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RESUMO

CARDOZO, Maritza Adelina Rojas. Metabdlitos especiais isolados dos galhos e
folhas de Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr. (Leguminosae) e das flores de
Laseguea erecta Mull. Arg (Apocynaceae) 2006. 109f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica
Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2006

Este ¢ o primeiro trabalho sobre o isolamento e identificacdo de metabolitos especiais
de galhos e de folhas da espécie Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr. (Leguminosae-
Mimosoideae), popularmente conhecida como “Pau Jacaré”. Outra parte desse trabalho a
identificacdo de metabolitos especiais das flores de Laseguea erecta Mull. Arg.
(Apocynaceae).

Os extratos das partes das plantas foram obtidos através de extracao a frio com
metanol e foram fracionados usando parti¢do com solventes e técnicas cromatograficas. Esses
procedimentos e as analises das fragdes através de cromatografia em camada fina e técnicas
espectrométricas permitiu o isolamento e identificagdo dos constituintes. O estudo com os
galhos de P. gonoacantha conduziu ao isolamento ¢ identificagdo do [-sitosterol,
estigmasterol, do éster N-benzoilfenilalaninato de 2-benzoilamida 3-fenilpropila, do 3-O-B-D-
glicopiranosil sitosterol e dos flavonodides, apigenina (5,7,4 -triidroxiflavona), S5-metil-
apigenina e 7,4’-diidroxi-5,3’-dimetoxiflavona. De folhas dessa planta identificaram-se o
galato de metila, e os flavondides, 8-C-glicopiranosil-5,7,4’-triidroxiflavona e 6-C-
glicopiranosil-5,7,4’-triidroxiflavona, conhecidos respectivamente, como vitexina e
isovitexina. O éster e os flavondides estdo sendo registrados pela primeira vez no género
Piptadenia.

Das flores de L. erecta isolaram-se o lupeol, acido ursolico e os flavondides quercetina
(3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona) e 3-O-a-arabinopiranosil quercetina. Esta é a primeira
informacao sobre identificagdo de metabdlitos especiais em flores desse género. As estruturas
foram determinadas através da anélise dos dados espectrais de IV, RMN de 'H (1D ¢ 2D) ¢
C (BBD e DEPT), comparagdo com valores registrados na literatura e, em alguns casos,
foram usados espectrometria de massas e preparacao de derivados.

Palavras—chave: Piptadenia gonoacantha, Laseguea erecta, flavonodides.
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ABSTRACT

CARDOZO, Maritza Adelina Rojas. Special metabolites isolated from the branches and
leaves of Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr. (Leguminosae) and from the
flowers of Laseguea erecta Mull. Arg.(Apocynaceae). 2006. 1091. Dissertation (Magister
Scientiae in Organic Chemistry) Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2006.

This is the first work concerning to the isolation and identification of special
metabolites from the branches and leaves of Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr.
(Leguminosae-Mimosoideae), commonly known as "Pau Jacaré". Another part of this work
describes the phytochemical study of the flowers of Laseguea erecta Mull. Arg.
(Apocynaceae).

The different parts of the plants were extracted by cold methanol and fractionated
through solvents partition and chromatographic techniques. This procedure, besides the
analysis of the fractions by TLC and spectrometric methods afforded the chemical
constituents. From the branches of Piptadenia gonoacantha were obtained [-sitosterol,
stigmasterol, the ester N-benzoylphenylalaninyl-2-benzoylamide-3-phenylpropil ester, the
sitosterol-3-O-B-D-glucopiranoside,  besides  the  flavonoids  apigenin  (5,7,4’-
trihydroxyflavone), apigenin-5-methyl ether and 7,4’-dihydroxy-3’,5-dimethoxyflavone. The
leaves of this plant afforded the methyl gallate and the flavonoids, 8-C-glucopyranosyl-
5,7,4 -trihydroxyflavone and 6-C-glucopyranosyl-5,7,4’-trihydroxyflavone, know
respectively, as vitexin and isovitexin. The ester and the flavonoids are being registered by
first time in the genus Piptadenia.

From the flowers of Laseguea erecta were isolated the lupeol, ursolic acid, quercetin
(3,5,7,3',4'-pentahydroxyflavone) and 3-O-a-arabinopyranosyl-quercetin. This is the first
information about identification of special constituents in flowers of this specie.

The structures were established by the IR, NMR 'H (1D, 2D), NMR "*C (BBD and
DEPT) analysis and by comparison with literature data. In some cases, it was used mass
spectral data analysis and derivatives preparation.

Key words: Piptadenia gonoacantha, Laseguea erecta, flavonoids
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1 INTRODUCAO

Através dos anos os seres humanos confiaram na natureza para suprir suas
necessidades basicas, como producdo de alimento, abrigos, roupa, meios de transporte,
fertilizantes, sabores, fragrancias e medicamentos (NEWMAN et al., 2000). Especificamente
as plantas tém servido como matéria prima para a construcao de utensilios, assim como tém
desempenhado um papel importante como fonte de entidades quimicas com aplicacdes
variadas, e atualmente fornecendo uma ampla gama de produtos de importancia econdmica.

Sabendo que o maior nimero de espécies vegetais encontra-se nas regides equatoriais
da América do Sul, da Africa e da Asia. Enquanto no Brasil estima-se a existéncia de 55,000
espécies catalogadas (DIAS, 1996) de um total estimado entre 350,000 e 550,000 (GUERRA
& NODARI, 2004). E, considerando que o Reino Vegetal tem contribuido de forma
significativa para a descoberta de substancias organicas com variedade e complexidade
estrutural, faz-se relevante o aporte quimico ao conhecimento das espécies vegetais.

O estudo quimico de espécies vegetais além de fornecer informacao sobre as classes
de substancias das diferentes familias, géneros ou espécies, amplia o conhecimento da relagao
das diferentes classes de metabolitos especiais com a taxonomia € com o meio ambiente, além
disso, pode conduzir a descoberta de novas estruturas quimicas e contribuir para outras areas
de conhecimento como, agricultura, enzimologia, genética, farmacologia, etc.

Dentre das diferentes aplicacdes destaca-se o uso das espécies vegetais como fonte de
substancias com atividade biologica, as plantas tém sido base de sistemas de medicina
tradicional que sdo usados por milhares de anos em paises como China e India. J4 em tempos
remotos encontram-se registros do uso de plantas para fines medicinais, como exemplo pode-
se citar o Papiro de Eberes em 1500 A.C, que inclui algumas formulacdes; Matéria Medica da
cultura Chinesa em 1100 A.C; a contribuicdo de Theophrastus (300 A.C) que, além do uso,
relata a qualidade das plantas e a influéncia das caracteristicas de cultivo e a contribui¢do de
Dioscorides cujo registro ¢ considerado por alguns como o mais importante representante da
ciéncia de plantas medicinais do tempo antigo (NEWMAN et al., 2000).

Esse conhecimento, acumulado através dos anos, ligado ao desenvolvimento da
quimica organica levou ao registro dos primeiros estudos sobre plantas com base cientifica a
partir do século XIX, resultando no isolamento de principios ativos de plantas
(MONTANARI & BOLZANI, 2001). Alguns desses constituintes sao usados até hoje como
medicamentos, como a morfina e a quinina. Posteriormente com o desenvolvimento de
técnicas analiticas e de elucidagdo estrutural, o isolamento e identificacdo de constituintes de
plantas tem sido mais eficiente, conhecendo-se hoje cerca de 50.000 metabolitos especiais
isolados de angiospermas (MONTANARI & BOLZANI, 2001). Com os métodos atuais de
analise organica tém se conseguido novas informagdes sobre espécies ja estudadas e
despertado o interesse sobre a utilizagdo de espécies cuja quimica ainda ¢ desconhecida.

Independente do enfoque, os produtos naturais sdo uma fonte ativa de substincias
quimicas com uma enorme diversidade estrutural e complexidade molecular que conferem
uma variedade de propriedades fisico-quimicas e biologicas. Isso de uma ou outra forma tem
influenciado no desenvolvimento do ser humano seja pelo impacto direto em seu bem-estar ou
por permitir o entendimento das relagcdes entre seres vivos e 0 meio ambiente. Nesse sentido
qualquer nova informacdo sobre uma espécie, ¢ considerada um aporte importante ao
conhecimento cientifico.



OBJETIVOS
e [solar constituintes quimicos de galhos e de folhas de Piptadenia gonoacantha e de
flores de Laseguea erecta.

e Identificar as substancias isoladas utilizando métodos espectroscopicos como 1V,
RMN 'H (1D e 2D), "°C. (1D e 2D) ¢ espectrometria de massas.

e Preparar derivados a partir dos constituintes isolados.

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e de algumas substincias isoladas de
Piptadenia gonoacantha.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Generalidades Sobre a Familia Leguminosae e o Género Piptadenia

A familia Leguminosae ¢ de ampla distribuicdo geografica, entre as maiores familias
de plantas com flores e compreende cerca de 642 géneros e 18.000 espécies. Compreende trés
subfamilias, muitas vezes tratadas individualmente como familias botanicas distintas,
dependendo do arranjo sistemdtico adotado. De acordo com o arranjo de Kubitzki a partir do
sistema de Cronquist (MABBERLEY, 1997), tem-se a divisao nas seguintes subfamilias:

* Caesalpinioideae (Leguminosae I) ou familia Caesalpiniaceae;
* Mimosoideae (Leguminosae 1) ou familia Mimosaceae; e
* Papilionoideae (Leguminosae III) ou familia Fabaceae. (DI STASI et al., 2002).

Espécies pertencentes 4 familia Leguminoseae ocorrem em todas partes do planeta,
com exce¢do das regides Artica e Antértica, estio difundidas pelas regides tropicais e
subtropicais do planeta e em zonas aridas ou semi-aridas; somente poucas espécies estendem-
se distintivamente em zonas temperadas (CRONQUIST, 1981). Sdo plantas de habitos
variados, existindo desde grandes arvores de matas tropicais, arbustos, até ervas anuais ou
perenes e trepadeiras. Nesta familia encontram-se plantas que possuem diferentes aplicagdes
tais como: alimentos, tintas, colas, resinas, 6leos, esséncias, inseticidas e drogas entre outros
(ALLEN & ALLEN, 1981).

A subfamilia Mimosoideac a qual pertence a espécie Piptadenia gonoacantha
compreende cerca de 64 géneros, que abrangem aproximadamente 2.950 espécies, (DI STASI
et al., 2002) distribuidas nas regides tropicais, subtropicais e calido-temperadas do globo. No
Brasil destacam-se as espécies dos géneros Mimosa, Acacia, Calliandra, Inga,
Pithecellobium, Prakia, Piptadenia e Stryphnodendron muitos deles de valor medicinal,
(BARROSO, 1991; GOMES, 2002).

A quimica da familia Leguminosae ¢ composta por varias classes de substancias,
destacando-se as classes dos flavondides e alcaldides que s3o tidos como marcadores
taxondmicos. Entre os flavondides sdo encontrados flavonois, flavonois glicosilados,
flavonas, isoflavonas, chalconas, entre outros. Ja na classe dos alcaldides encontram-se
alcaldides derivados de fenilalanina, da tirosina e do triptofano entre outros (HARBONE,
1971).

O género Piptadenia compreende cerca de 80 espécies tropicais a maioria americanas.
No Brasil ocorrem nos estados de Amazonas, Bahia, Ceard, Goias, Mato Grosso, Minas
Gerais, Paraiba, Parana, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sao Paulo.
(RIZZINI, 1998; LORENZI, 1992). As Piptadenias sao conhecidas no Brasil como angico,
angico branco, angico do campo, angico roxo, angico vermelho, angico bravo, angico preto
angico rajado, angico de cerrado ¢ na Argentina e Paraguai sdo conhecidas como cebil, cebil
colorado e cebil ita (CORREA, 1984; RIZZINI, 1998). As espécies do género Piptadenia sio
utilizadas na industria dos curtumes por possuirem a casca rica em taninos ¢ a madeira dura e
pesada ¢ utilizada na construcdo naval e civil e como lenha e carvdo. Hoje, com a escassez de
espécies utilizadas como fonte de madeiras, o angico voltou a figurar como op¢do para a
construcao civil e telhados, além de ser usado para a recuperagdo ambiental, pois cresce muito
bem em solos pobres e degradados (RIZZINI, 1998; CORREA, 1984).



Este género despertou o interesse dos pesquisadores desde a chegada de Cristdévao
Colombo no novo mundo quando Ramén Pane descreveu a inalagdo de um rapé narcotico
pelos nativos das Ilhas do Caribe ao parecer preparado com espécies de Piptadenias. As tribos
indigenas da América do Sul utilizavam o mesmo rapé, que era produzido a partir das
sementes de Piptadenia peregrina, chamada por eles de cohoba, parica ou yopo. O rapé era
utilizado em cerimonias, onde inalado permitia supostas visdes, possibilitando a comunicacao
com espiritos. (GRANIER, 1965; STROMBERG, 1954).

A quimica deste género é composta por diferentes classes de substancias e, devido a
aplica¢do industrial, os primeiros estudos descritos que envolvem espécies de Piptadenia
foram dirigidos na determinagdo do conteudo de taninos. Foram encontramos os trabalhos de
Zelada que em 1915 descreveu o conteudo de taninos da espécie Piptadenia cebil e a
identificagdo de catecol na mesma espécie (ZELADA & CONI, 1915), em 1929 Deforge
relatou o contetido de taninos de Piptadenia chrysostachys (DEFORGE et al., 1929) e Primo
informou o contetido de taninos de Piptadenia rigida com finalidades de aplicagdo industrial
(PRIMO, 1945).

Em 1937 Schneider estudou as propriedades adesivas de gomas exsudadas de espécies
de Piptadenia (SCHNEIDER, 1937) e em 1943 registraram-se as propriedades antitussigenas
dessas gomas (RANGEL, 1943) confirmando, assim, o uso popular.

Como foi mencionado anteriormente, o género Piptadenia despertou o interesse dos
cientistas por seu uso na preparacdo do rapé. Desta forma, em 1950 foi descrito o uso da
espécie Piptadenia peregrina para a preparagdo do Yopo, um tipo de rapé que produz euforia
em humanos e, até entdo, ndo havia evidéncia de alcaldides no rapé (HENKER & HUSTON,
1950). S6 em 1954 que Sttromberg relatou o isolamento do alcaldide inddlico, 5-hidroxi-N,N-
dimetiltriptamina (Bufotenina, I) das sementes de Piptadenia peregrina (STROMBERG,
1954).

Fish e col., estudando varias espécies de Piptadenia registraram 4 bases inddlicas
presentes nas sementes e vagens de P. peregrina e P.macrocarpa, as sementes contem
bufotenina (I), 6xido de bufotenina (II) e 6xido de N,N dimetiltriptamina (III) as vagens
contétm N,N dimetiltriptamina (IV) (FISH et al., 1955). Ja em 1956 s3o estudadas as
propriedades estimulantes do extrato aquoso de Piptadenia peregina (RAYMOND-HAMET,
1956) e um novo estudo do yopo permitiu a deteccdo de alcaldides nesse preparado
(D’ALCONTRES & CUZZODREA, 1957).

Pachter e col., pesquisando as sementes de uma planta utilizada pelos indios do
Brasil, identificada como P. colubrina Benth, isolou a bufotenina (I) ¢ a classificou como
sendo o alcaldide principal da mesma (PACHTER et al., 1959). Em 1960 Delaveau registrou
as propriedades psicotropicas e alucinantes de P. peregrina (DELAVEAU, 1960), e
Giesbrecht registrou a ocorréncia de bufotenina (I) nas sementes de Piptadenia falcata.
(GIESBRECHT, 1960).

Em 1963 ¢ relatado o isolamento da N-metiltriptamina (V), 5-metoxi-N-
metiltriptamina (VI) e 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina (VII) das cascas de P. peregrina
coletada no Brasil (LEGLER & TSCHESCHE, 1963), ¢ num estudo de espécies de
Piptadenia na Argentina foi registrado o isolamento de bufotenina (I) ¢ a N,N-
dimetiltriptamina (IIT) das sementes e vagens de P. macrocarpa, 6xido de bufotenina (II) das
sementes ¢ 5-metoxi-N-metiltriptamina (VI) das cascas da mesma espécie. De P. excelsa
foram identificados bufotenina (I) e 6xido de bufotenina (II) nas sementes e vagens, ¢ a N,N
dimetiltriptamina (III) das vagens. Trabalhos de prospec¢do quimica com P. paraguayensis
(casca, sementes e vagens), P. rigida (sementes) ¢ P. viridiflora (sementes e vagens
misturadas) revelaram teste negativo para alcaldides (IACOBUCCI & RUVEDA, 1964).



PARIS e col. (1967) num novo estudo, registraram a presenca de bufotenina (I), 6xido
de bufotenina (II) e N,N dimetiltriptamina (III) nas sementes de P. peregrina, taninos
polifenolicos, catéquicos nas vagens e cascas. Neste mesmo estudo as sementes de P. africana
ndo evidenciaram presenca de alcaldides.

No ano de 1972 foram registrados o isolamento de teobromina (VII) das sementes de
P. leprostachya e a presenca de bufotenina (I) em P. contorta e P. moniliformsis.
(YAMASATO et al., 1972). O estudo da madeira de P. macrocarpa resultou no isolamento
de dimetoxidalbergiona, dalbergina (VIII), kuhlmannina, lupeona (IX), lupeol (X), sitosterol
(XII) B-glicosil sitosterol (XIII), e 3,3’4’8-pentaidroxiflavanona (XIV) (MIYAUCHI et al.,
1976).

Num estudo de plantas nativas do nordeste brasileiro, BULHOES et al., (1976)
constataram a presenga de esterdides, heterosideos e taninos na casca do caule de P.
columbrina e em 1985 foi relatado o isolamento de bufotenina das sementes de P.
macrocarpa com um redimento de 0,5% (RENDON & WILLY, 1985).

DELGOBO e col., isolaram monossacarideos e heteropolisacarideos da goma que
exsuda da casca de P. columbrina, utilizada para o tratamento de problemas respiratorios.
(DELGOBO et al.,1997; et al., 1999) ¢ em 1999 investigando a casca de P. macrocarpa foi
isolado como composto principal, o flavondide fisetinidol-3-O-f-D-xilopiranosideo
(anadantosideo, XIII) (PIACENTE et al., 1999). O ultimo registro de estudo quimico
encontrado da espécie ¢ citado no ano 2003 onde ALVES et al., relata o isolamento de
7,8,3’,4’ tetraidroxiflavanona (XIV) isolada de P. rigida (ALVES et al., 2003).

Essa pesquisa bibliografica permitiu constatar que os alcaldides, quando presentes na
espécie, sdo encontrados nas sementes. Os trabalhos mais recentes, certamente usando
técnicas mais eficientes de andlise, ndo tem detectado alcaloides nas outras partes de espécies
desse género. Mas, entretanto, tem registrado a ocorréncia de constituintes de outras classes
de metabdlitos especiais. Sabe-se que classes de metabolitos especiais sdo frequéntes a
determinadas espécies, mas o teor e variacdo estrutural estdo relacionados ao habitat da
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2.1.2 Generalidades da espécie Piptadenia gonoacantha.

No Brasil Piptadenia gonoacantha (Figura 1, p. 9) é conhecida como: icarapé,
caniveteiro, casco-de-jacaré, e mais popularmente, pau jacaré. Apesar de pouco apreciada,
devido a seus espinhos em forma de lamina, ¢ importante para o reflorestamento, sendo uma
das primeiras a aparecer apoés a area desmatada. E comum em 4reas com algum
sombreamento e ocorre principalmente nas florestas estacionais semideciduais, com alguma
perturbagdo, nas regides sudeste e sul do Brasil, incluindo Mato Grosso do Sul ¢ encontrada
também, em formagdes florestais alteradas do complexo atlantico. A madeira ¢
moderadamente pesada, dura ao corte e de média resisténcia ao ataque de pragas. Usada para
acabamentos internos, arma¢do de moveis, miolos de portas e painéis, confeccdo de
brinquedos, embalagens e para lenha e carvao, sendo considerada uma das melhores para
produgdo de calor. Na época de floragdo, janeiro a fevereiro, ¢ muito procurada por abelhas,
além de ser utilizada na recuperagdo de areas degradadas (LUNZ, 2004).



2.1.2.1 Aspectos Botanicos

Piptadenia gonoacantha ¢ uma arvore que pode atingir de 8 a 20 m de altura (Figura
1, p. 9). Tronco muito caracteristico, suberoso, com placas quadrangulares; ramos novos com
cristas bem demarcadas, com aculeos. Folhas alternas, compostas bipinadas, com 30 a 50
pares de foliolos, pilosos na marcagem. Flores numerosas, em inflorescéncia espiciformes
terminais, estames numerosos ¢ aparentes, de branco a creme; nectario extrafloral na base do
peciolo. O fruto ¢ legume, membranaceo e achatado (LUNZ, 2004).

Tabela 1.  Classificacdo taxondmica da espécie( www.arvores.brasil.nom.br)

Divisdo: Angiospermae

Classe: Dicotyledoneae

Ordem: Rosales

Familia: Leguminosae
Sub-familia: Mimosoideae
Género: Piptadenia

Espécie: Piptadenia gonoacantha
(Mart.) J. F. Macbr.




Figura 1.  Aspecto geral da espécie vegetal Piptadenia gonoacantha. (Fotos: 1,3 ¢ 4: Dr.
Aciécio Geraldo de Carvalho, IF-UFRuralRJ)

2.1.2.2. Trabalhos cientificos com P. gonoacantha

Embora ela seja usada na industria e pertenca a um género com uso na medicina
popular, os tnicos trabalhos cientificos com P. gonoacantha estdo relacionados com o teor de
taninos (GONCALVES & LELIS, 2001). Além dessas consideracdes, essa planta ¢ freqiiente,
popular e facilmente identificavel na Mata Atlantica (Figura 1, p. 9).

Além de ela fazer parte do projeto sobre “avaliacdo da resisténcia ao ataque de
organismos xilofagos (“Avaliagdo da resisténcia ao ataque de Scolytidae em esséncias
florestais da Mata Atlantica” (LUNZ, 2004), nao sdo registrados trabalhos sobre estudo
quimico dessa espécie. Por isso o grupo do LQPN-UFRuralRJ resolveu desenvolver trabalhos
com essa espécie descobrindo os metabdlitos especiais presentes nas diferentes partes da
mesma e, inclusive, utilizar esses conhecimentos no projeto citado acima.



2.2 Gereralidades de Apocynaceae e Laseguea erecta

A familia Apocynaceae esta composta por 2 subfamilias, Plumieroideaec e
Apocynoideae, que em conjunto estdo constituidos por 250 géneros e ao redor de 2000
espécies, com ocorréncia nos tropicos e sub-tropicos. Como géneros importantes desta familia
se destacam o género Plumeria, Vinca, Rauwolfia e Strophantus (EVANS, 2002).

A familia Apocynaceae se caracteriza como representante das espécies bioproductoras
de alcaldides, glicésidos cardiotonicos, terpendides, e iriddides ocorrendo com menor
freqiiéncia os flavondides (CARVALHAES et al, 2002; VANDERLEI et al., 1991;
BARRETO et al., 1998) e flavonoides glicosideos (CARVALHO et al., 2001).

Alguns representantes desta familia sdo bioprodutores de alcaldides inddlicos como os
dos  géneros  Alstonia, Aspidosdermum, Cataranthus, Hunteria, Pleiocarpa,
Tabernaemontana, Rauwolfia, ¢ Voacanga. Alcaldides esteroidais ocorrem em Holarrhena,
de alcaldides do tipo harmano encontram-se os géneros: Amsonia, e Aspidosderma.

Glicosideos cardiotonicos ocorrem em Acokanthera, Carissa, Melodinus, Apocyanum,
nerium e Strophanthus. Outros constituintes encontrados em espécies dessa familia sdo os
glicosideos cianogenéticos, leucoantocianidinas, saponinas, taninos, cumarinas, acidos
fenolicos e triterpendides (EVANS, 2002).

Essas consideracdes sdo alguns dos motivos que o grupo do LQPN-UFRuralRJ tem
procurado desenvolver estudos sobre avaliacdo dos constituintes quimicos de espécies de
alguns géneros dessa familia. Entre eles os géneros Himatanthus (BARRETO et al., 1998),
Dipladenia (CARVALHO et al., 2001), Plumeria (CORNELIUS, 2006), Parahancornia
(CARVALHO et al., 2001, SOBRINHO et al., 1991). Esses dois altimos géneros, até entao,
tinham sua quimica ainda desconhecida. At¢ o momento ndo se verificou semelhanga, em
termo de metabolitos especiais, entre Parahancornia ¢ os demais referidos géneros.

O género Laseguea.

Figura 2.  Aspecto geral de um espécime jovem de Laseguea erecta (C.C.F.Alves, Tese
de Doutorado, PPGQP-UFRuralRJ, 2004)
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O tnico trabalho sobre estudo quimico de Laseguea foi o desenvolvido pelo grupo de
pesquisa de produtos naturais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, LQPN-
UFRuralRJ. Nesse estudo identificaram-se no caule de Laseguea erecta o lupeol (X), a
cumarina escopoletina (XV) , o lignéide pinoresinol (XVI) e o glicosil-cardenolideo ou a-L-
tevetosil-digitoxigenina (XVII) (CARVALHO et.al, 2006). A quimica dessa espécie tem se
revelado bem diferente das demais estudadas, apesar de estudos adicionais estdo em
andamento.

Pinoresinol (XVI)

a-L-tevetosil-digitoxigenina (XVII)
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3 CONSTIUTUINTES QUIMICOS ISOLADOS NESTE TRABALHO

3.1 Piptadenia gonoacantha

O fracionamento do extrato metandlico do galho de Piptadenia gonoacantha permitiu
o isolamento e identificagdo dos esterdides sitosterol (1) estigmasterol (2), o peptideo N-
benzoilfenilalaninato de N-benzoilfenilalaninila (3), o 3-B-O-D-glucopiranosil sitosterol (4) e
os flavondides apigenina (4’,5,7-triidroxiflavona, 5), 5,3’-dimetil- luteolina (6) e 5-metil-
apigenina (7).

O fracionamento do extrato metandlico das folhas de Piptadenia gonoacantha
permitiu o isolamento e identificagdo de galato de metila (8) e os flavondides vitexina (9) e
isovitexina (10). Estes constituintes estdo sendo reportados pela primeira vez nesta espécie.
Foram preparados os derivados 1a, 2a, 8a ¢ 9a.

29

28

1 R=H 2: R=H 29
4

la: R=CH;CO 2a: R= CH,CO 2
13 - 13
12. 14 12 1
, 15 15

1 11
@} 70 16 O 0 18 g o
! 9
° NH NH
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3.2 Laseguea erecta

O fracionamento do extrato metanolico das flores de Laseguea erecta permitiu o
isolamento e identificagdo do triterpeno lupeol (11) do acido ursélico (12) e dos flavondides
quercetina (13) e 3-O-a-arabinopiranosil quercetina (14). As substancias 12, 13 ¢ 14 nao
foram detectadas no caule dessa planta com o trabalho realizado anteriormente (CARVALHO
et al., 2000).

13 R=H
14 R=Arabinopiranosila

13



4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos e Reagentes

Os pontos de fusdo foram determinados sem correcdo de valores em aparelho MEL-
TEMP 11, Laboratory Devices USA utilizando capilar. Os espectros obtidos na regido do
infravermelho foram registrados em espectrofotometro Perkin-Elmer 1600/1605 FT-IR em
discos de KBr. Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear 'H e "C (incluido
experimentos 2D) foram obtidos em espectrometros Bruker ACE-200 [200MHz (‘H) ¢ 50
MHz (**C)] e Bruker DRX 500 [500MHz (‘H) ¢ 125 MHz ("*C)]. Como padrio interno para
referéncia de deslocamento quimico foi usado tetrametilsilano. Os deslocamentos quimicos
(8) foram obtidos em parte por milhdo (ppm) ¢ as constantes de acoplamento (J) foram
medidos em Hertz (Hz).

Os espectros de massas foram registrados em um cromatdgrafo a gas, coluna CP-SIL8
(30m x 0,25 x 0,25mm), temperatura 180/1-10°C/min.-280°C(20min), injetor 270C, acoplado
a um espectrometro de massas de marca VARIAN, modelo SATURN 2000 com Ionizacdo de
IE (70eV).

Foi usada cromatografia em coluna de gel de silica (230-400 e 70-230 mesh) da marca
Vetec como fase estacionaria. A cromatografia em camada delgada preparativa (CCP) foi
feita em placas de gel de silica 60 PF »54 Merck e Vetec sobre suporte de vidro e espessura de
1 mm. As substancias foram detectadas por irradiacao ultravioleta de 254 ou 365 nm.

Foi usado Sephadex LH-20 da marca Sigma-Aldrich

As placas para analise cromatografica em camada delgada analitica (CCDA) foram de
gel de silica 60 PF,s4 Merck e como reveladores foram usados, além da deteccdo por
irradiacdo ultravioleta, reagentes de Liebermann-Burchard (esteroides e terpenos), solugdes de

AICl; em MeOH (1%) para compostos fenodlicos e vapores de iodo e Godin (vanilina 1%
etanolica em H3;PO4 e H,SO4 ) como reveladores universais.

Os solventes utilizados foram grau p.a da marca Vetec e Merck sendo que solventes
como metanol e diclorometano foram destilados antes de serem utilizados.
4.2 Isolamento e Purificacdo dos Constituintes

4.2.1 Piptadenia gonoacantha

O material vegetal da espécie Piptadenia gonoacantha foi coletado no Jardim
Florestal do Instituto de Florestas (IF) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, Rio de Janeiro, pelo Prof. Dr. Acéacio Geraldo de Carvalho. Uma exsicata desta
espécie (RBR 6939) estd depositada no herbario RBR, IB-UFRRJ.

4.2.1.1 Galhos de P. gonoacantha

Os galhos secos e moidos (1448,0 g) de Piptadenia gonoacantha foram submetidos a
extracdo a frio com metanol e apos retirada do solvente através de destilagdo sob vacuo,
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obtive-se 51,4 g de extrato metandlico (PGGM). O extrato PGGM (46,4 g) foi submetido a
particdo com solventes de polaridade crescente utilizando cloroférmio, acetato de etila,
butanol. Obteveram-se, respectivamente, as fragoes PGGMC (4,0 g), PGGMA (4,5 g),
PGGMB (19,8 g), PGGMM (14,3 g). Em todos os casos o solvente foi retirado usando
destila¢do sob vacuo.

A fracdo PGGMC (4,0 g) foi fracionada através de cromatografia em coluna de gel de
silica a qual foi eluida com cloroférmio (CC) em polaridade crescente com metanol, obtendo-
se 41 fracdes de 100 mL. A comparacdo das fragdes foi acompanhada através de
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) revelada sob UV a 254 ¢ 362 nm e com
Lieberman, as fracdes com substincias andlogas foram reunidas gerando um total de 35
fragoes.

As fracdes 6 e 7 apresentaram um precipitado o qual foi purificado por cristalizacao
em metanol, apds filtragdo em funil de Hirsch foram obtidos 190,0 mg de cristais incolores
que apresentaram pf 128-130 °C. Esse sélido foi identificado como a mistura de sitosterol (1)
e estigmasterol (2). PF: 128-130 °C(metanol), vmsx " (cm™): 3425 cm (vo.n), 1057(ve.o)
1649 (ve—c); RMN 'H (200 MHz, CDCls) 8: 0,6-2,2(m, 1+2), 0,67 e 1,0(H3C-18 ¢ 19, 1+2),
3,50 (m, H-3, 14+2), 5,34 (s, H-6, 14+2), 5,13 (m, H-22,23, 2); RMN "*C (50,3 MHz, CDCls,
Tabela 2; CG-EMIE: tr(min), m/z (M~ , %):1 [15,3, 414 (M",100%), Figura 6, p.23] e 2
[14,19, 412 (M", 60%), Figura 7, p. 24].

A fragdo 10 apresentou um precipitado que foi purificado usando cromatografia em
coluna de gel de silica e eluida com cloroférmio 100%. Obteve-se 11,0 mg de s6lido amorfo
com PF 184-186 °C, que apés analise foi identificado como o éster (3). Vmax " (cm™): 3310
(v x-1), 3030 (vc), 1750 (ve—o, 1640 (ve—o de amida); RMN 'H (500 MHz, CDCls) Tabela
3; RMN C (125 MHz, CDCls, Tabela 3; EMIE m/z (%): 506(ausente), 355(10), 328(50),
238(70), 146(100), 118(60), 91(70).

A fragdo 16 apresentou um precipitado que foi purificado por recristalizacdo em
metanol, obtendo desta forma 37,2 mg de s6lido branco (PF 308-310 °C) identificado como 4.
PF: 308-310 °C (metanol), s> (cm™): 3408 (vo.n), 2959, 2934,2870 (vc.y) 1460,1380 (ve.
o), 1164,1023 (vc.o), 1633 (ve—c); RMN 'H (200 MHz, CDCl:/MeOH) 8y: 5,34 (d, H-6), 5,04
(d, H-1"), 4,54 -3,60 (H-2’-H6"); RMN "°C (50,3 MHz, CDCl3/MeOH), Tabela 2.

A fragdo PGGA foi eluida com mistura de CHCl; e MeOH em polaridade crescente
em coluna cromatografica de gel de silica, obtiveram-se 51 fragdes de 100 mL cada uma, que
foram analisadas com CCDA e reunidas para obter um total de 33 fragoes.

A fragdo 7 mostrou em CCDA a presenca maioritaria de um composto que revelou
com AICl; e que foi purificado com cromatografia em coluna de gel de silica usando
inicialmente cloroformio 100%, seguido de CHCl;: MeOH (9:1) como eluente, e recolheram-
se 10 sub-fragdes, das quais a fragdo 4 foi filtrada em Sephadex LH-20 para obter 6,0 mg de
um sélido amarelo (PF 338-340), que foi identificada como 5. PF: 338-340 °C, Viay " (cm™):
3328 (Vo-n), 2924, 2853 (ve.n), 1651(ve-0), RMN 'H (200 MHz, C,D4CO) 8y: 13,01(s, 1H, 5-
OH) par de dubletos em oy 7,93 (d, J=8,0 Hz; H-2,6") 7,02 (d, J=8,0 Hz; H-3",5’), 6,63 (H-
3), 6,54 (s, 1H, H-6), 6,25 (sl,1H, H-8).

A analise da fracdo 12 em CCDA mostrou manchas que revelaram a presenca de
compostos fenolicos. Esta foi submetida a CCP, eluida com CHCl;:AcOEt:MeOH (7:2,5:0,5)
fornecendo 5,0 mg de um so6lido amarelo de PF 238-240 °C que foi identificado como 6, PF:
238 -240 °C, Vimax " (cm™): 3378 (Voun), 2922, 2851 (veun), 1636 (ve=o), 1500 (ve—c); RMN 'H
(200 MHz, DMSO-ds) on: 7,44 (m, 2H, H-6°,2"), 6,9 (d, J=8,0 Hz, H-5") 6,57 (s,1H, H-3),
6,47 (d, J=2Hz, H-8) e 6,31 (d, J=2Hz, H-6), 3,85 (s, OCHs), 3,73 (s, OCHs); EMIE m/z
(%):124 (30), 147(10), 163 (55), 180(100), 193(5).
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A fracdo 21 foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica eluida com
CHCIl3/MeOH em polaridade crescente obtendo-se 8 novas fragdes, a fragdo 6 foi
cromatografada em CCP eluida com CHCl3;:MeOH (9:1) para obter 6,5 mg (material pastoso)
da substancia identificada como 7. vmax—" (cm™): 3383,3259 (vo.n), 2938,2852 (ve.n), 1649
(Ve=o), 1496 (ve—c); RMN 'H (200 MHz, DMSO-dq) 8y1: 7,82 (d, J=8 Hz, H-2",6") ¢ 6,89 (d,
J=10 Hz, H-3°5"), 6,51 (sl, 1H, H-8) , 6,50 (s, 1H, H-3) e 6,37 (sl, 1H, H-6), 3,77 (s, 3H,
OCH;).

Esses procedimentos experimentais estdo representados no Esquema 1 (p. 16).

Parte das fragdbes PGGMB ¢ PGGMM foram acetiladas e estdo sendo trabalhadas
atualmente.

PGGM
(464 79)
PARTIGAO COM |
SOLVENTES
[ [ |
PGGMC PGGMA PGGBM TEGSMJ)A
(4,09) 459 (19.89) '
| | | |
CC. SILICA GEL C.C SILICA GEL {_EmEsTupo ] EMESTDO |
35 FRACOES 33 FRAGOES
[ [ | [
(Frachos7 | | Fraghoto | | Fraghoss | | Fracho7 | | Fracho12 | | Fraghoa |
" " C.C. GEL SILICA
RECRISTALIZAGAO | C.CGEL SILICA _| RECRISTALIZAGAO | i cep i 1 ccp
EM MeOH CHC, EM MeOH CCCELSILICA 7 c1ici3:Ac0EEMeOH CHCI/MeOH CHCI3:MeOH (9:1)

Lot | (ot Lot J(Lofm |(Leim ]

O§< O§<
(e}
O. HO
" 1: 22,23-diid o on el HO\/% ' 5:R1=H, Ry=H
T 3 Ho 6: R;=CHg, R,=OCHj

OoH
7:R1=CHgz, Ro=H

142
(190,0 mg)

Esquema 1. Isolamento das substancias 1-7 a partir dos galhos de P. gonoacantha.

4.2.1.2 Folhas de P. gonoacantha

As folhas secas e moidas (560,0 g) de Piptadenia gonoacantha foram submetidas a
extragdo a frio com diclorometano seguida extracdo com metanol. Apos retirada do solvente
através de destilacdo sob vécuo, obteve-se 19,7 g de extrato metandlico (PGFM). O extrato
PGFM foi submetido a particdo com solventes de polaridade crescente utilizando cloroférmio
e metanol. Obteveram-se, depois de retirada do solvente, as fragdes PGFMC (5,9 g),
PGFMM (12,4 g) respectivamente.

A fragdo PGFMM foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica eluida
com cloroformio-metanol (8:2) ate metanol 100%, foram obtidas 20 fragdes de 100 mL, a
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comparagdo das fragdes foi acompanhada através de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) revelada em UV 254 e 362 nm e outros reveladores, as fracdes com
substancias analogas foram reunidas gerando um total de 11 fragdes.

A fragdo 2 foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica que foi eluida com
CHCIs: MeOH (9:1) obtendo-se 5 novas fragdes. A fragdes 2 e 3 apresentaram um precipitado
marrom de PF 175-177 °C (112,0 mg) que foi identificado como galato de metila (8). PF 175-
177 °C , Vanax->" (em™): 3363 (vo.n), 2960, 2855 (ven), 1693 (v c=0), em 1209 (vc.o), RMN 'H
(200 MHz, DMSO-dg) 8y: 6,96 (s, 2H, H-2,6), 3,72 (s, 3H, OCH;3). RMN "°C (50,3 MHz,
DMSO-dg) d¢: 166,7 (C=0), 145,9 (C-3 e C-5); 138,8 (C-4), 119,7 ( C- 1), 106,9 (C-2 e C-6),
51,95 (OCH3).

A fragdo 4 foi submetida a cromatografia em coluna eluida com CHCls;: MeOH 8:2
obtendo-se 6 novas fragdes. A fragdo 4 apresentou um precipitado que foi separado através de
filtragdo fornecendo 24,0 mg de um solido de cor amarelo (PF 278-280 °C). Este material foi
identificado como 9 (vitexina), PF 278-280 °C, v~ (cm™): 3380 e 3254 (von), 2918 (vc.
1), 1654 (v c=0), 1569, 1641-1501 (v c=¢), 1095 (vc.0). RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) 8y
13,17 (-OH), 8,02 (d, J=8,0 MHz, H-2",6"), 6,88 (d, J=8,0 MHz, H-3",5’), 6,78 (s, 1H, H-8),
6,26 (s, 1H, H-6), 4,68 (d, H-1""). RMN *C (50,3 MHz, DMSO-ds), Tabela 8.

A fracdo 5 foi filtrada em Sephadex LH-20 usando como solvente CHCIl3/MeOH 7:3,
acompanhado por CCDA e a fragdo mais pura forneceu 25,0 mg de um so6lido amarelo
(PF:245-247 °C) que foi identificado como o flavonoide 10 (isovitexina). Um resumo dos
processos experimentais estdo representados no Esquema 2.

PGFM
(19,7 g) )
PARTICAO COM METANOL
PGFMM
(12,4 g)
C.C SILICA GEL i
CHCly/MeOH e 11 FRAGOES
| I |
1 ) r A 7 S\
FRAGAO 2 FRAGAO 4 FRAGAO 5
\ ) \ ) L )
C.C SILICA GEL C.C SILICA GEL
CHCIyMeOH 9:1  — CHCI/MeOH (8:2) —— SEFL’:_AZ'(D)EX -
5 FRAGOES 6 FRAGOES
1 A r 3 7 N
0 A 10
FRAGOES 2 + 3 FRAGAO 4 250 mg)
V) \. ) k
1 ]
4 ~N Ve N
8 9
(112,0 mg) (24,0 mg)
J \
(0]
HO.
OCHj,
HO
OH
8

Esquema 2. Isolamento das substancias 8-10 a partir das folhas de P. gonoacantha.
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4.2.2 Laseguea erecta

O material vegetal da espécie Laseguea erecta foi coletado no Morro de Sao
Sebastido, Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil e autenticado pelo técnico Jorge L. Silva. Foi
identificada pela curadora do herbario Professora Maria Cristina Trivelato Messias, através de
comparagdo com a exsicata desta espécie (n® 6732) que estd depositada no Herbario OUPR-
UFOP, Instituto de Ciéncias Exatas e Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto,
Ouro Preto, MG, Brasil.

As flores de Laseguea erecta (32,4 g) foram moidas e submetidas a extragdo com
metanol através de maceragdo. O extrato metandlico resultante, apos retirada do solvente
através de destilagdo sob vacuo, LEFM (13,9 g) foi submetido a particdo com solventes em
polaridades crescentes obtendo com CHCI; a fragdo LEFMC (3,6 g), com AcOEt a fragdo
denominada LEFMA (1,8 g) e com metanol a fragdo LEFMM (7,5 g).

O residuo cloroféormico LEFMC foi submetido a CC sob gel de silica eluida com
misturas de CHCl; e MeOH até metanol 100%. Foram coletadas 28 fracdes de 25 mL. As
fragdes foram analisadas por CCDA e reunidas para um total de 11 fracdes. Da fragdo 2 foi
obtido por recristalizacdo em metanol a substancia 11 (lupeol, 47,0 mg) que se apresentou
como um solido branco de PF 180-182 °C. As fra¢des 3-6 foram reunidas e filtradas através
de gel de silica eluida inicialmente com CHCl; e finalizando com CHCIl;:MeOH (8:2) para
obter 3 novas fracdes, as fracdes 2 e 3 apresentaram um precipitado branco de PF 250-252
°C, que foi identificado como 12 (4cido ursélico; 195,0 mg) Esquema 3.

O residuo acetato de etila, LEFMA, foi eluido com misturas de CHCl;/MeOH em
polaridade crescente em coluna de gel de silica e foram coletadas 31 fracdes de 25 mL. Estas
fracdes foram reunidas com base em CCDA em 15 novas fragdes. As fracdes 2-4 foram
filtradas em Sephadex LH-20 usando como solvente uma mistura de CHCl;/MeOH 8§:2
fornecendo a substancia 13 (3,5 mg) que se apresentou como um sé6lido de cor amarelo (PF.
312-314 °C). As fragdes 7-8 foram igualmente filtradas em Sephadex LH-20 usando
CHCI3/MeOH 7:3 conduzindo a purificagdo da substincia 14 (5,2 mg, pastoso). O residuo
obtido com metanol, LEFMM, foi submetido a CC sob gel de silica, eluida inicialmente com
cloroféormio-metanol 8:2 até metanol 100% e obtiveram-se 23 fragdes. As fragdes 6-14
apresentaram teste positivo para flavondides com cloreto de aluminio/etanol em CCDA. Estas
fragdes estdo sendo analisadas com técnicas espectrométricas. Esses procedimentos
experimentais estao representados no Esquema 3.
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Esquema 3. Isolamento das substancias 11-14 a partir das flores de L. erecta.
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4.3 Reacoes de Derivacio

4.3.1 Acetilaciao

Dissolveram-se 30 mg de 1+2 em piridina (2,0 mL) e adicionou-se anidrido acético
(2,0 mL). Essa solucdo ficou em agitagdo magnética a temperatura ambiente por 24 horas.
Adicionou-se dgua gelada (25,0 mL) e em seguida extraida com CH,Cl, (3x5,0 ml). A solucao
organica foi lavada trés vezes e com HCI 10% (3x10,0 mL) para remover a piridina. Essa fase
foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente retirado através de destilagdo em evaporador
rotativo sob vacuo e o residuo foi seco em pistola de secagem. O produto (1a + 2a, 31,0 mg)
foi analisado através de RMN 'He " C.

4.3.2 Metila¢ao com diazometano (VOGEL, 1985)

Preparacio do diazometano

Em um baldo de 500,0 mL misturou-se em banho de gelo/sal: 100,0 mL de metilamina
40% e HCl conc. até pH acido aprox. 100,0 mL (A). Em um becker de 100,0 mL dissolveu-se
75,0 g de uréia em 50,0 mL de dgua destilada (B). Foi adicionado B em A e manteve-se sob
aquecimento em banho de 6leo, com refluxo, durante 2,5 horas. Deixou-se esfriar a mistura
em banho de gelo/sal e em seguida foi transferida para um beaker de 500,0 mL onde foram
adicionados lentamente 27,5 g de NaNO, com agitagdo manual até formar a solucdo (C). Em
um outro beacker de 1000,0 mL misturou-se em banho de gelo/sal: 75,0 g de gelo picado e
15,0 mL de H,SO4 conc. (D).

A mistura C foi adicionada lentamente em D com auxilio de um funil, cuja haste
sempre ficou imersa na soluc¢do acida. O precipitado resultante foi filtrado em funil de vidro
sinterizado, com suc¢do, e em seguida lavou-se com bastante dgua destilada e deixou-se secar
bem para, desta forma, obter a N-nitrosometiluréia.

Em um becker de 500,0 mL em banho de gelo/sal (temperatura de 0 °C) foram
misturados 100,0 mL de éter etilico e 100,0 mL de solu¢do de KOH (50%) e aos poucos foi
adicionada a N-nitrosometiluréia obtida na etapa anterior. Essa mistura foi submetida a
destilacdo com o aparelho de um “kit de preparacdo de diazometano” usando banho de 6leo.
O produto da destilagdo (diazometano) foi recolhido em um baldo imerso em banho de
gelo/sal contendo éter etilico. Parte do diazometano foi guardado no congelador para ser
usado em até 3 dias.

As substancias 8 e 9 foram dissolvidas, separadamente, em metanol e adicionou-se
diazometano em excesso, a rea¢do foi acompanhada por CCDA. Apés a evaporacdo do
solvente, o produto foi analisado com CCDA e, em seguida, filtrado em gel de silica. A
analise com espectros de RMN 'H e "°C confirmou a formagao dos produtos 8a ( 45,0 mg) e
9a (8,0 mg).

4.4 Ensaio da Atividade Antioxidante
4.4.1 Equipamentos e Reagentes
O radical DDPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) utilizado foi da marca Sigma, USA. As

leituras foram realizadas em espectrofotometro ELISA (Bio-Rad Laboratories, Model 680,
Microplate Reader). O metanol utilizado para solubilizacdo foi marca Vetec. Os padrodes
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rutina e quercetina foram doados gentilmente pela doutoranda Regina L. P. Lianda (PPGQO-
UFRRYJ).

4.4.2 Preparacido das amostras

Uma aliquota do extrato metanolico das folhas de P. gonoacantha PGFM foi
solubilizada em metanol para obter uma solugdo estoque de concentragdo final 100,0 ng/mL e
as substancias isoladas (5, 6, 7, 8, 9, 10) foram preparadas dissolvendo-as em metanol,
obtendo as concentragdes finais de 100,0 uM. Os flavondides, rutina e quercetina foram
usadas como substancias padrdo usando a mesma concentragao.

A solucdo estoque de PGFM (100 pg/mL) foi diluida com metanol para 50,0 pg/mL
25,0 pg/mL, 10,0 pg/mL; 1,0 pg/mL; 0,1 pg/mL, sendo usado total de 6 solucdes. As solucdes
das substancias isoladas foram, também, diluidas em metanol obtendo-se as solucdes 50,0
uM, 25,0 uM, 10,0 uM, 1,0 uM e 0,1 uM para serem usadas da mesma forma que as
anteriores.

4.4.3 Ensaio fotométrico DPPH

Foram adicionados em microplaca de 96 pocos, 71 uL. de cada uma das solugdes em
triplicata, partindo da solugdo estoque até a solug¢do de 0,1 pg/mL, (extrato PGFM) e 0,1 uM
(substancias isoladas), em seguida foram adicionados aos pogos 29 pL de DDPH 0,3 pM.
Igualmente foram adicionados 71 pL de cada uma das solugdes em triplicata, partindo da
solugdo estoque até a solugdo de 0,1 pg/mL, (extrato PGFM) e 0,1 uM (substancias isoladas)
esta vez sendo adicionados 29 pL de metanol, essas solu¢des serviram como solugdes branco.

Em cada uma das placas preparadas o DPPH foi o tltimo a ser colocado e em seguida
a microplaca foi fechada e coberta com papel aluminio. A reagdo foi mantida no escuro a
temperatura ambiente. Depois de 30 minutos os valores de absorbancia foram medidos a 570
nm e convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA) usando a formula seguinte:

AA%=100-{[(Abs amostra + Abs branco)*100]/Abs controle}

71 puL de metanol e 29 uL de DPPH foi usado como controle negativo. Rutina e
quercetina foram usadas como controles positivos (Adaptadado de MENSOR et al., 2001).

4.4.4 Analise estatistica

Os valores de ECsy (concentragdo que reduz em 50% a atividade do DPPH) foram
calculados a partir da equagdo de regressdo linear dos dados experimentais, onde o eixo da
abscissa representa as concentragdes da amostra e o eixo da ordenada mede a porcentagem de
atividade antioxidante. As linhas de regressdo linear de cada experimento mostraram um bom
coeficiente de determinagdo (r %> 0,80). Os dados de no minimo trés experimentos
independentes foram tratados estatisticamente; sendo o ECsy correspondente ao valor médio
obtido dessas experiéncias, e expressado como ECsy £+ desvio padrao (DP). Nos experimentos

foi assumida margem de erro < 10%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo dos Constituintes Isolados de Piptadenia gonoacantha
5.1.1 Identificacdo das substancias 1 e 2 ( sitosterol e estigmasterol )

As substancias 1 e 2 foram obtidas em mistura como um sélido cristalino (PF: 128-130
°C) ¢ identificadas através de analise dos espectros de IV, RMN 'H e "*C e comparacio com
os dados encontrados na literatura ( KOJIMA et al., 1990 ).

O espectro de infravermelho (Figura 3, p. 22) apresentou bandas absor¢cao em 3425
cm™ (vo.n) cuja fungdo foi confirmado pela banda em 1057 cm™ (vc.o) para alcool secundario
¢ a banda em 1649 cm” de deformacdo axial C=C. As demais bandas de absor¢do estdo de
acordo com o esqueleto do estreodide.

O espectro de RMN 'H (Figura 4, p.22) possui sinais entre 8y 0,6-2,2 que sdo
compativeis a feicdo de sinais de hidrogénios metilicos e metilénicos de esterdides, entre estes
sinais podem-se destacar os singletos em oy 0,67 e 1,0 das metilas 18 e 19. O sinal em &y 3,50
(m) foi atribuido ao hidrogénio carbindlico H-3 e o sinal em oy 5,34 (sl) representante do
hidrogénio olefinico (H-6). O sinal oy 5,13 (m) permitiu sugerir a presenca da substancia 2
identificada como estigmasterol. A integracdo desse espectro permitiu determinar
quantitativamente a proporcao das duas substincias como 81% sitosterol e 19% estigamsterol.

O espectro de * C (Figura 5, p. 23) permitiu confirmar a presenca das duas
substancias na amostra pelos sinais em dcy, 33,9 € 26,0 correspondentes os carbonos 22 e 23
para sitosterol (1) e os deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos dcy 138,3 € 129,2 (C-
22 e 23) para o estigmasterol (2). Os sinais em d¢ 140,7 e d¢cy 121,7 dos carbonos C-5 e C-6
sdo comuns a ambas. Para garantir a proposta dessas estruturas injetou-se essa amostra no
cromatdgrafo de gas acoplado a espectrometro de massas fornecendo os espectros de massas
de duas substancias, conforme previsto, 1 [tr 15,3 min, m/z 414 (M",100%), Figura 6, p.23] e
2 [tr: 14,19 min, m/z 412 (M", 60%), Figura 7, p. 24].
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Tabela2.  Comparacio dos dados de RMN "*C de 1 + 2 com os dados da literatura para
sitosterol e estigmasterol. (KOJIMA et al., 1990).

1/2 Sitosterol Estigmasterol

¢ oc oc oc

1 37,2 37,2 37,2
2 31,6 31,6 31,6
3 71,8 71,8 71,8
4 42,3 42,3 42,3
5 140,7 140,7 140,7
6 121,7 121,7 121,7
7 31,9 31,9 31,9
8 31,8 31,9 31,9
9 50,1 50,1 50,1
10 36,5 36,5 36,5
11 21,0 21,1 21,1
12 39,7/39,6 39,8 39,7
13 42,2 42,3 42,2
14 56,7 56,3 56,8
15 24,3 243 24,4
16 28,2/28.9 28,2 28,9
17 56,0/55.,9 56,0 55,9
18 11,8/11,9 11,9 12,0
19 19,4 19,4 19,4
20 36,1/40,5 36,1 40,5
21 18,7/21,2 18,8 21,2
22 33,9/138.,3 33,9 138,3
23 26,0/129,2 26,0 129,2
24 45,8/51,2 45,8 51,2
25 29,1/31,8 29,1 31,9
26 19,8/21,0 19,8 21,1
27 19,0 19,0 19,0
28 23,0/25,4 23,0 25,4
29 12,0/12,2 12,0 12,3
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Figura 6.  Espectro de massas da substancia 1 obtido com impacto de elétrons.
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Figura 7. Espectro de massas de 2 obtido com impacto de elétrons.

Com o objetivo de obter derivados para posteriormente fazer avaliacdo de atividades
bioldgicas e praticar a execu¢do de reacdes fez-se a reacdo de acetilacdo dessa mistura de
esteroides. Conforme descrito no experimental (4.3.1) obteve-se 31,0 mg do produto
acetilado. A formacdo desse acetato foi confirmada pela andlise do espectro de RMN 'H
(Figura 8, p. 25) que mostra o sinal em oy 2,01 (s, 3H), correspondente aos hidrogénios
metilicos do grupo acetato, e o sinal do H-3 que passa para campo baixo em 4,6 ppm.

Esse grupo funcional foi também identificado pelos sinais no espectro de RMN "°C
(Figura 9, p. 25) em 8¢ 170,5 do carbono carbonilico de éster e o sinal dcps 21,41.
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5.1.2 Identificacio da substancia 3 (N-benzoilfenilalanilato de 2-benzoilamida-3-fenil-
propila).

A substincia 3 apresentou-se como um solido branco (pf: 184 -186 °C), e foi
caracterizado através da andlise dos espectros de IV, RMN 'H (1D e 2D), 13C, e EM.

O espectro de IV (Figura 10, p.29) dessa substancia apresentou bandas de absor¢do em
3310 cm™ de deformagdo axial de N-H, 3030 cm™ de deformagdo axial C-H de sistema
aromatico, 1750 cm™ deformacdo axial de C=0 de éster e em 1640 cm™ de deformacdo de
carbonila C=0 de amida.

O espectro de RMN 'H (Figuras 11, 12 e 13, p. 29-30) apresentou sinais na regido de
deslocamento quimico de hidrogénios em anel aromadticos oy 7,66-7,15 (20H) compativeis
com a presenga de varios sistemas aromaticos mono-substituidos; os sinais na regido de oy
4,85 a 2,8 correspondem a hidrogénios metilénicos e metinicos. Os pares de sinais em oy 2,85
(dd, 1H) e 6y 2,93 (dd, 1H) e oy 3,96 (dd, 1H) e 6y 4,47 (dd, 1H) podem ser considerados
como representantes de dois grupos metilénicos com hidrogénios enantiotdpicos.

O espectro de correlagio homonuclear hidrgénio-hidrogénio (‘H-"H-COSY, Figura 14,
p. 31) permitiu verificar as correlagdes entre esses sinais em oy 2,85 (dd, 1H, H-3a) e 6 2,93
(dd, 1H, H-3b) e, inclusive, verificar o acoplamento desses com o hidrogénio representado
pelo multipleto em oy 4,53 (m, 1H, H-2) que acopla com os hidrogénios do outro par de
dubletos do metileno [0y 3,96 (H-la) e 4,47 (H-1b)]. Considerando os valores de
deslocamento quimico dos carbonos que sustentam esses hidrogénios (HSQC, Figura 18, p.
33) 37,03 (CH;-3), 50,2 (CH-2) e 65,4 (CH»-1) foi possivel montar a unidade 3a. O espectro
de HMBC (1H-13C-COSY-“JCH, n=2 ¢ 3, HMBC, Figura 19 e 20, p. 34-35) mostrou sinais de
acoplamento do H-2 com C=0 (168,0, C-10), e H-5/9 e H-1a/1b com CH;-3 (37,03) esses
dados justificam os grupos fenil e benzoil em 3a.

3a

Outro sistema presente na molécula é o 3b. O grupo metileno com d¢cyz 37,2, contendo
dois hidrogénios [0y 3,17 (dd, 1H) e 3,22 (dd, 1H,)] acoplando entre si € com o hidrogénio H-
2’ [0 4,85 (t)], ligado ao carbono metinico dcy 54,5, cujo valor € compativel com o carbono
metinico ligado a nitrogénio. O espectro bidimensional heteronuclear de hidrogénio-carbono
de 3 (HMBC, Figura 19 e 20, p. 34-35) mostrou sinais de acoplamento a longa distancia do
H-2’ (8 4,84), H-3’ 6 3,17 e du 3,22 com o C-1" (6¢ 172,0) de éster. A presenga de dois
sinais de O0c-o de amida (C-10 ¢ 10’) e um deles acoplamento com H-2’, semelhante a
interacdo da amida com H-2, justifica a unidade benzamida nesse sistema. O grupo fenila
pode ser incluido em 3b pelos sinais de acoplamento de CH-5’/ 9°(129,2) com os H-3" (3,17 e
3,22) (Figura 20, p.35).

28



H H O
3b

O sinal de acoplamento entre C-1" e os hidrogénios H-1a/1b permitiu unir as duas
unidade 3a ¢ 3b para montar o éster 3. A Tabela 3 mostra as atribui¢des dos deslocamentos
quimicos de 3 e as interagdes de acoplamento a uma ligagio (‘Jey, HSQC, Figura 18, p. 33), e
a longa distancia (**Jci, HMBC, Figura 19 e 20, p.34-35) entre os carbonos e seus respectivos
hidrogénios. Esta tabela mostra, inclusive, a comparacao dos dados da literatura divulgado por
Catalan e col. (2003) para o N-benzoilfenilalanilato de 2-benzoilamida-3-fenil-propila, citado
como N-benzoilfenilalanilato de N-benzoilfenilalanila, isolado de Croton hieronymi. O
espectro de massas (Figura 21, p. 36) ndo apresentou o pico de ion molecular (M 506), mas
os picos em m/z 238, 146, 118 ¢ 91 (Esquema 4, p. 36) correspondem a ions que justificam a
proposta. Este éster foi isolado também das plantas Zeyhera digitalis (Bignoniaceae)
(FACCIONE et al., 2004), Piper aurantiacatum (Piperaceac) (BANEJERI et al., 1981) e
Medicago polymorpha (Leguminosae) (POl & ADITYACHOUDHURY, 1986)]. Quando
essa substancia € isolada dos fungos como, por exemplo, Aspergillus flavipes (CLARK et al.,
1977), Anaphalis subumbellata (TALAPATRA et al., 1983) Penicillium canadense
(McCORKINDALE et al., 1978), P. brevicompactum (BIRD et al., 1982) ¢ P. magasporum
(NOZAWA et al., 1989), tem sido citada como asperfenamato.
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Tabela 3.

Dados de RMN 'H (500 Mz, CDCly/ CD;0D) e " C (125 Mz, CDCl3/CD;0D),
de 3 e comparagdo com os dados registrados na literatura para N-benzoilfenilalaninato de 2-
N-benzoilamida-3-fenil propila (CATALAN et al., 2003).

(CATALAN et

J e HSQC HMBC cosy
oc on oc on Jen *Jen
1 6542 402 6541 3,96 dd; H-3 H1b,H-2
4,52 4,47 dd
2 5028 460 5021 453 m H-1b,1a;
H-3
3 3726 298 37,03 2,85 dd H-1b H-2
2,87 2,93 dd H5/9; H-1a
4 13774 - 1372 i H-3%-3b;H-2
59 129,16 5,0 1290 | 717(&7,52H) H-3 H-6/8
68 12871 - 1283 725 (7.5:2H) H-7
7 12717 7?7 1272 721(7.5:1H)
10 16721 - 168 . H-2
11 13420 - 133 i
12,16 | 127,11 7,64 | 127,06 | 7,62 (d:7,8:2H) H13/15
13,15 12861 | 7,37 128,50 733 (7,8:2H) H-14
14 T132,02 748 1319 | 744 (7.8:1H)
r7e - In i H-2’ H3'a,3'b;
Hla-1b
2 5447 490 545 4,34 (1) H3’ H-3’
3 3756 3,19 372 3,17 dd H-2 H-5°-9° H-2’
3,27 322dd
& 13504 - 136,03 . H-2’ H-3’
59 1293 720 1292 @ 7,16(d:7,5:2H) H-3’ H-6",8°
6.8 12872 5. 1283 | 728(67.52H) H-7
7 126,77 1266 | 7.2 (¢7.5:1H)
100 16742 - 1681 . H-2’
1 13332 - 134 i
12°,16° 127,04 7,68 127 7,63 (4,7,8,2H) H13",15'
1315 128,69 730 128,56 7.25 (t.7.8:2H) HI4
14 13139 741 1314 | 739 (¢7.8-1H)
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Figura 10. Espectro de IV da substancia 3.
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Rrint Date: 28 Mar 2006 15:25:44

Chromatogram Plot
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Figura 21.  Espectro de massas de 3 obtido com impacto de elétrons.
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Esquema 4. Proposta de fragmentacdo dos principais picos do espectro de massas da
substancia 3.
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5.1.3 Identificacdo da substancia 4 (3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol)

A substincia 4 se apresentou como um solido branco de (PF 308-310 °C),
caracterizada através dos espectros de IV, RMN 'H e "°C e identificada como o 3-O-p-D-
glicopiranosil sitosterol conforme o descrito abaixo.

O espectro de IV da substancia 4 (Figura 22, p.39) revelou bandas de absor¢do em
3408 cm™! de estiramento axial de O-H, bandas em 2959 e 2934 e 2870 ¢cm™ de vey (CHy e
CH3), 1633 (vce=c); 1460,1380 (vec) e 1164-1023 (veo).

O espectro de RMN 'H (Figura 23, p. 39) mostrou um sinal em oy 5,34 (d, 1H)
atribuido ao hidrogénio olefinico H-6; 5,04 (d, 1H) atribuido ao hidrogénio anomérico (H-1")
e uma série de sinais entre 4,54 -3,60 compativeis com a unidade de carboidrato. A feicao da
série de sinais entre 2,7 e 0,65 sdo compativeis com o esqueleto de esterdide.

O espectro de RMN °C (Figuras 24 e 25, p.40) mostrou sinais em ¢ 140,92 ¢ 8¢
121,94 correspondentes aos carbonos olefinicos C-5 e C-6 de esterdide, um sinal em Ocy
78,09 que foi atribuido ao carbono carbindlico C-3 ¢ o sinal em d¢y 102,59 representante do
carbono C-1’ da unidade de agucar ligada ao esteroide. Esta unidade foi identificada como
glicose devido aos deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos em dcy 78,60, 78,51,
75,35, 71,66 ¢ o sinal em 61,84 do carbono metilénico C-6’. A identificacao desses sinais € a
comparacio dos dados de ">C dessa substincia com os registrados na literatura (KOJIMA et
al., 1990) permitem identificar 4 como o 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol (Tabela 4).

29

21
27

11
19
1
l5l
4 6

4

HO
HO .

K
5 _0
3 2 "OH

Tabela4.  Dados de RMN "°C da substincia 4 comparados com dados da literatura para
3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol (KOJIMA et al., 1990)

3-O-B-D-glicopiranosil
C 4 sitosterol
oc Sc

1 37,48 37,6

2 30,27 30,3

3 78,09 78,3

4 39,33 39,4

5 140,92 141,0

6 121,94 122,0
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3-O-B-D-glicopiranosil

oc¢ sitosterol dc
7 32,18 32,2
8 32,06 32,1
9 50,34 50,4
10 36,94 37,0
11 21,29 21,4
12 39,97 40,0
13 42,49 42,6
14 56,83 57,0
15 24,53 24,6
16 28,57 28,7
17 56,25 56,3
18 11,98 12,0
19 19,23 19,3
20 36,42 36,5
21 19,02 19,1
22 34,21 34,3
23 26,35 26,4
24 46,04 46,1
25 29,45 29,5
26 19,44 19,5
27 20,02 20,1
28 23,38 234
29 12,16 12,2
I 102,59 102,6
2 75,36 75,4
3 78,60 78,7
4 71,66 71,7
5 78,51 78,5
6’ 62,84 62,9
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5.1.4 Identificacdo da substancia 5 (5,7,4’-trihidroxi flavona ou apigenina)

A substancia 5 apresentou-se como um sélido amarelo (338-340 °C), cuja analise em
CCDA usando AICI/EtOH permitiu identificd-la como um flavondide. O espectro de
absorc¢do no infravermelho de 5 (Figura 26, p. 42) apresenta bandas de absor¢ao que estdo de
acordo com o esqueleto de flavondide.

O espectro de RMN 'H (Figura 27, p.42), apresentou 5 sinais na regido de
deslocamento quimco de hidrogénios em anel aromatico. O sinal em oy 13,01(s, 1 H)
representa um hidrogénio quelado; o par de dubletos em oy 7,93 (J=8,0 Hz; 2H) e &y 7,02
(J=8,0 Hz; 2H) representam os hidrogénios de um sistema AA’BB’ do anel B. Além do
singleto em &y 6,63 atribuido ao H-3, os sinais oy 6,54 (sl, 1H) e oy 6,25 (sl,1H) foram
atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A. Esses dados estdo de acordo com a estrutura
da 4°,5,7 trihidroxi flavona (Tabela 5). Esta substincia esta registrada na literatura e ¢
conhecida como apigenina (MIYAZAWA & HISAMA, 2003). Este ¢ o primeiro registro
dessa substancia no género Piptadenia.

Tabela5. Dados de RMN 'H (200MHz, C,D¢CO) de 5 ¢ comparagdo com os dados
registrados na literatura para apigenina em DMSO-ds (MIYAZAWA & HISAMA, 2003).

H Apigenina 5
on ou
3 6,68 6,63
6 6,20 6,25
8 6,44 6,54
2°,6° 7,92 7,93
3’5 6,90 7,02
-OH 12,90 13,01
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3.6,638.4,578.2=

3328.3,.3094.9,2924.3,2853.8,2692.9,24620.56,14651.
1535.9,1503.4,1445.9,1449.7,1358.0,12946.9,1269.
1117.1,1050.3,1@31.8,9079.0,830.1,807.8,.741.3,49
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Figura 26. Espectro de IV da substancia 5.

Acetolne-dG
3 0o <O M <
@ o & Ssena S
u ~~ NN ©© O N
| I~ I~ 171 |

Figura 27. Espectro de RMN 'H (200MHz, C,DsCO) de 5.
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5.1.5 Identificaciao da substancia 6 (7,4’-diidroxi-5,3’-dimetoxi-flavona)

A substincia 6 foi isolada como um solido amarelo (Pf: 238 -240 °C) e foi
identificado como flavondide da mesma forma que a substancia anterior. O espectro de IV
(Figura 28, p. 44) da substancia 6 apresentou bandas cujo assinalamento no espectro revela
ser compativel com o flavonoide.

O espectro de RMN de 'H da substancia 6 (Figura 29, p.45) apresentou 5 sinais na
regido de deslocamento quimico de hidrogénios em anel aromatico. Sendo o sinal em dy 7,44
(m, 2H) atribuido aos hidrogénios 6’ ¢ 2° ¢ em 6,9 (d, J=8,0 Hz, 1H) representante do H-5’do
anel B trisustituido de uma flavona; o sinal em 0y 6,57 (s,1H) foi atribuido ao H-3. E os sinais
em oy 6,47 (d, J=2Hz, 1H) e 6,31 (d, J=2Hz, 1H) foram atribuidos aos H-8 e¢ H-6
respectivamente, do anel A. Os sinais em oy 3,85-3,73 permitiram sugerir a presenca de
grupos metoxilas na molécula.

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear de hidrogénio-
hidrogénio ('H -'H-COSY, Figura 30, p. 45) permitiu confirmar as atribui¢des dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-6 ¢ H-8 (dy 6,31 e 6,47) assim como verificar o
acoplamento dos sinais oy 7,44 (m, 2H) e 6 6,9 (d, J=8,0 Hz, 1H).

Os espectros resultantes de NOE com irradiagdo nos grupos OCHj3 (Figura 31, p. 46)
mostra 0s experimentos: a com irradiagdo em oy 3,85 (s, 3H) que gerou NOE no H-2’ (o
7,44) permitindo concluir que este grupo se encontra na posi¢ao 3’; b com irradiagdo em oy
3,76 (s, 3H) gerou NOE em 9y 6,31 (d, J=2Hz, 1H, H-6) e permitindo localizar esse grupo na
posicao 5 do anel A da flavona; o experimento ¢ no qual foi irradiada na freqiiéncia do sinal
em 3,73 ndo sendo observado nenhum sinal de NOE. Esse experimento e a intensidade desse
sinal permitiu concluir que corresponde a uma impureza da amostra. A auséncia de NOE nos
hidrogénios 8 e 5’ permitiu incluir dois OH em 4’ e 7.

A amostra foi injetada no cromatografo a gas acoplado ao espectrometro de massas e
obteve-se o espectro observado na Figura 32 (p. 46). Este espectro apresenta picos cujos
fragmentos (Esquema 5, p. 47) em m/z 124, 147, 163 ¢ 193 justificam a localizagdo de grupos
metoxilados e esta de acordo com a estrutura proposta.

Os dados de RMN 'H desta flavona foram semelhantes as do 5’3’ dimetil luteolina

(Tabela 6) isolada de Hipericum perfuratum (DIAS et al., 1998) ¢ esta sendo registrada pela
primeira vez no género Piptadenia.

OCH; O

45



Tabela 6.  Dados de RMN 'H (DMSO-dy) de 6 comparados com os dados encontrados na
literatura para 5,3° dimetil luteolina (DIAS et al, 1998)

5, 3’ dimetil Tev 1
C luteolina 86H C}(I;S}‘I{ NOE
on
3 6,57 6,57
6 6,42 6,31 H-8
8 6,57 6,47 H-6
2°,6° 7,47 7,44 H-3’,5’
3.5 6,92 6,88 H-2’,6’
OCH3-5 3,92 3,85 H-6
OCH3-3° 3,92 3,75 H-2’6’

3441.4.3378.9.3219.0,2922.2.2851.1,1636.4.1603.9, 1572 8,1522. 3, 1500 . 8=

1473.3,1427_3,1388.5,1356.9.1292.9.1267.5,1234.3.1211.3.1188,0,1133.1=

1112.4.1057.9.1031.6,1094.6.555.5,872.2,835.4,818.1.798 .9, 798 9=

771.9.723.4.885.2,662.9,616,7,574.5.5441 E@B.7.493.1.479.0.460.8,418.2
5 vy RS S

SR L Far s s

7
i : ) O-H no plano
aromatico

keI

Figura 28. Espectro de IV de 6.
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Espectro NOEDIFF de 6 obtido por irradiagdo nas freqiiéncias 3,85;3,75 ppm.
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5.1.6 Identificacdo da substincia 7 (5-metil apigenina)

A substancia 7 apresentou-se como um solido pastoso amarelo obscuro, o qual foi
identificado como flavonodide devido a coloragdo revelada com AICI;/EtOH em CCDA. O
espectro de IV (Figura 33, p.49) dessa substidncia mostrou bandas de absor¢do cujo
assinalamento no espectro que estdo conforme com uma flavona.

O espectro de RMN 'H de 7 (Figura 34, p.50) apresentou sinais de hidrogénios em
anel aromatico em 6y 7,82 (d, J=8 Hz, 2H) e 6,89 (d, J=10 Hz, 2H) que foram atribuidos aos
hidrogénios H-2°,6’ ¢ H-3",5’ de um sistema AA’BB’ e os sinais em oy 6,51 (sl, 1H) , 6,50 (s,
1H) e 6,37 (sl, 1H) que foram atribuidos respectivamente, aos hidrogénios 8, 3 e 6; o sinal em
3,77 representa um grupo metoxila na molécula.

O espectro de RMN de correlagio homonuclear 'H-'H COSY (Figura 35, p. 50)
permitiu verificar o acoplamento entre os sinais em oy 7,82 e 6,89 como correspondentes a
um sistema AA’BB’ e entre H-6 e H-8 do anel A. O experimento de NOEDIFF com
irradiacdo na freqiiéncia do grupo metoxila forneceu um espectro com sinal em 6,37.
Mostrando que esse grupo esta localizado em 5, se estivesse em 7 ou 4’ apareceria sinal do
NOE em outras freqiiéncias. A irradiagdo na freqiiéncia do H-3 (6,51) gerou NOE em 6y 7,82
(d) dos hidrogénios H-2",6" (Figura 37 b, p.52).

O espectro de RMN °C (Figura 36, p. 51) mostrou um sinal em 8¢ 175,7 de carbono
carbonilico, um sinal de C-H em 105,96 atribuido a C-3 , e dois sinais de C-H em 96,69 ¢
95,35 que foram atribuidos aos carbonos C-6 ¢ C-8, respectivamente. Esse espectro apresenta
também 5 sinais de carbonos quaternarios oxigenados na regido de 163,0-159,10, além de
dois sinais de carbonos quaternarios nao oxigenados em 106,02 (C-10) e 121,5 (C-1"). Todas
as atribuigdes sdo apresentadas na Tabela 7 e confirmam a estrutura proposta. Esta flavona
corresponde a 5-metil apigenina (WAGNER et al., 1976), ndo encontrada anteriormente em
espécies de Piptadenia.
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Tabela7. Dados de RMN 'H ¢ C (DMSO-dg), de 7 comparados com os dados
registrados na literatura para 5-metil apigenina (WAGNER et al., 1976).

C 5-metil 7 7 '"H-'H COSY | NOE
apigenina on dc
2 160,40 163,05
3 107,1 6,51 106,00 H-2,6’
4 175,7 175,75
5 159,0 159,89
6 96,4 6,38 96,66 H-8
7 162,4 160,59
8 95,2 6,52 95,33 H-6
9 159,9 160,59
10 106,0 105,79
1’ 121,5 121,44
2°,6° 127,7 7,83 127,53 H-3’-5°
3’5 115,8 6,90 115,98 H-2°.,6’
4’ 160,6 160,59
OCH; 55,80 3,78 55,85 H-6
TIBZ.P.T257.4,2977.3,2938.4,2852.2,27464.8,24688.5,2617.4,1888.3.14492.8=
1618.9,15%9@3.5,1573.8,1540.7,1515.2.14%96.7.1474.1.14573.53,1387.8,1353% . 2=
1298.9.1281.46,1262.8.1203.1,1176.6,118%.2.1051.7.1033.3,10815.8,.994.6,955.9=
?19.%53.847.7,832.5,775.5.72%.8,67%.7,648.4,4617.8.5F1.7.248.2,5@046.8=

A76.35.439.2

416.7=

Figura 33.

Espectro de IV da substancia 7.
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Figura 37. Espectro de NOE de 7 (200 MHz, DMSO-dg) resultado da irradiagdo nas
freqliéncias de 3,77 e 6,50 ppm.
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5.1.7 Identificaciao da substiancia 8 (galato de metila) e 8a

A substancia 8 foi isolado como um sélido marrom (PF 175 -177 °C) o qual foi
identificado através da analise de IV, RMN de 'H ¢ "°C e EM. O espectro de IV (Figura 38,
p.53) dessa substincia apresentou bandas de absor¢io em 3363 cm™ devido a deformagio
axial de OH, em 2960 cm™ e 2855 cm™ de estiramento C-H, em 1693 ¢cm™ de deformacdo

axial C=0 de éster conjugado (v c-0), em 1370 cm™ de dobramento OH no plano e em 1209
cm™ de estiramento C-O.

O espectro de RMN 'H da substincia 8 (Figura 39, p. 54) mostrou um sinal em &y

6,96 (s, 2H), regido de hidrogénios em anel aromatico, ¢ um sinal em oy 3,72 (s, 3H) de
hidrogénios metilicos ligados a oxigénio.

O espectro de RMN "°C de 8 (Figura 40, p. 54) apresentou um sinal em 8¢ 166,7 de
carbono carbonilico, trés sinais para carbonos quaternarios, um sinal de carbono metinico e
um sinal de carbono metilico ligado a oxigénio, estes dados permitiram sugerir a estrutura de
8 como galato de metila, sendo que o sinal em 6¢ 145,9 (2C) foi atribuido aos carbonos C-3 e
C-5; o sinal em o¢ 138,8 foi atribuido ao carbono C-4 e ¢ 119,7 foi atribuido ao carbono C-

1, o sinal em 106,9 (2C) foi atribuido aos carbonos C-2 e C-6 € 0 dcuz 51,95 € compativel
com o deslocamento quimico de metoxila de éster.

Esta substancia foi tratada com diazometano e obteve-se o produto 8a cujo espectro de

RMN 'H (Figura 41, p. 55) apresentou trés sinais adicionais de metoxila ligadas a anel
aromatico.

3515.1,3363.3,2960.0,2855.6,2708.8,1693.2,1619.2,1536.0,1444.6,1369.6,1327.5=
1260.8,1209.0,1097.7,1049.4,1002.9,867.0,764.2,5642.8,593.3,454.5,424 . 8=
%: PGFM_2 Maritza KBr NO:9317 OP:Carlos UFRRJ 11:26
Q1 4
73 S RN

e e
1 "

o
na
N

27.58 —~Vou

ame!

Figura 38. Espectro de IV da substancia 8.
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Figura 39. Espectro de RMN 'H (200MHz, DMSO-ds) de 8.
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Figura 41. Espectro de RMN 'H (200MHz, DMSO-dg) de 8a.

5.1.8 Identificacio das substancias 9 (vitexina) e 9a

A substancia 9 foi isolada como um so6lido amarelo (PF 278-280 °C) e apresentou teste
positivo para flavonoides em CCDA. O espectro de IV (Figura 42, p. 57) dessa substancia
apresentou bandas de absor¢des em 3380 e 3254 cm™' devido a deformagdo axial de OH, em
2918 c¢cm™ de estiramento C-H, em 1654 em’! de deformacao axial C=0, em 1569, 1641-
1501cm™ de deformacao axial de C=C de anel aromatico além de bandas de vc.o em 1095.

O espectro de RMN 'H (Figura 43, p. 57) apresentou um sinal em &y 13,17 de
hidroxila quelada, 4 sinais de hidrogénios em anéis aromaticos oy 8,02 (d, J=8,0 MHz, 2H) e
oy 6,88 (d, J=8,0 MHz, 2H), atribuidos aos carbonos de um sistema AA’BB’, e dois singletos
em Oy 6,78 (s, 1H) e oy 6,26 (s, 1H) de uma flavona. O sinal em dy 4,68 pode ser atribuido ao
hidrogénio do C-1 de um C-glicosideo.

O espectro de RMN bidimensional de correlagio homonuclear de hidrogénio-
hidrogénio (‘"H -"H-COSY) (Figura 44, p.58) permitiu confirmar o sistema AA’BB’ e
observar o acoplamento entre o dobleto oy 4,6 e os demais sinais que podem ser
representantes de uma unidade de agucar.

O espectro NOEDIFF de 9 (Figura 45, p.59) resultado da irradiagdo no sinal em
oul3,17 atribuido ao OH no H-5 apresentou NOE em 6y 6,26 confirmando esse sinal como o
correspondente ao H-6, a irradiacdo do sinal em Jy 6,78 mostrou NOE nos hidrogénios H-
2’,6’confirmando esse sinal como H-3. O valor do deslocamento quimico do H-1 do
carboidrato (4,6;d) e a auséncia de 8¢y (£ 94 ppm) no espectro de RMN °C (Figura 46, p.60)
permitiu propor uma unidade C-glicosidica em 8 na flavona.
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Os espectros de RMN "°C (BBD, Figura 46, p. 60) e DEPT 06=135° (Figura 47, p. 60)
mostraram um sinal em d¢ 182,19 de carbono carbonilico, 8 sinais de carbono quaternario, 9
sinais para carbonos metinicos € uma sinal para carbono metilénico. Os sinais em ¢y 81,29
(C-57), 79,01 (C-1""), 73,93 (C-2”), 71,03 (C-3"*), 70,20 (C-4") e dcm2 61,36 (C-6""")
confirmaram a presenca de um substituinte glicosil na molécula. Esses dados foram
comparados com os valores divulgados para vitexina (8-C-B-glucopiranosil apigenina) isolada
de Trollius ledebouri (ZHOU et al., 2005). As atribui¢des dos dados de RMN e comparagio
com dados registrados na literatura sdo apresentados na Tabela 8.

OH O

Tabela8. Dados de RMN 'H e "°C de 9 comparados com os encontrados na literatura
para Vitexina ( “ZHOU, et al., 2005; > AGRAWAL, 1979)

9 Vitexina
C o 6Cb "H'H
oxl 0c2
(ZHOU) (AGRAWAL) COSY
2 164,028 164,0
3 6,77 (s, 1H) 102,58 6,94 102,6
4 182,19 181,9
5 156,052 155.8
6 6,26 (s, 1H) 98,186 6,44 98.9
7 162,634 162,5
8 104,66 104,2
9 160,45 160,6
10 104,09 104,2
1’ 121,669 121,8
2°,6° 8,0 (d, 8Hz, 2H) 128,76 3.5 8,26 128,5
3.5 6,88 (d, 8Hz, 2H) 115,906 2°,6° 7,05 116,0
4’ 161,208 160,9
1 4,68 (d, 10Hz, 1H) 73,433 2% 4,94 (1H,9,8Hz) 78,8
27 3,82 70,886 73,9
3” 78,692 71,4
4” 70,577 70,8
5” 81,894 81,9
6”’ 61,333 61,5
OH 13,17 (s, 1H) 13,17
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O tratamento de 9 com diazometano seguindo a metodologia apresentada na pagina 18
formou o derivado metilado 9a que foi caracterizado pela analise de espectros de RMN 'H. O
espectro de RMN 'H desse produto (Figura 48, p. 61) apresentou sinais em &y 3,93 (s, 3H), oy
3,88 (s, 3H), ou 3,83 (s, 3H) de metoxilas. Isso permite concluir que foram incorporados 3
unidades de H,CN, em 9.

Para confirmar este produto, foram realizados 4 experimentos de NOEDIFF (Figura
49a-d, p. 62). a ) Irradiacdo em oy 3,83 gerou NOE em oy 7,02 atribuido aos H-3",5" do
sistema AA’,BB”, o que permite concluir que este sinal corresponde a metoxila no C-4’. b )
Irradiacdo em oy 6,60 (s, 2H) gerou NOE em 6y 8,08 (d, J=8 Hz, 2H) atribuidos aos H-2’,6’
do anel B confirmando que um dos hidrogénios desse sinal ¢ o H-3, ¢ os sinais de NOE em
On 3,93 e on 3,88 de metoxilas confirma que ou segundo hidrogénio ¢ o H-6. ¢ e d) O NOE
gerado devido a irradiagdo em &y 3,93 (experimento ¢) € em Oy 3,88 (experimento d) na
freqliéncia do H-6 confirmou a incorporacdo de diazometano em 5 e 7. Desta forma o
derivado 9a foi identificado como 5,7,4’-trimetoxi-8-C-glicopiranosil-flavona. A dissoluc¢ao
de 9 em metanol para adicdo da solucdo do diazometano deve ter contribuido para a
incorporagao desse reagente na hidroxila em 5. Pois, a ligagdo de hidrogénio gerada pelo
metanol e a carbonila, certamente, libera esse nlicleo permitindo ser captado pela base fraca
conduzindo a reacdo. Portanto, na reacdo com diazometano que nao se queira incorporar esse
reagente no fenol quelado, ndo deve ser feita dissolvendo o reagente em metanol.

DMS‘O-GG
[}
<
7

-OCHj3

3.83

—3.88

/3.93

Figura 48. Espectro de RMN 'H (200 MHz, DMSO-dg) de 9a
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5.1.9 Identificacido da substiancia 10 (isovitexina).

A substancia 10 foi isolada como um sélido amarelo (PF 245 -247 °C), com teste
positivo para flavonoides. O espectro de IV (Figura 50, p. 64) dessa substancia apresentou
bandas de absor¢do em 3379 e 3242 cm™ devido a deformagio axial de OH; 2921 cm™ ¢ 2853
cm™ de estiramento C-H (vc.), em 1651 cm™ de deformacdo axial de carbonila conjugada e
em 1572cm™ de deformacio axial de C=C de anel aromatico, além de bandas de estiramento e
C-0O.

O espectro de RMN 'H (Figura 51, p. 65) apresentou um sinal de hidrogénio em
campo baixo a oy 13,55, indicando a presenga de uma hidroxila quelada; 4 sinais de
hidrogénios de anel aromatico sendo os sinais em 0oy 7,9 (d, J=8,0 MHz, 2H) e 6,92 (d, J=8,0
MHz, 2H) atribuidos aos hidrogénios de um sistema AA’BB’, o sinal em dy 6,75 (s, 1H) foi
atribuido ao H-3 de uma flavona e o sinal em &y 6,53 (s, 1H) correspondente a um hidrogénio
do anel A. A comparagdo desse espectro com o da substancia 9 permitiu verificar a
semelhanca entre elas, diferenciando apenas na posi¢ao da C-glicose.

O espectro de "°C (Figuras 52 e 53, p.65-66) permitiu identificar um sinal em 182,06
de C=0, 8 sinais de carbono quaternario, 9 sinais para carbonos metinicos e uma sinal para
carbono metilénico. Os dados desse espectro foram similares aos dados encontrados para a
substancia 9, sendo diferentes os sinais em dcy 93,72 (semelhante a dcy de C-8 da apigenina)
e nao aparecendo dcy em = 98 ppm. O sinal em d¢c 108,95 foi atribuido ao carbono
quaternario C-6. A Tabela 9 mostra os deslocamentos quimicos dos carbonos de 10
comparados com os da apigenina e todos os dados de RMN s3o comparados com os de
isovitexina (6-C-B-glucopiranosil apigenina) registrados na literatura (PEDRAS et al., 2003).
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Tabela9.  Comparacio dos dados de RMN de 'H e *C da substdncia 10 com dados
encontrados na literatura para isovitexina (PEDRAS et al., 2003).

C Substancia 10 Apigenina Isovitexina
On oc oc onl 0c2
2 - 163,6 163,8 - 164,7
3 6,75 (s, 1H) 102,79 102,8 6,74 102,6
4 - 182,06 181,8 - 181,7
5 - 156,31 161,1 - 156,4
6 - 108,95 98,8 6,46 109,0
7 - 163,5 164,1 - 163,3
8 6,53 (s, 1H) 93,72 94,0 - 93,9
9 - 161,32 157,3 - 161,44
10 - 103,43 103,7 - 102,8
I - 121,17 121,3 - 121,0
2°,6° 7,90 (d, 10Hz, 2H) 128,38 128,4 7,90 128,4
3,5’ 6,92(d, 10Hz, 2H) 116,10 116,0 6,91 116,0
4 160,7 161,5 - 160,7
1 4,58 (d, 10Hz, 1H) 79,01 - 4,59 79,0
2” 4,05 73,10 - 4,08 73,1
37 70,67 - - 70,6
4> 70,22 - - 70,1
5” 81,65 - - 81,5
6 61,55 - - 61,4
OH 13,55 (s, 1H) - - 13,72 -

IB50.4,3668.2.3645.2,3609.6,3561 .7 ,2379.56,3242.8,2921.4,2853.6,14651.4,1615.5=
Lo72.1,19@5.2,14353.@0,1385.7,1363.3,.129%.8,1287.3,1226.2,1197.3,1179.3=
1142.1,111@0.5,19091.6,1841.35,1817.4,971.4,934.4,6871,4,832.1,88%.8=
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Figura 50. Espectro de IV de 10.

66




DMSO-d6

- 6¥V'¢—

N
iy
15°€

voe/
66'E~
SO-F
60t

55—
09/

£5°0~
SL'9
06'9~.
56'97

88'2—
62

SGET—

-OH

Espectro de RMN 'H (200 MHz, DMSO-Dg) de 10

Figura 51.

55°19—

NN.E
hw.P_..k
0L'EL—
LWEL—
G9'Le—

29°0FL—

LE951—

#2091~
Ze191
29691

S0Z8L—

Figura 53

C-10
C-3
C-8
|

c-6
‘ 1
C-35 |
|
‘ |
i |
i

c-r

C-2'6'

|
|

i

L]
il

A

]
|

g

|
(!

i
|

f

20

70

180 170 160 150 140 130 120 10 100

190

Espectro de RMN "°C (50 MHz, DMSO-dg) de 10

Figura 52.

67



C-

N

c-4

A

C-5

_163.62
\163.50

_161.32 Q

_160.74
_156.31

Figura 53. Expansdo (155-165 ppm) do espectro de "*C (50 MHz, DMSO-de) de 10

5.2 Identificacao dos constituintes Isolados das flores de Laseguea erecta.

5.2.1 Identificacao da substiancia 11 (lupeol)

A substincia 11 apresentou-se como um sélido cristalino (PF 180-182 °C) dando teste
positivo para terpenos em CCDA com Lieberman. Apés a analise do espectro de RMN 'H
este foi comparado por CCDA com o lupeol. Mesmo ja identificado 11 como lupeol foram
obtidos os espectros de IV e RMN °C dessa substincia. O espectro de IV de 11 (Figura 54, p.
68) revelou bandas de absor¢ao em 3332 cm” devido a deformagio axial de OH, em 3069 de
v c.u de CH3; em 3069, em 2943 ¢ 2871 de vcpy, em 1649 de deformacao axial C=C. As
demais bandas estao de acordo com o esqueleto do terpeno.

O espectro de RMN de 'H dessa substancia (Figura 55, p. 68) apresentou sinais entre
1,23 e 0,7 correspondentes a sinais de metilas além de um sinal em 6y 1,67 (s) que
corresponde 4 freqiiéncia de hidrogénios de metila ligada a C-sp®. Os sinais em dy 4,67(sl) e
On 4,55(sl) sao referentes a hidrogénios vinilicos e o sinal em &y 3,15 representa o hidrogénio
do carbono carbindlico metinico.

O espectro de RMN °C (Figura 56, p. 69) mostrou sinais em d¢ 150,9 e 8¢y 109,3
correspondentes aos carbonos olefinicos C-20 e C-29, respectivamente. Também apresenta
um sinal em o¢ 78,9 do carbono carbinolico C-3. Os demais sinais estdo de acordo com os
deslocamentos quimicos de carbonos metilicos, metilénicos e metinicos do triperpeno
proposto. A comparagao dos dados de 11 com os dados registrados na literatura para lupeol
sdo mostrados na Tabela 10 (SOBRINHO et al., 1991).
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Tabela 10. Dados de RMN °C de 11 comparados com os registrados na literatura para
Lupeol (SOBRINHO et al., 1991)

11 Lupeol

C d¢ d¢

1 38,64 38,7
2 27,33 27,4
3 78,91 78,9
4 38,79 38,8
5 55,23 553
6 18,26 18,3
7 34,21 34,2
8 40,73 40,8
9 50,34 50,4
10 37,09 37,1
11 20,87 20,9
12 25,05 25,1
13 37,97 38,0
14 42,91 42,8
15 27,33 27,4
16 35,51 35,5
17 42,91 43,0
18 48,22 48,2
19 47,92 47,9
20 150,9 150,9
21 29,75 29,8
22 39,94 40,0
23 27,93 28,0
24 15,32 15,4
25 16,08 16,1
26 15,89 15,9
27 14,47 14,5
28 18,2 18,0
29 109,30 109,3
30 19,26 19,3
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Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl5) de 11.
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5.2.2 Identificacdo da substancia 12 (acido ursoélico)

A substancia denominada 12 foi isolada como um sélido branco de ponto de fusdo
250-252 °C que foi identificado ap6s da analise dos espectros de IV, 'H e '°C e comparacio
do PF como os dados do acido ursolico (acido-3-B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico).

O espectro IV de 12 (Figura 57, p. 71) apresentou banda larga com maximo em 3421
cm’' de estiramento axial de O-H de 4cido, em 2926 ¢cm™ e 2870 cm™' de estiramento axial
simétrico e assimétrico de C-H além de uma banda em 1693 cm™ de estiramento C=0 de
acido carboxilico.

O espectro de RMN 'H (Figura 58, p. 71), mostrou sinal em 8y 5,10 de um hidrogénio
olefinico, atribuido ao H-12 do terpeno; o sinal em oy 3,01que foi atribuido ao H-3 e o
dubleto em 6y 2,06 (d, 12 Hz, 1H) foi atribuido ao hidrogénio metinico H-18, caracteristico
de triterpenos da série urseno.

O espectro de RMN " C (BBD, Figura 59, p. 72) ¢ DEPT 135° ¢ DEPT 90° (Figuras
60 e 61, p. 72-73) apresentaram sinais cujos valores confirmaram as func¢des identificadas no
IV. Além do sinal em 179,83 de um carbono de acido carboxilico, 5 sinais de carbonos
quaternarios, 9 sinais de CH,, 6 sinais de C-H e 6 sinais de CHj. A atribui¢ao dos dados de
BC e comparagdo com valores relatados na literatura (KRIWACKI & PINTER, 1989; Tabela
11) permitiram confirmar a estrutura proposta para 12 como o acido ursoélico que tem sido
isolado com freqiiéncia de espécies de Apocynaceae (BARRETO et al, 1998).
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Tabela 11. Dados de *C RMN de 12 comparados com os encontrados na literatura para
acido ursodlico (KRIWACKI & PINTER, 1989)

C 12 Ac. Ursoélico
5c 6C

1 39,46 38,99
2 27,84 27,98
3 78,24 78,04
4 39,21 38,90
5 55,80 55,73
6 18,90 18,71
7 33,60 33,47
8 39,55 39,92
9 47,92 47,96
10 37,49 37,35
11 23,78 23,56
12 125,67 125,57
13 138,99 139,17
14 42,58 42,40
15 28,51 28,73
16 24,75 24,83
17 47,92 47,96
18 53,29 53,45
19 39,46 39,87
20 39,24 39,30
21 31,24 30,98
22 37,30 37,35
23 29,03 28,74
24 16,71 16,49
25 16,11 15,58
26 17,77 17,43
27 24,17 23,83
28 179,83 179,86
29 17,77 17,50
30 21,96 21,40
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5.2.3 Identificacio da substincia 13 (quercetina).

A substincia 13 foi isolada como um so6lido amarelo (PF 312 -314 °C) e foi
identificada como um flavonoide por CCDA. O espectro de IV (Figura 62, p.74) mostrou uma
intensa absorcdo em 3410 cm™ e 3333 cm™ de estiramento axial de O-H, em 2922 cm™ banda
de estiramento de C-H, em 1666 cm™ (vc=o) ¢ em de 1451 cm™ de estiramento de C=C.

O espectro de RMN de 'H (Figura 63, p.75) permitiu observar um sinal em de OH
quelada, e 5 sinais na regido de deslocamento de hidrogénios em anéis aromaticos. Os valores
dos deslocamentos quimicos confirmaram o flavonéide com oxigenacao em 3, 5, 7, 3°, 4°. Os
sinais em oy 7,67 (s, 1H), 7,54 (d, 9Hz, 1H) e 7,88 (d, 9Hz, 1H) permitem propor um anel B
trissubstituido e foram atribuidos aos hidrogénios H-2’, H-5" ¢ H-6’, respectivamente. Os
sinais em oy 6,40 (sl, 1H) e oi 6,18 (sl, 1H) foram assinalados como representantes do H-6 e
H-8 do anel A. A auséncia do sinal de H-3 conduziu a proposta do flavononol conhecido
como quercetina. Esta proposta foi confirmada pela comparacdo com dados de RMN 'H e PF
da literatura (MIYAZAWA & HISAMA, 2003; Tabela 12). Esta substancia tem sido
encontrada com freqiiéncia em espécies vegetais, mas ¢ o primeiro registro em Laseguea.
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Tabela 12. Dados de RMN 'H de 13 comparados com dados de literatura para quercetina
(MIYAZAWA & HISAMA, 2003).

13

H On on
6 6,18 6,16
8 6,39 6,40
2 7,66 7,67
5 6,88 6,90
6’ 7,52 7,52
5-OH 12,40 12,50

©.5,3833.2,2022.2,2862.2,2718.7.1666.0,1611.2,1560.4,1523.6,1451.7=
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Figura 62. Espectro de IV de 13.
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5.2.4 Identificacdo da substancia 14 (3-O-a-arabinopiranosil quercetina)

A substancia 14 apresentou-se como um so6lido pastoso de cor amarelo escuro, com
teste positivo para flavondide e com espectros de RMN na regido de absor¢ao de nucleos de
sistemas aromaticos semelhante ao da substincia 13. O espectro de IV (Figura 64, p. 77)
mostrou bandas de absor¢do em 3408 cm™ de estiramento axial de O-H, em 2924 cm™'e 2853
cm’' de estiramento C-H, em 1652 c¢cm™,1605, 1500 e 1450 cm™ de vibragdes de esqueleto
(ve=c) e em 1201 cm™ que pode ser atribuidaa estiramento C-O.

O espectro de RMN 'H (Figura 65, p. 77) apresentou um sinal em &y 12,6 de
hidrogénio de hidroxila quelada e 5 sinais de hidrogénios na regido de absor¢do desse nucleo
em sistema aromaticos. Os valores de deslocamento e multiplicidade permitiram sugerir a
estrutura de um flavondide semelhante ao anterior sustentando um carboidrato em 3. Esse
carboidrado est4 representado pelo dubleto em 5.28 (3,0 Hz, H-1") e o multipleto em 3,19-
3,75.

O espectro de "*C (Figura 66, p. 78) mostrou além do sinal em 8¢ 177,46, sinais de
carbono quaternario ¢ CH compativeis com o 5,7,3’,4 tetraidroxiflavona. Os sinais em
133,70 (C-3) e 101,4 (CH-17) justificam a proposta do carboidrato em 3. Os sinais em Ocp
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71,69, 70,75, 66,1 ¢ 64,3 (CH,) permitiram propor a arabinose como unidade de carboidrato.
= 4,75 Hz) e a comparacdo dos
deslocamentos quimicos dos carbonos do carboidrato com valores da literatura permitiu
propor a a-D-arabnopiranosil para o grupo ligado no carbono 3 dessa flavona. Esses dados
foram comparados com os da literatura (MABRY, 1982) para a 3-O-a-D-arabinopiranosil
quercertina (Tabela 13). Esse glicosideo é conhecido como guaijaverina, isolada de
Hypericum brasiliense (ROCHA et al., 1995) e de produto de sintese (CHEN et al., 2004)

O valor da constante de acoplamento do H-1" (J

Tabela 13.

Dados de RMN °C (MABRY, 1982) ¢ 'H (CHEN et al., 2004) de 14
comparados com dados da literatura para a 3-O-a.- -arabinopiranosil quercertina.

14 14 3-O-a-arabin0.piran0sil
C bc o quercetina
oc On

2 156,36 - 156,3 -

3 133,70 - 134,0 -

4 177,46 - 177.6 -

5 161,23 - 161,2 - |
6 98,64 6,17 (sl) 98,7 6,19 (1H, d, J=2,0 Hz) |
7 164,7 - 164,1 - _
8 93,62 6,37 (s) 93,5 6,40 (1H, d, J=2,0 Hz) |
9 156,36 - 156,3 -

10 103,75 - 104,1 -

I’ 120,68 - 121,2 - _
2’ 115,42 7,50 (sl) 116,1 7,50 (1H, d, J=2,2 Hz) |
3 145,05 - 144,9 -

4 148,72 - 148,4 - _
5 1154  6,82( 1,H,d, J=8,3 Hz) 115,4 6,84 (1H, d, J= 8,4 Hz) |
6 122,00 7,64 (1H,d, J=8,5 Hz) 121,7 7,66 (1H, dd, J= 8,4 Hz) |
1 101,44 526 (1H,d, J=4,7 Hz) 101,8 5,27 (1H, d, J=5,2 Hz)
27 7169 71,7

3 7075 3,19-3,75 70,8 3,20-3,77

4> 66,12 65,9

5 64,33 64,1

-OH 12,6 12,65
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Ensaio de DPPH

O método de avaliagdo de atividade antioxidante foi baseado no ensaio de MENSOR et
al., (2001), onde a atividade é medida avaliando a descoloragdo da solu¢do metandlica de cor
violeta do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil).

Os resultados da avaliacao da atividade frente ao radical livre DPPH das substancias ¢ o
extrato das folhas de P. gonoacantha sdo apresentados na Tabela 15. O valor de CEs 8,61
pg/mL para o extrato das folhas de P. gonoacantha (Figura 68, p.80) foi significativo quando
comparado com o valor de CEs( dos controles positivos rutina e quercetina (8,52 +£ 0,38 ¢ 3,18
+ 0,16 uM, respectivamente). O valor de CEsq da substincia isolada galato de metila (Figura
68) foi similar ao CEs apresentado pelo extrato. Isso permitiu sugerir que o extrato deve seu
valor de ECsp a presenca dessa substancia. A substidncia 8 que por possuir 3 hidroxilas
fenolicas conseguiu reduzir o DPPH de forma eficiente.

Os flavonoides vitexina e isovitexina, isolados desse extrato, ndo apresentaram atividade

significativa na concentragdo maxima de 71 pM quando comparados com os valores dos
flavonodides rutina e quercetina na mesma concentragdo. Entretanto, por extrapola¢do foi
observado que os valores de CEs para essas substancias ¢ maior a 200 M.
Foram avaliados também os flavonoides isolados dos galhos de P.gonoacantha e observou-se
que nenhuma das flavonas testadas apresentou atividade relevante na concentracdo maxima de
71 uM. Estes resultados assim como os encontrados para as flavonas glicosideas permitem
sugerir a baixa atividade desses fenois frente a estabilizagdo do DPPH. Também foi
observado que a presenc¢a de unidades de agucar na posi¢do C-8 (no caso da vitexina) e em C-
6 (isovitexina) evidenciaram uma menor atividade quando comparadas com a aglicona
apigenina.

Tabela 14. Valores de CEs( das amostras testadas frente ao radical DPPH

Substincia / Extrato CEso (ng*mL™"/ pM)
Rutina 8,52 +0,38
Quercetina 3,16 £0,16
PGFM (Extrato das Folhas de P. gonoacantha) 8,61 +0,43
8 (galato de metila) 8,84 £ 0,59
9 (Vitexina) >>200*
10 (Isovitexina) >>200%*
5 (Apigenina) 93,60* + 7,1322
6 (5,3’ dimetil luteolina) 142,1* + 3,4582
7 (5 metil apigenina) 109,83* + 2,7405

* Estes dados foram calculados por extrapola¢do ja que ndo se encontram na faixa de
concentracgdo testada e foram registrados para fines informativos.
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6 PROPOSTAS BIOSSINTETICAS CONSIDERADAS NA
IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS.

No estudo quimico e determinacdo estrutural de produtos naturais deve-se levar em
consideragdo o conhecimento dos precursores das substancias isoladas. Por isso sdo
apresentadas as propostas de biossintese dessas substancias isoladas das espécies Piptadenia
gonoacantha e Laseguea erecta.

6.1 Proposta Biossintética Para os Constituintes Isolados de Piptadenia gonoacantha

As substancias isoladas de Piptadenia gonoacantha pertencem a classe dos esteroides,
[B-sitosterol, estigmasterol, e 3-O-B-D-glucopiranosil sitosterol; flavondides, a apigenina, 5-
metilapigenina; 7,4’-diidroxi-5,3’-dimetoxiflavona, vitexina e isovitexina; acidos fenolicos
(galato de metila) e o éster (N-benzoilfenilalaninato de N-benzoilfenilalaninila).

6.1.1 Esteroides

As substancias sitosterol, estigmasterol e 3-O-B-glicosilpiranosil sitosterol se
caracterizam por ter um esqueleto basico de 27 carbonos dispostos num sistema tetraciclico.
Biogeneticamente formam-se via pirofosfato de isopentenila originando o esqualeno, estrutura
que contém duas unidades de farnesil pirofosfato ligadas cauda-cauda. O esqualeno epoxi
(6xido de esqualeno), em sua forma cadeira-bote-cadeira—bote, cicliza apds varios rearranjos
do tipo 1,2 formando o cicloartenol, estrutura que contém 24 carbonos. O cicloartenol apos
clivagem oxidativa de trés metilas forma os esterdides (Esquema 6).
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Esquema 6. Proposta biogenética para os esterdides isolados de P. gonoacantha (Adaptado
de MANN, 1994).
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6.1.2 Flavonoides

Os flavonoides derivam seu esqueleto de 15 carbonos, de dois precursores basicos:
malonil-CoA e p-coumaroil-CoA. Na reagdo biossintética ocorre condensacao de trés
moléculas de malonil-CoA com a molécula de p-coumaroil-CoA formando uma chalcona
intermediaria (1,3 difenilpropano-1-ona). Da chalcona sdo formadas estruturas de trés anéis,
as flavanonas, a partir das flavanonas formam-se todas as outras classes de flavondides como
isoflavonas, flavanois, antocianidinas, flavononois e flavonas (HARBONE & BAXTER,
1999).

Da espécie P. gonoacantha os flavonoides isolados fazem parte da classe das flavonas.
As flavonas podem ser encontradas em todas as partes da planta, tanto em partes aéreas como
subterraneas como galhos, brotos espinhos, raizes, rizomas, flores, sementes, frutos, folhas e
também em exsudados ou resinas. O Esquema 7 apresenta a proposta biogenética para as
flavonas isoladas de P. gonoacantha.
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CoAS 3 Malonil CoA CLAISEN |
~ Chalcona (
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OH (6]
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‘ | OCHs
OCH; O
5,3 - DIMETILLUTEOLINA
OH (e}
Glicosil APIGENINA
transferaia/ o SAM
Glicosil
transferasa OH OH
OH Gli

HO

Gli

OH Io) OH (6] OCH; O
6-C-GLUCOPIRANOSIL APIGENINA 8-C-GLUCOPIRANOSIL APIGENINA 5 - METIL APIGENINA

Esquema 7. Proposta biogenética para as flavonas isoladas de P. gonoacantha (DEWICK,
2002)
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Compostos fenolicos

O isolamento da substancia galato de metila na espécie P. gonoacantha ¢ justificada
pelo alto conteudo de taninos na espécie como relatado por GONCALVES, 2001.

O acido galico estimula a producdo de acidos cinamicos, precursores potenciais de
flavonoéides, estilbendides, benzofenonas etc. (SIMOES et al., 2004). Mas também agem
como poderosos seqiiestradores de radicais (HATANO et al., 1989), como antioxidante. Por
tanto o acido gélico inibe a biossintese de muitos metabolitos secundarios (SIMOES et al.,
2004).

Foram propostas varias rotas biogenéticas para o acido galico, mas como resultado de
experimentos com o fungo Phycomyces ¢ varias plantas (ex. dos géneros Garanium, Rhus) foi
postulada a aromatizagdo de 4cido 3-desidrochiquimico (SIMOES et al., 2002) como
mostrado no Esquema 8.
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- > — = >
o oH HO OH HO OH
OH OH OH
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COOH TO
COOH
HO ACIDO 3,5 DIIDROXIBENZOICO
OH HO T OH
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COOH
-CO,
s
HO OH HO OH
ORCINOL
ACIDO ORSELLINICO

Esquema 8. Proposta biogenctica para o galato de metila isolado de P. gonoacantha
(Adaptado de SIMOES et al., 2004; DEWICK, 2002).
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6.1.4 Estér

O éster isolado de P. gonoacantha ao parecer tem como precursor o aminoacido
fenilalanina, pelo que a proposta biossintética esta baseada nele (Esquema 9).
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Esquema 9. Proposta biogenética para o éster 10
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6.2 Proposta Biogenética Para os Constituintes Isolados de Laseguea erecta

As flores da espécie Laseguea erecta forneceram duas substancias classificadas como
terpendides, o acido ursoélico e o lupeol, e dois flavonodides, quercetina e 3-O-arabinopiranosil
quercetina. Abaixo sdo apresentadas as propostas biogenéticas para essas substancias.

6.2.1 Terpenos

Os terpenos sdo uma classe de substancias provenientes da via pirofosfato de
isopentenila, que da mesma forma que os esterdides, da lugar ao esqualeno pela fusdo cauda-
cauda de duas moléculas de farnesil pirofosfato. No caso dos terpenos o 6xido de esqualeno
em sua forma cadeia-cadeira-cadeira-bote ¢ ciclizado para gerar o cation dammarenil e,
conseqlientemente, o cation lupenil que pode ser estabilizado pela forma¢do de um novo anel
de cinco membros gerando compostos do tipo lupeol. O cation lupenil também pode ser
estabilizado pela formacdo do anel de 6 membros, gerando o cation oleanil. Esse ¢
estabilizado com migra¢cdo de uma metila e rearrango do tipo Wagner-Meerwein gerando o
nucleo bésico a-amirina.

o- AMIRINA - ACIDO URSOLICO

Esquema 10. Proposta biogenética para os terpenos iupeol e ac. ursoélico. (Adaptado de
MANN, 1994; DEWICK, 2002).
6.2.2 Flavondis
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Os flavondides isolados de Laseguea erecta fazem parte dos denominados flavononois
que da mesma forma que as flavonas tém como precursores uma molécula de 4-hidroxi
cinamoil e 3 moléculas de 3-malonil-CoA para formar uma chalcona intermediaria que por

ciclizagdo da lugar as flavanonas. Ap6s os processos de oxidagao gera os flavondis (Esquema
11).
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Esquema 11. Proposta biogenética para os flavondides quercetina e 3-O-arabinopiranosil
quecetina (DEWICK, 2002).
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7 CONCLUSAO

Esse é o primeiro trabalho com Piptadenia gonoacantha e conduziu ao registro de 10
substancias.

Nos galhos foram encontrados esteroides, flavonoides e um éster derivado da
fenilalanina. Das folhas identificaram-se apenas o galato de metila e flavonoides C-
glicosideos.Esses flavonodides e o éster derivado de aminoacido estdo sendo registrados pela
primeira vez no género Piptadenia.

Das flores de L. erecta isolaram-se 4 substincias, sendo dois triterpenos e dois
flavonodis. O 3-O-arabnopiranosil quercetina, a quercetina e o acido ursolico estdo sendo
relatados pela primeira vez nesse género.

Foram relatados os valores de CEsy da atividade antioxidante pelo ensaio de DPPH
para o extrato metanodlico das folhas de P. gonoacantha (8,61 + 0,43) ¢ para o galato de metila
(8,84 +0,59).
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