprenil)-2-metoxifenol (Esquema 10, Figura 60, p.
87), e 19 como o 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-diidrocinamaldeido ou diidro-sinapaldeido
(Esquema 11, Figura 61, p. 88) e o ftalato de butila, respectivamente (Figura 62, p. 89). A
proposta da biblioteca para 19 ndo pode ser aceita, uma vez que os picos 182 e 149 e o
picol51 (dimetoxi fenil) ndo existe no espectro de 19. Por isso, e considerando a freqiiéncia
que o sistema dimetoxi-hidroxi-benzeno, como do &cido siringico, foi identificado nesta
espécie; além das justificativas plausiveis de fragmentagdo sugerida no esquema 11, a

proposta do 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-diidrocinamaldeido foi a mais razodvel.

a o]
X
H
H HO
OMe OMe OMe
acido vanilico (17) 4((1E)-3-hidroxi-1-propenil)- 3,5-dimetoxi-4-hidroxi-
2-metoxifenol (18) diidrocinamaldeido (19)
heomnatogremm O bl T Part CTEDOTR 1 dppd O W00T0E wrdoni e i o podnc |0 S il JoacdONPC - Sl Pact CHICEE- 155068 <
Ftalato
3 [
17 I |

Figura 58. Cromatograma (CG) da mistura de 17, 18 ¢ 19
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massas do componente com Tr 9,21 min
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Figura 62. Espectro de massas do ftalato (contaminante do solvente)

V.1.13 Identificacdo da substancia 20 em mistura com 1 e 2

A quarta fracdo, obtida de OFFH-fase polar, foi analisada com CG-EM e forneceu
uma mistrura de trés componentes (Figura 64, p. 90) que foram identificados como
friedelina (1), friedelinol (2) e a lupenona (20). Os espectros de massas dos componentes
responsdveis pelos picos em Triminy: 23,0 (34,37%; m/z = 424,0; 20); 27,2 (19,32%; m/z =
428.0; 2) e 27,9 (46,31%; m/z = 426,0; 1) apresentaram além dos valores do m/z do pico
molecular de cada um, uma série de picos compativeis com as estruturas propostas conforme
os espectros da biblioteca (Figuras 65-67, p. 91-92). O espectro de RMN 'H (Figura 63,
p-90) mostrou sinais compativeis a triterpenos. Em 9y 2,15; 2,26 e 2,36 ppm encontram-se 0s
sinais de hidrogénios adjacentes a carbonila (H-2), o sinal em Oy 3,75 € caracteristico de
hidrogénio carbindlico (H-3) da substancia 2, os dois singletos largos em oy 4,70 e 4,58 ppm
sdo referentes os hidrogénios vinilicos da substincia 20 ¢ em 8y 0,73 a 1,69 ppm pode

verificar a presenca de sinais de metilas.

lupenona (20)
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Figura 64. Cromatograma (CG) da mistura de 20(1), 2(2) e 1(3)
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Figura 67. Espectro de massas da substincia 1 em compara¢do com o espectro de fornecido
pela biblioteca do aparelho

V.1.14. Analise das fracoes biflavonoidicas das folhas por CLAE

As fragdes que indicaram a presenca de biflavondides em CCDA, pela comparacio
com os padroes de amentoflavona e agatisflavona, foram primeiramente analisadas por RMN
'H e CL-EM, e mostraram mistura de substincias. A andlise do espectro de RMN 'H (Figura
68, p. 93) permitiu verificar sinais de hidroxilas queladas em oy 13,10 e 12,97 ppm, de
metoxila em Oy 3,83 ppm e de prétons em sistema aromdtico. Os valores de deslocamento
quimico e multiplicidade dos sinais dos prétons sdo caracteristicos de biflavondides. Como
exemplo os sinais em Oy 6,36; 6,41; 6,73; 6,79; 6,81; 6,92; 7,15; 7,54 e 8,05 € um sinal em dy
10,30 ppm que pode ser de hidroxila fendlica. As intensidades relativas dos sinais sdo
compativeis com mistura de biflavondides, o que inclusive estava de acordo com anélise com
CCDA. Para detectar o nimero de componentes na mistura fez-se andlise por CL-EM-ESI
(Figuras 69, 70 e 71, p.95-96). O EM forneceu os valores dos fons quase moleculares de cada
componente. A andlise dos espectros de massas com sistema de fons positivos e negativos,
permitiu identificar o valor de m/z = 537,8072 (M™-H) e m/z = 551,1015 (M*-H) para as
substancias com os tempos de retencdo em 61,5 (21) e 68,8 (23) min, respectivamente. O
nimero de sistemas AB e ABC de prétons detectados no espectro de RMN 'H, aliado aos

simpletos compativeis com sistema cromonico constituinte de flavondides, juntamente com os
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valores do fon molecular (M™) foram compativeis com a presenca da amentoflavona e de um
de seus derivados metilados. A Tabela 9 (p. 94) mostra os valores de deslocamentos
quimicos dos prétons comparados com os da amentoflavona (SUZART, 2006). Considerando
que pela andlise de CLAE-UV foram detectados outros componentes minoritarios, resolveu-se
fazer andlise adicional de algumas dessas fragdes e identificd-las por comparacdo com
padrdes de biflavondides isolados anteriormente de outras espécies Ochnaceae. Essa escolha
fundamentou-se no fato da CLAE ser uma técnica que permite uma melhor resposta em
termos de resolucdo, quantificacdo e detec¢do, bem como em um tempo menor de andlise.
Nesse trabalho utilizou-se cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de fotodiodo (CLAE-DAD), utilizando um sistema isocrdtico com mecanismo de
separacdo por fase reversa (coluna analitica octadesil-C;g). A escolha dos parametros
cromatograficos (comprimento de onda no UV, dimensdes e fase da coluna, escolha da fase
movel, velocidade de fluxo, etc) foram feitas com base na consulta de trabalhos anteriores

(BOSSO, 2004; DANIEL, 2004) e testes prévios com os padrdes.
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Figura 68. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) da fracao biflavonoidica
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Amentoflavona (21)

Tabela 9. Dados de RMN 'H da fracdo biflavonéidica em comparacdo com os dados da
amentoflavona da literatura I (SUZART, 2006) e II (VELANDIA, 1997).

Fracao biflav. Amentoflavonal Amentoflavona II
(DMSO-dg) (DMSO-dg) (Acetona-dg)

C On (mult. J=Hz) Oy (mult. J=Hz)
2 ;

3 6,71(s) 6,79(s) 6,65(s)

4 -

5 ,

6 6,41 (d,2,0Hz) 6,18(d, 2,0 Hz) 6,22 (d, 2,0 Hz)
7 -

8 6,41 (d,2,0Hz) 6,46(d, 2,0 Hz) 6,51 (d, 2,0 Hz)
9 -

10 -

1 ,

2’ 8,07 (s) 8,1-7,9 (m) 8,12 (d, 2,2 Hz)

3’ ;

4 -

5’ 7,15 (s) 7,14(d, 9,3 Hz) 7,23 (d, 8,8 Hz)

6’ 8,05 (s) 8,1-7,9 (m) 8,02 (dd, 8,8 e 2,2Hz)

2 _

3” 6,73 (s) 6,84(s) 6,72(s)

4 ,

5 ,

6’ 6,36 (s) 6,39(s) 6,43(s)

77 , ;

8’9 _ _

9’9 _ _

10” _ _

1’9’ _ _
2’16 17,54 (d,8,3Hz) 7,57(d, 8.7 Hz) 7,64 (d, 8,8 Hz)
3/5 6,81 (d,8,8Hz) 6,71(d, 8,7 Hz) 6,82 (d, 8,8 Hz)

OH-5 13,11 (s) 13,10(s) 13,16(s)
OH-5 12,97 (s) 12,97(s) 12,99(s)
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Figura 70. Espectro de massas de 21: a) modo positivo e b) modo negativo
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Figura 71. Espectro de massas de 23: a) modo positivo e b) modo negativo

V.1.14.1. Perfil cromatografico e espectros na regiao do UV dos padroes submetidos a

CLAE-DAD em escala analitica

Todos os padrdes foram submetidos a cromatografia (CLAE-DAD) separadamente,

para determinacdo dos tempos de reten¢do e obtengdo dos espectros de UV. Na Tabela 10 (p.

96), abaixo estdao apresentados os tempos de retencdo e os maximos de absorcdo no UV dos

padroes de biflavondides e do dcido siringico. Os cromatogramas € 0s Seus respectivos

espectros no UV obtidos por CLAE-DAD sao mostrados na Figura 72 (p. 97-98).

Tabela 10. Tempo de retencdo (Tr) e comprimento de onda (Anix) dos padrdes de

biflavondides e o 4cido siringico analisados por CLAE-DAD

Padroes Tr. (min) Amax.(NM)
Agatisflavona 5,697 223,272,334
7”’-metilagatisflavona 10,369 220, 271, 334
Amentoflavona 8,595 268, 336
Podocarpusflavona 19,972 225,268, 334
Luxenchalcona 30,393 240, 370
Acido siringico 3,289 285
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Figura 72. Cromatogramas e espectros no UV dos padrdes Coluna; C-18 (250 mm x 4,6 mm
X 5Smm), Shimadzu, fase movel [68% (metanol/acetonitrila 90:10) e 32% (H,O/4cido acético
99:01)]. a) agatisflavona, Tr: 5,697 b) 7”-metilagatisflavona, Tr: 10,369 ¢) amentoflavona, Tr:
8,595 d) podocarpusflavona, Tr: 19,972 e) luxenchalcona, Tr: 30,393 f) 4cido siringico, Tr:
3,289 min
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V.1.14.2. Perfil cromatografico e espectros na regiao do UV das fracoes biflavonoidicas
submetidos a CLAE-DAD em escala analitica

As fracdes analisadas apresentaram dois perfis principais: a fracdo OFFM-PD-26-27a
mostrou-se como mistura contendo biflavondides e dcido siringico, e a fragio OFFM-PD-27b-
29 apresentou apenas biflavondides como substancias majoritdrias. Na Figura 73 (p. 99)
encontram-se os perfis cromatograficos dessas duas fragdes com os tempos de retencdo de
cada substancia assinalada na mistura. Os compostos com tempo de retengdao 10,77 e 11,65
minutos apresentam espectros na regido do ultravioleta caracteristico para biflavondides,
enquanto os compostos 22,33 e 24,57 minutos apresentam espectros semelhantes a um dos

isdmeros monometoxilados da amentoflavona Figura 74 (p. 100).
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Figura 73. Perfil cromatografico obtidos por CLAE-DAD; a) OFFM-PD-26-27a, b) OFFM-
PD-27b-29. Coluna C-18 (250 mm x 4,6 mm X 5mm, Shimadzu,), fase mével: 68% de
(metanol/acetonitrila 90:10) e 32% de (H,O/4cido acético 99:01)
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V.1.14.3. Identificacao da amentoflavona (21) utilizando CLAE-DAD analitico

A Figura 75 (p. 101) apresenta os espectros na luz ultravioleta das substancias com

tempo de retencdo de 8,096 minutos, presente na fragdo OFFM-PD-26-27a, e com tempo de

reten¢do de 8,433 minutos, presente na fracio OFFM-PD-27b-29, comparados ao espectro de

ultravioleta do padrao de amentoflavona. A comparacdo dos espectros de UV obtidos por

CLAE-DAD nas fracdes com o padrdo mostraram maximos de absorc¢do caracteristicos da

amentoflavona.

Retention Time
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100 268.53
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:B.0%
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28946
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Retention Time : 8.595
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26837 33656
4787 S
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336381
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Figura 75. Comparacdo dos espectros no UV das substancias com Tr=8,096 e 8,595 min com
o padrao de amentoflavona obtidos por CLAE-DAD analitico

Amentoflavona (21)
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V.1.14.4. Identificacao do acido siringico (22) utilizando CLAE-DAD analitico

A Figura 76 (p. 102) apresenta o espectro na luz ultravioleta da substancia com tempo
de reten¢do de 3,24 minutos, presente na fracio OFFM-PD-26-27a, comparado ao espectro de
ultravioleta do padrao de 4cido siringico. A andlise do espectro indica um méaximo de
absor¢do caracteristico de derivados de 4cidos benzdicos. O acido siringico foi o primeiro a
ser comparado por apresentar o mesmo padrio de substituicdo do anel aromatico presente em
outros constituintes isoladas desta planta. O tempo de retencdo e absorcdo registrada no

espectro UV mostrou ser compativel com o padrao do 4cido siringico.

o
H3C
3 OH
HO
OCH3
Acido siringico (22)
ID# | ID# = 1
Retention Time 1324 Retention Time :3.289
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Figura 76. Comparacdo dos espectros no UV da substancia com Tr=3,24 min da fracao
OFFM-PD-26-27a com o padrdo de &cido siringico obtidos por CLAE-DAD analitico

V. 1.14.5. Perfil cromatografico da fracio OFFM-PD-26-27a submetidas a CLAE -UV

em escala semipreparativa

A andlise do perfil cromatografico por CLAE-DAD analitico da fracaio OFFM-PD-26-27a
(Figura 73a, p. 99) permitiu identificar o acido siringico (Tr=3,24min) e a amentoflavona
(Tr= 8,096min), mas as substincias com tempos de reten¢do 10,774 e 22,334 min nao
puderam ser identificadas, por ndo serem compativeis com nenhum dos padrdes analisados,
embora seus espectros na regido do UV foram caracteristicos de biflavondides. Esta fragao,
por apresentar maior quantidade da substiancia com Tr=22,334 min, foi submetida a CLAE-
UV em escala semipreparativa porque a cromatografia convencional nao foi suficientemente
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eficaz para separar substancias com estruturas muito semelhantes. Algumas condi¢des foram
adaptadas por serem mais adequadas a técnica semipreparativa. A adicao de acido acético ou
acido férmico a fase aquosa, que sao freqiientemente utilizados como modificadores de fase,
deve-se ao fato destes dcidos suprimirem a ionizagdo dos grupos acidicos quando presentes na

amostra, diminuindo assim os tempos de retencdo e influenciando na simetria dos picos
(KARCH et al. 1976; BOSSO, 2003). No entanto, no fracionamento por CLAE

semipreparativa o acido acético nao foi usado adicionando-o “a fase aquosa, simplesmente
para facilitar o isolamento da substincia de interesse da fase mével. A Figura 77 (p. 103)
apresenta o perfil cromatogrifico da fracdo. A separacdo cromatografica resultou em cinco

subfracdes denominadas: A (Tr=2,164 min; 2 mg), B (2 mg), C (Tr= 5,074 min; 7 mg), D (1
mg) ¢ E (Tr=9,845min.; 3 mg).

e 1 Det.AChl/254nm
7500 = ———
J S A) Tr.: 2,164 = 4cido siringico
| | B) NI
| : C) Tr.: 5,074 = amentoflavona
5000 1 D) Misturade Ce E
] ‘ | E) Tr.: 9,845 =metilamentoflavona |
3 '!
Ji & | ;
] [\ 2 |
2500 ’ \ o '.
! | \ ™~
| \

min
Figura 77. Perfil cromatografico da fracio OFFM-PD-26-27a obtido por CLAE-UV

semipreparativa com a representacao das partes coletadas correspondentes as subfragdes A, B,
C, D e E. (NI = nao identificado)

103



V.1.15. Identificacao da 7-metilamentoflavona (23)

A subfracdao E obtida através da técnica de CLAE-semipreparativo foi submetida a
experimentos de RMN 'H e NOEDIFF para confirmar o esqueleto de biflavonéide e a posi¢io
da metila. O espectro de RMN 'H (Figura 78, p. 106) apresentou um sinal em on 13,22(s) de
duas hidroxilas queladas. Na regido de hidrogénios em anel aromaticos foi observado os
sinais: em Ou 8,44 (d, J=2,5 Hz, H-2"); 7,82 (dd, J= 2,5 ¢ 8,5 Hz, H-6") e 6,89 (d, J= 8,8 Hz,
H-5") compativeis com um sistema ABC de um anel B de um flavondide com substituintes
nas posicdes 3°,4’; duem 7,79 (d, J=9,1 Hz, H-2""" ¢ 6°"); 6,66 (d, J=9,1 Hz, H-3’"" ¢ 5°"")
caracteristico de um anel para substituido, 1 6,37 (d, J= 2,2 Hz, H-8), 6,23 (d, J= 2,2 Hz, H-
6) indicando um sistema de hidrogénios em anel aromético com acoplamento meta; ¢ du 6,67
(s, H=3"); 6,53 (s, H-3), 6,08 (s, H-6""). O sinal em ou 3,79 é compativel com uma metoxila
ligada ao anel aromdtico. Os valores obtidos no espectro RMN 'H confirma a proposta
sugerida anteriormente para o derivado monometoxilado da amentoflavona, que também esta
de acordo com a massa igual a 552 para a substancia 23 obtida através da anélise em CL-EM-
ESI, que forneceu o valor do fon quase molecular m/z=551,1015 (M*-H). Para determinar a
posicdo da metila, foi utilizado o experimento NOEDIFF (Figura 79, p. 107). O espectro
obtido com iradia¢do na frequéncia da metoxila (u 3,79) apresentou sinais de NOE em on
6,28 e 6,49 correspondentes, respectivamente, aos H-6 e H-8. Estas informagdes e
comparac¢do dos dados de RMN com valores da literatura (MARKHAM et al, 1990) chegou-
se "a estrutura da 7-metilamentoflavona. Esta substincia também é conhecida pelo nome de
sequoiaflavona ja isolada nas familias Selaginellaceae e Taxaceae, mas esse € a primeira vez

que ela € isolada em Ochnaceae.

7-metilamentoflavona (23)
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7-metilamentoflavona (23)

Tabela 11. Dados de RMN 'H de 23 (500 MHz) em comparacio com valores da literatura
(MARKHAM et al, 1990)

Substancia 23
(Acetona-dg)

Substancia 23
(DMSO-dg)

Sequoiaflavona
(DMSO-dg)

SIS ARWN O

69
2’9
3’9
4’9
5’9
6’9
7’9
8’9
9’9
10”’
1’9’
29’9/6’99
39’9/5’99
5-OH
5>’-0OH
7>°-OH
7-OMe

Oy (mult. J=Hz)

6,5_3(5)

6,23(d, 2,2 Hz)

6,37(d, 2,2 Hz)

8,44(d, 2,5 Hz)

6,89(d, 8,8 Hz)
7,82(d, 8,5 ¢ 2,5 Hz)

6,6_7(s)

6,0;3(5)

7,79, 9,1 Hz)
6,66(d, 9,1 Hz)
13,22(s)

3,7_9(s)

Oy (mult. J=Hz)

6,78(sl)

6,44(sl)

6,67(sl)

8,37(sl)
6,82(m)
7,90(m; 8,6;- Hz)

6,81(s)

6,31(s)

7,69(d, 8,6 Hz)
6,49(m, 9,0 Hz)
13,24(s)
13,12(s)

Oy (mult. J=Hz)

6,7;3(5)

6,35(d, 2,1 Hz)

6,73(d, 2,1 Hz)

8,11(d, 2,0 Hz)

7,09(d, 8,6 Hz)
8,01(dd, 8,6 € 2,0 Hz)

6,96(s)

6,3_1(5)

7,59(d, 8,8 Hz)
6,68(d, 8,8 Hz)
13,11(s)
12,99(s)
10,28(s)
3,81(s)
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107



V.1.16. Identificacdo da substancia 24

A substancia 24 foi obtida como um material amorfo, de coloracdo castanha e solivel
em solventes polares. A anélise desse material por experimento de RMN 'H (Figura 80 e 81,
p. 110) permitiu verificar: os sinais em oy 2,46 (d, J = 3,2 Hz; H-4b) e 0y 2,69 (dd, /=42 ¢
16,3 Hz, H-4a) caracteristicos de hidrogénios diastereotopicos de CHy; sinais em Oy 4,00 (sl,
H-3) e 4,68 (dl, 3,7 Hz, H-2) de hidrogénios carbindlicos; &y 5,72 (d, 2,2 Hz, H-6) e 5,89 (d,
2,5 Hz, H-8) de hidrogénios de sistema aromaticos do anel A de flavonéide 5,7-
dissubstituido; sinais em 0y 6,65 (sl), 6,66 (sl) e 6,89 (sl) atribuidos ao H-2’, H-5" ¢ H-6,
respectivamente, ligados ao anel B de flavondide 3”,4°-dissibstituido; sinais em &y 8,93 € 9,14
ppm de hidroxila fendlica. As atribui¢des dos dados do espectro de RMN He comparagdo
com dados da literatura (HARBORNE & MABRY, 1982; HARBORNE, 1994) permitiram
identificar a substancia como sendo a epicatequina devido a auséncia de J tipico de correlacdo
ax/ax com J = 8 Hz. Na epicatequina temos os grupos Ar/OH em cis de forma que os valores
de J sdo pequenos, como os da substancia 24. Como informagdo adicional obteve-se o
espectro 2D de correlacdo homonuclear (‘"H x 'H COSY) da substancia 24 (Figura 82, p.
111). Este experimento revelou acoplamentos dos hidrogénios: H-6’/H-2’; H-6’/H-2; H-8/H-
6; H-2/H-3; H-4a/H-3; H-4b/H-3 e H-4a/H-4b. Para complementar a determinacdo estrutura
desta substancia realizou-se a andlise por dicroismo circular e comparacdo com os padrdes de
(+) catequina e (+) epicatequina (Figuras 83 e 84, p. 112; 85 e 86, p. 113). A configuracio
relativa de 24 € semelhante a epicatequina com Jy.om.3 ~ 3,4 Hz, acoplamento ax/eq; diferente
da catequina que tem Jyoms3 ~ 7,4 Hz, acoplamento ax/ax. O padrio de epicatequina
apresenta efeito Cotton em: Azgo: (+); A2zo: (-); Az1s-210¢ (+); € 24 apresenta em: Azzs: (-); Azqz:
(+); A233-213: (). Portanto, sendo este padrio 25,3S; a substincia 24 deve ser o enantidbmero
2R,3R da epicatequina. Para confirmar a estrutura de 24 foi preparada o derivado acetilado
através da reacdo com anidrido acético e piridina, e obteve-se o produto 24a, discutido a
seguir (V.1.17). O conjunto desses dados justificam a proposta da (2R,3R)-5,7,3’,4’-

pentaidroxi-flavana para 24
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epicatequina 24

Tabela 12. Dados de RMN 'H e COSY 'H x 'H (400 MHz, DMSO-dg) da substancia 24 em
comparacdo com a literatura (HARBORNE & MABRY, 1982; HARBORNE, 1994)

HO

Ar

Ar epicatequina catequina OH
g (2R, 3R) (2R, 38) !
Substincia 24 Epicatequina Catequina
(DMSO-dg) (DMSO-dg) (DMSO-dg)

"H COSY "H "H
C Oy (mult. J=Hz) "Hx'H 8y (mult. J=Hz) Oy (mult. J=Hz)
2 4,68 (d; 3,76 Hz) H-3, H-6’ ax; 4,74 (d;-) ax;4,49 (d; 7,4)
3 4,00 (sl) H-2e H-4a eq;4,01 (ddd;-) ax,3,83(ddd;-; J,.=7,4;-)

4a 2,69 (dd;4,2;16,3Hz) H-4be H-3 2,79(dd;4,2;16,3) 2,67 (dd; 5,4; 16,0)
4b 2,46 (d; 3,2 Hz) H-4ae H-3 2,48(dd;3,3;16,3) 2,36 (dd; 8,0; 16,0)

5 - - - -
6 5,72 (d; 2,2 Hz) H-8 5,72 (d;1,7) 5,70 (d;2,1)
7 - - - -
8 5,89 (d; 2,5 Hz) - 5,89 (d;1,7) 5,90 (d;2,1)
9 - - - -
10 - - - -
1’ - - - -
2’ 6,65 (s1) H-6’ 6,90 (s;) 6,73 (d;1,7)
3 - - - -
4° - - - -
5 6,66 (s1) - 6,66 (d:8,7) 6,70 (d:8,1)
6’ 6,89 (sl) - 6,66 (dd;-,8,7) 6,60 (dd;-,-)
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Figura 83. Espectro de DC da substancia 24
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Figura 84. Espectro de DC da 25,35-(+)-epicatequina-padriao
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V.1.17. Identificacao do derivado acetilado da epicatequina (24a)

A substancia 24 foi derivatizada por reacdo de acetilacio com piridina e anidrido
acético. A andlise em CG-EM (Figura 87, p. 114) mostrou como produto majoritdrio, apesar
de algumas impurezas, o derivado pentacetilado da substancia 24. O espectro de massas
apresentou padrao de fragmentagdo compativel para o produto devido a fragmentagdes
envolvendo unidades acetoxilicas. O Esquema 12 (p. 115) mostra as propostas de
fragmentacdes que justificam os primeiros picos detectados no espectro de massas do produto

contendo cinco unidades de acetila.

Chromatogram OFFM-PA 10-11- Cat Acet. C:A\GCMSsolution\Data\Project \Mario\QuelN\OFFM-PA 10-11- Cat Acet. qed
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Figura 87. a) Cromatograma (CG) de substancia 24a; b) espectro de massas do produto 24a
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m/z = 381

0=C=CH,

m/z = 356

0=C=CH,

. OH

OH m/z = 314

m/z = 297
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+ m/z = 297 O=C=CH»
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OH m/z = 272

OH m/z = 255

Esquema 12. Proposta de fragmentacdo para justificar os principais picos do espectro do
componente com Tr 25,1 min (substancia 24)
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V.2. Proposta biossintética para as isoflavonas e biflavondides

Os flavondides derivam-se da via do chiquimato e da via acetato. Sua biossintese
procede via condensac@o de uma unidade de p-cumaroil-CoA e de trés unidades de malonil—
CoA, produzindo estilbeno (resveratrol) ou chalconas (narigenina). A formacao de estilbeno
ou chalcona depende da natureza da enzima que catalisa a reacdo, estilbeno sintase ou
chalcona sintase, respectivamente. Outra enzima, chalcona isomerase, promove a ciclizagdo
da chalcona, originando o anel C, heterociclico, formando um flavonoide. A partir desse
flavonoide, podem ocorrer outras modificacdes produzindo, dessa forma, outros
representantes da variedade estrutural desta classe de metabdlitos (Esquema 13, p. 117).
Esses constituintes estruturais podem, inclusive, sofrer hidroxilagdes, metilacoes,
isoprenilacdes ou glicosilagdes. As isoflavonas constituem uma subclasse que apresenta o
anel aromético B migrado para o carbono adjacente a carbonila do heterociclo (C-3). Esse
rearranjo € induzido por enzimas da familia citocromo P-450, na presenca dos cofatores
NADPH e O,. O mecanismo € via radicalar, tendo como substrato flavanonas como
liquiritigenina ou narigenina, para formar respectivamente as isoflavonas daidzeina e
genisteina (Esquema 14, p. 117), além da formacao de hidroxi-isoflavanonas intermedidrias
(DEWICK et al., 1997). As isoflavonas isoladas na espécie O. ferruginea apresentam padrdo
de oxigenacao nas posicoes 3’ e 5’, seguida de metilacdes que podem ocorrer nas posicoes 7,
3,4 e 5 (Esquema 15, p. 118). Essas modificacdes sdo promovidas por enzimas do grupo
das oxigenase, subgrupo das hidroxilases na presenca de NADPH e O,, e as enzimas do
subgrupo das metil-transferases. na presenca de SAM, S-adenosilmetionina (Esquema 16, p.
118).

Os biflavonodides constituem um grupo de flavondides, diferenciando-se de outros
oligdmeros como as proantocianidinas, devido a origem biogenética das unidades
constituintes. A maioria dos representantes dessa classe de produtos naturais é formada pelos
dimeros flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona além de ocorrerem, mais
raramente, os dimeros de chalconas e de isoflavonas. Quando as duas unidades sdo iguais,
constituem os bisflavondides e quando as duas unidades sdo diferentes, os biflavondides
(SUZART et al., 2007). O entendimento da biossintese das diferentes classes de metabdlitos
facilita a determinacdo estrutural (Esquema 17, p. 119). No caso de flavondides, o padrao de
oxidagdo e a forma de ligacdo entre as unidades contribuem na deducdo dos sistemas de
nucleos constituintes com base em dados espectrométricos. Isso facilita, inclusive, propor

inicialmente a férmula molecular incorporando os substituintes no esqueleto basico proposto.
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Esquema 13. Proposta da via biossintética de flavondides (Dewick, 1997)
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Esquema 14. Proposta da via biossintética de isoflavonoéides (Dewick, 1997)
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Esquema 15. Proposta da via biossintética de isoflavonas isoladas de Ouratea ferruginea
(Dewick, 1997)
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Esquema 16. Proposta para reacdo de metilacdo de flavondides (Dewick, 1997)
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R=H amentoflavona
R=CH; 7-metil-amentoflavona

Esquema 17. Proposta da via biossintética das biflavonas: amentoflavona e 7-
metilamentoflavona (Dewick, 1997)
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V.3. Determinacao do teor de fendis totais e taninos nas fracoes polares do caule e folhas

V.3.1. Determinacio do teor de fenéis totais

Para a determinagdo do teor de fendis totais nas fracoes PA (fracdo da particdo em
AcOEt do extrato metandlico do caule e folhas) e PF (fracdo residual do extrato metandlico
do caule e folhas) da espécie O. ferruginea, foi escolhida a metodologia de Folin-Denis que se
mostrou a mais acessivel e eficiente dentre as consultadas na literatura (FOLIN e DENIS,
1912; SANT’ ANA et al., 2010, SOUSA et al., 2007, MONTEIRO, 2005a, VERZA, 2007). A
metodologia original segundo Sant’ Ana (2010) foi adaptada para extratos vegetais seguindo o
preparo das solugdes estoque de acordo com Souza e colaboradores (2007). Essa anélise
permitiu determinar a concentragcdo de fendis totais pela interpolacdo das absorbancias obtidas
das solucdes reagentes de cada extrato contra uma curva de calibracdo construida com
padrdes de acido galico (0,4456 a 6,6424 ng/mL) e expressos como g de EAG (equivalentes
de acido gélico) por 100 g de extrato. A equacdo da curva de calibra¢do do acido gélico foi C
= 795,1298A - 133,0411 onde C € a concentragao do acido gélico, A € a absorbancia a 760
nm e o coeficiente de correlacio R= 0,99904. Todas as andlises foram realizadas em
triplicata. As fragdes OFCM-PA e OFCM-PF foram as que apresentaram a maior

concentracdo de fendis totais, como pode ser observado na Tabela 13 (p. 121).

Regresséo linear 0.8~
Y=A+B*X ] pd
}/
0,7 - //
Parametro Valor Erro 1 //
0,6 - P
A 0,16732 0,00646 8 0s- //
B 83,84375 1,83949 g S
§ 0,4 //
-
0,3 /{
R SD N P ] M
0,2 /
0,99904 0,00947 6 <0.0001 e
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007
[ 1ng/mL

Figura 88. Curva analitica da relacdo entre as médias das concentragdes da solugdo do acido
gdlico e as absorbancias (760 nm), nos ensaios de Folin-Denis (VIANNA, 2010)
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Fracoes polares testadas:

OFFM-PF: O. ferruginea, extrato de Folha em Metanol Particao Final (residuo).
OFCM-PF: O. ferruginea, extrato de Caule em Metanol Particao Final (residuo).
OFFM-PA: O. ferruginea, extrato de Folha em Metanol Parti¢do em Acetato de etila.
OFCM-PA: O. ferruginea, extrato de Caule em Metanol Particio em Acetato de etila.

Tabela 13. Resultados obtidos para teor de fendis totais para as amostras de fracdes, através
do reagente de Folin-Denis

Amostras das Médias das Reproducoes Desvio Teor de fenois totais
fracoes polares repeticoes Padrao

Y1 Y2 Y3 Yméd. g/100g mg/lg

OFFM-PA 0,590 0,616 0,600 0,602 +0,013 34,56 345,63

OFFM-PF 0,567 0,512 0,540 0,540 + 0,028 29,63 296,33

OFCM-PA 0,980 0,980 1,013 0,991 +0,019 65,49 654,93

OFCM-PF 0,726 0,721 0,724 0,724 + 0,003 44,26 442,63

V.3.2. Determinacio do teor de taninos

Para determinar o teor de taninos realizou-se uma busca na literatura e pode-se
verificar que os métodos espectrofotométricos mais aceitos envolvem a complexacgdo previa
dos taninos com substratos protéicos (pé-de-pele, caseina, albumina) ou poliméricos (PVPP)
(MONTEIRO et al, 2005a e 2005b; READEL et al, 2001; SEIGLER et al, 1986; SHEN et al,
2008; SILVA et al, 2009; VERZA et al, 2007; WANG et al, 2009; XIE et al, 2009). A
escolha da caseina grau técnico como agente de precipitacao foi feita com base no trabalho de
Verza e colaboradores (2007), no qual a caseina grau técnico apresentou maior precisao frente
a caseina purificada. Modificacdes na metodologia original (SEIGLER et al, 1986) foram
feitas de modo a adequa-las “as nossas condi¢cdes experimentais. Toda modificagdo foi
firmada em outros métodos, de determinacao de taninos da literatura, no intuito de ndo gerar
resultados erroneos. A determinacdo da quantidade de taninos (T) presente nas fracoes foi
realizada com base na diferenca entre o valor da concentracao da soluc@o nao tanante (SNT) e
o valor obtido na determinacdo de fendis totais (FT); [T]= [FT] — [SNT]. Os ensaios de
precipitacdo de taninos foram realizados com caseinas nas concentra¢cdes de 400, 600 e 800
mg, para encontrar a melhor concentracdo de caseina capaz de complexar totalmente os

taninos presentes em uma aliquota de 5 mL da solugdo estoque. Pode-se observar que para as
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fracoes OFFM-PF, OFFM-PA e OFCM-PF as trés concentragdes de caseina apresentaram os
mesmos resultados quanto a precipitacdo de taninos. O mesmo ndo foi observado para a
fracdo OFCM-PA que apresentou valores diferentes nas leituras de absorbancia para as trés
concentracoes de caseina. Logo, realizaram-se novos ensaios com esta fracdo nas
concentracdes de 1000, 1200, 1400 e 1600 mg de caseina, e ndo foram observadas variacdes
nos valores de absorbancia, mostrando-se compativel com os valores obtidos para a
concentracdo de 800 mg de caseina. Com base nisto, foi possivel verificar que a concentracao
de 800 mg de caseina foi suficiente para a precipitacdo total dos fenois nas fragdes testadas.
Os valores expressos como g de EAG (equivalentes de dcido galico) por 100g de extrato,
obtidos da determinagdo de fendis da solu¢do ndo tanante pelo método de Folin-Denis estdo
apresentados na Tabela 14 (p. 122). As fragcdbes OFCM-PA e OFCM-PF do caule foram as
que apresentaram maior teor de taninos, seguidas pela fragdio OFFM-PF que mostrou ter trés
vezes mais taninos que a fragdo OFFM-PA. Foram usados os valores de absorbancia da média
das melhores repeticdes para obter a média das reprodutibilidades. Os valores que se
encontram nas Tabelas 13 (p. 121) e 14 (p. 122) sdo as médias gerais das repetibilidade e
reprodutibilidade obtidas nos ensaios realizados. Na Tabela 15 (p. 122) estdo apresentados os
teores de fendis totais (FT), fendis simples presentes na solu¢do nao tanante (SNT) e taninos

expressos como g de EAG (equivalentes de acido gdlico) por 100g de extrato.

Tabela 14. Resultados obtidos para teor de fendis na solu¢cdo ndo tanante para as amostras de
fragdes precipitadas em 800 mg de caseina, através do reagente de Folin-Denis

Amostras Médias das repeticoes Reproducoes Desvio Padrao Teor de fenéis simples

Y y2 y3 Yméa. 2/100g mg/1g
OFFM-PA-8 0,563 0,579 0,571 0,571 + 0,008 32.10 320,98
OFFM-PF-8 0,431 0,436 0412 0,426 +0,013 20,57 205,68
OFCM-PA-8 0,831 0,836 0,833 0,833 +0,003 52,93 529,30
OFCM-PF-8 0,520 0,536 0,528 0,528 + 0,008 28,68 286,79

Tabela 15. Resultados obtidos para teor de taninos com base na equagao [T]= [FT] — [SNT]

Ameostra [FT] [SNT] [T]mg/lg [T]g/100g

OFFM-PA 345,63 320,98 24,65 2,47
OFFM-PF 296,33 205,68 90,65 9,07
OFCM-PA 654,93 529,30 125,63 12,56
OFCM-PF 442,63 286,79 155,84 15,58
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V.4. Anilise das fracdes OFCM-PA, OFCM-PF, OFFM-PA e OFFM-PF por RMN 'H e
13

A andlise de OFCM-PA, OFCM-PF, OFFM-PA e OFFM-PF (fracdes de maior
polaridade) foi realizada por experimentos de RMN, devido a dificuldade de aplicar a essas
fracdes as técnicas cromatograficas mais comuns como as que usam silica como adsorvente.
Apesar do isolamento de um residuo de tanino condensado, catequina, na fracdo OFFM-PA,
foi decidido analisar as demais fragdes por técnicas mais rdpidas e com menor perda de
material, que as usadas no fracionamento de OFFM-PA. Para o estudo destas fra¢cdes buscou-
se identificar quais as classes de metabolitos presentes nas fragdes e fazer uma correlagdo com
a determinacdo do teor de fendis totais realizada com essas fracdes. Verificaram-se sinais
tipicos de carboidratos nos espectros de RMN 'H de todas as fracdes. Os espectros de OFFM-
PF e OFCM-PF mostram-se semelhantes entre si pelos sinais de RMN 'H na regido de 0y 3 a
5,5 ppm. Alguns sinais na regido de hidrogénio de sistema aromadtico, em Oy 6,65 a 7,5 ppm,
indicam a presenca de compostos fendlicos como taninos. Destaca-se entre elas a OFCM-PA
que mostra em seus espectros de RMN de 'H e '’C (Figuras 95 e 96, p. 127) sinais mais
definidos na regido de aromaéticos e limpos na regido de dy 3 a 4 ppm nos o experimento de
'H. Em espectros de RMN B¢ foi possivel identificar a presenca de sinal de C=0 em d. 167 e
165 ppm, além de sinais na regido de carbono de sistema aromdtico que apresenta
deslocamento quimico compativel com os carbonos da unidade de galoil (3. 115, 117 e 118
para C-2’e 6°; 9. 122 para C-17; d. 131 para C-4’; 3. 144 ¢ 145 para C-3’ ¢ 5°). As andlises
espectrais da fracdo OFCM-PA justificam o elevado teor de fendis totais encontrado para a
mesma (ver V.3). Nos espectros de RMN He 13C, de todas as fragdes, foram observados
sinais que indicam a presenga de carboidratos e taninos; os valores apresentados estdo de
acordo com literatura (OKUDA, YOSHIDA & HATANO, 1989). Os taninos hidrolisaveis,
como os galotaninos, sdo os mais compativeis com os sinais verificados nos experimentos de
RMN, mas os sinais em 29(CH,) e 50-60 (CH) permite aceitar a presenca de taninos

condensados na mistura tendo o residuo isolado como a eipicatequina.
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Fracao OFFM-PF

Acguisition Time (sec) 39846 | Comument AMOSTRA: OFFM-PF (PROTOM)
Dare 13 Oct 2010 19:32:04 |
File Name CAUsers\QUELI CRISTINA\Documents\O. ferruginea\QUELI 30- 093001r
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Figura 89. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) da fracio OFFM-PF
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Figura 90. Espectro de RMN 'H (100 MHz, DMSO-dg) da fracio OFFM-PF
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Fracao OFCM-PF
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Figura 91. Espectro de RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) da fracago OFCM-PF
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Figura 92. Espectro de RMN 'H (125 MHz, DMSO-dg) da fracio OFCM-PF
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Fracao OFFM-PA
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Figura 93. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d) da fracio OFFM-PA
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Figura 94. Espectro de RMN 'H (125 MHz, DMSO-d) da fracio OFFM-PA
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Fracao OFCM-PA
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Figura 95. Espectro de RMN 1H (400 MHz, DMSO-d¢) da fragﬁo OFCM-PA
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Figura 96. Espectro de RMN 'H (125 MHz, DMSO-de) da fracio OFCM-PA
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Para obter informagdes adicionais, as fragdes polares foram acetiladas e analisadas por

RMN 'He C. A acetila¢@o foi confirmada pela presenga dos sinais de oy 2,0 a 2,2 ppm para
metilas ligadas a C=0 no espectro de RMN 'H; e sinais na regido de 8¢ 167 a 172 e 19 a 22
ppm correspondendo aos respectivos carbonos de C=0 e CHj3 do grupo acila, no espectro de
RMN "*C. Os sinais esperados na regido de aromdtico ndo apareceram totalmente, isso
impossibilitou a obten¢do de informagdes que pudessem complementar a andlise feita
anteriormente com as fracdes polares. Nos espectros de RMN 'H e °C de todas as fracoes
foram observados sinais caracteristicos de carboidratos confirmando as informacdes
observadas nos espetros das fracdes ndo acetiladas. Este material acetilado deve ser analisado

com CLAE-EM para através dos valores dos picos de m/z propor estruturas dos glicosideos.

Acquisition Time (sec) 3 9846 Comment AMOSTRA: OFFM-Pf (PROTON) - 400MHZ SOLVENTE: CDCL3
Date 19 MNowv 2010 16:36:14 |
File Name CAUsers\QUELI CRISTINA\Documents\O_ ferruginea\QUELI 30-_115001r
Frequency (MHz) 400.11 Nucleus 1H Number of Transienits 16
Original Points Count 32768 Poinis Count 32768 Pulse Sequence zg30
Solvent CHLOROFORM-DO Sweep Width (Hz) 8223 68 Temperature {degree C) 27 000

o~ oW M O O ~— S S v 00 M~ v M~ W d®D o 00 00 OJ 0O W ) ST LD

o O MW D < MWWt NN OO < O 0 O 0D s O~ O WD

(==} O30 00 ) W WD WD) D) v =W D= v W v =t =~ =t — & I~ = O *——

T PPOLLOYLEOIFIFIFIFIFTY QNN T TeP

st e A —5 0 A
CHs3
ligado a C=0O
|
|
carboidrato
CDCl;y / f
| H-C-O
H-C-O R )
anomerico | | |
| | |

1
| [\ ‘

I I
) T IR ™M ."J '\_VI\L/'.‘
r b/ M.Jw;- % 'W’F k

T T T T T T T T
35 3.0 25 20 1.5 1.0

T T T T T T T T T
85 80 7.5 7.0 6.5 6.0 55 50 45 4.0
Chemical Shift (ppm)

Figura 97. Espectro de RMN 'H (400 MHz,CDCls) da fragio OFFM-PE-A
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Figura 101. Espectro de RMN 'H (500 MHz,CDCl3) da fragao OFFM-PA-A
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Figura 103. Espectro de RMN 'H (500 MHz,CDCl3) da fragao OFCM-PA-A
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VI. CONCLUSOES

Este é o primeiro estudo quimico da espécie Ouratea ferruginea. Nesse trabalho foram
identificadas 24 substancias presentes nos extratos de caule e folhas dessa espécie.

As substancias 7,3’-dimetil-orobol (7), panchovillina (13) e sequoiaflavona (23) estdo
sendo registradas pela primeira vez em Ochnaceae. Nao foi encontrado registro na literatura
da substancia 5-hidroxi-7,3’,4’,5’-tetrametoxi-isoflavona (12), espera-se obter mais material
da planta para isolamento e aquisi¢ao de dados espectrométricos.

Os flavonoéides 5,4’-diidroxi-7,3’,5 -trimetoxi-isoflavona (6) e piscigenina (14), ndo
haviam sido identificados em Ouratea anteriormente.

A presenca de biflavonoides, como a amentoflavona, em extratos de folhas desta
espécie confirma a classificacdo botanica, uma vez que sdo marcadores quimiossistematicos
do género. Desta forma, foi verificado que neste género encontram-se, com maior freqiiéncia,
biflavonoides nos extratos de folhas.

O caule revelou ser um bioprodutor de isoflavonas, sendo esta uma caracteristica
relevante dessa espécie, uma vez que isoflavonas foram encontradas apenas nas espécies
Ouratea flava, hexasperma e semisserrata.

A configuragdo absoluta da epicatequina isolada (24) foi definida como 2R,3R. Apesar
de ter sido isolado anteriormente de Quratea hexasperma, ndo se sabe se foi este
estereoisOmero.

As andlises quantitativas de fendis totais e taninos, realizadas com as fracdes polares
de caule e folhas de Ouratea ferruginea, sao o primeiro estudo de determingdo do teor dessas
substancias no género Quratea.

A fracdo OFCM-PA, obtida com acetato de etila do extrato metandlico do caule,
apresentou maior teor de fendis e, de acordo com a andlise em RMN, é a que tem melhor
perfil para taninos hidrolisdveis. Na andlise de determinagdo do teor de taninos as fragdes do
caule foram as que apresentaram maior teor.

Os resultados adquiridos neste trabalho permitiram ampliar o conhecimento sobre a

composi¢ao quimica do género Ouratea e familia Ochnaceae.
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