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RESUMO

O género Amaioua (Rubiaceae) € posicionado na subfamilia Ixoroideae
Ecompreende cerca de 10 espécies encontradas do Panaméa até o Peru, Venezuela e
Brasil, sendo que quatro destas espécies encontram-se no bioma Cerrado (DELPRET et
al., 2004b). N&o ha registro na literatura do uso na medicina popular para as espécies do
género.

Amaioua guianensis Aulb é um arbusto de até 3 m ou arvore de 10-20 m de altura
conhecido popularmente como marmelada-brava ou marmelinho-vermelho. O estudo
fitoquimico das folhas e dos galhos dessa espécie levou ao isolamento de diversas
classes de metabdlitos secundarios tais como: cumarinas, alcaléide ciclopeptideo,
triterpenos pentaciclicos, proantocianidinas, e acidos clorogénicos, (OLIVEIRA, 2009).

Amaioua intermedia Mart conhecida popularmente como carvoeiro, pau-carvao,
cinzeiro, canela-de-veado, guapeva-forte ou marmelada-brava, apresenta-se como
arbustos de até 3 m ou arvores de até 15 m de altura. Até o presente momento, ndo ha
relatos na literatura sobre o estudo fitoquimico da espécie A. intermedia.

Como parte de nossa pesquisa fitoquimica em busca de novos metabdlitos de
especies da familia Rubiaceae, nds investigamos os extratos etanolicos de A. guianensis
e A. intermedia, bem como a atividade antioxidante desses extratos e das fragcdes obtidas
dos mesmos. No presente estudo descrevemos o isolamento e a elucidagéo estrutural de
um novo diterpeno kaurano (composto 8), um novo alcal6ide ciclopeptideo (composto
19), dois novos iridoides secologaninicos (compostos 24 e 25), aléem de outros dezessete
compostos ja conhecidos: sendo um alcaldide ciclopeptideo (composto 7), cinco
iridéides (compostos 1, 13, 14, 15 e 16), um diterpeno ent-kaurano (composto 22), duas
proantocianidinas diméricas (composto 11 e 12), trés triterpenos pentaciclicos
(compostos 9, 20 e 21), um acgucar (composto 10), além de quatro esterdides (compostos
3,4,5e6).

A analise da atividade antioxidante dos extratos brutos dos frutos, raizes, folhas e
galhos da espécie A. guianensis, bem como dos extratos brutos das folhas e galhos da
especie A. intermedia, mostrou que 0s mesmos reagiram com o radica DPPH levando a
uma perda de 50% na absorbancia do mesmo em concentragdes de 71,87; 7,55; 5,30;
7,48; 46,83 e 57,42 pg/mL, respectivamente.
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ABSTRACT

The Amaioua genus (Rubiaceae) is included in the subfamily Ixoroideae. The
genus comprises 10 species, ranging from Panama to Peru, Venezuela and Brazil, and
four of these species are found in Cerrado (DELPRET et al., 2004b). There are no
records in the literature on the popular use of the Amaioua genus. Amaioua guianensis
Aulb is a shrub up to 3 m or a 10-20 m tree, popularly known as marmelada-brava ou
marmelinho-vermelho. Phytochemical studies of leaves and twigs of this species led to
the isolation of several classes of secondary metabolites, such as coumarins, a
cyclopeptide alkaloid, pentacyclic triterpenes, proanthocyanidins and chlorogenic acids
(OLIVEIRA,2009).

Amaioua intermedia Mart, popularly known as carvoeiro, pau-carvao, cinzeiro,
canela-de-veado, guapeva-forte or marmelada-brava, presents itself as shrubs up to 3 m
or 15 m trees. Until the moment there are no records in the literature about a
phytochemical study of A. intermedia,. As part of our phytochemical research for new
compounds from higher plants, we studied the ethanolic extracts of A. guianensis and A.
intermedia, and evaluated the antioxidant activity of such extracts and fractions
obtained from them. Herein we describe the isolation and structural elucidation of a new
kaurane diterpene (compound 8), a new cyclopeptide alkaloid (compound 19), two new
secologanin iridoid (compounds 24 and 25, and seventeen known compounds: a
cyclopeptide alkaloid (compound 7), five iridoids (compounds 1, 13, 14, 15 and 16), a
ent-kaurane diterpene (compound 22), two dimeric proanthocyanidins (compounds 11
and 12), three pentacyclic triterpenes (compounds 9, 20 and 21), a sugar (compound 10)
and four steroids (compounds 3, 4, 5 and 6).

The antioxidant activity analysis of the raw extracts obtained from fruits, roots,
leaves and twigs of A. guianensis, as well as the raw extracts from the leaves and twigs
of A. Intermedia, showed that they reacted to the DPPH radical, leading to a loss of 50%
in its absorbance, on the following concentrations of 71.87, 7.55, 5.30, 7.48, 46.83 and
57.42 mg/mL.

XiX



INTRODUCAO

A familia Rubiaceae é a quarta maior familia dadicatileddoneas e possui
aproximadamente 650 géneros e cerca de 13.000iespéendo representada por arvores,
arbustos e ervas (DELPRETE, 2004a). Segundo Brdd®95) e Rova (2002), estudos
filogenéticos, a familia subdivide-se em trés suiifias: Cinchonoideae, Ixoroideae e
Rubioideae, compreendendo cerca de 50 tribos. Ampairte de suas espécies é propria de
regides mais quentes, principalmente dos tropMess de 95% de todas crescem nessas regioes
diminuindo em direcdo ao norte e ao sul. A AmédoaSul supera todas as outras regides em
nimero de espécies, tendo 30% do total delas, dsegsdla regido sul da Asia, o continente
africano e por fim, as ilhas do Pacifico. No Braa#l rubiaceas sdo representadas por
aproximadamente 2.000 espécies distribuidas em géh@ros (DELPRETE, 1998) e esta
amplamente distribuida nos principais ecossistemasileiros: Amazoénia, Cerrado e Floresta
Atlantica (BOLZANI et al,, 2001).

A familia € conhecida devido a importancia econ@ngderapéutica de suas espécies, que
sdo amplamente utilizadas na medicina popular almécacao de fitofarmacos e fitoterapicos.
Exemplos de espécies com potencial terapéuticoaségpécidJncaria tomentosaconhecida
como unha de gato e as espécies dos gém@rmhonal. e LandenbergiaKlotzsch, estas
Gltimas foram por muitos anos o Unico recurso @udEpo para tratar a malaria, cujo estudo
fitoquimico revelou a presenca do alcal6ide quir{ldaEspécies do Cerrado corRalicourea
coriacea popularmente conhecida como “douradinha”, sdzadias pela populacéo local como
diurético. A espéci®alicourea rigida conhecida popularmente como “douradao”, é usata p
populacdo na forma de decocto ou infusdo paraamento de doencas renais e nas inflamacdes
do aparelho reprodutor feminino (BOLZAN&t al, 1992). Do ponto de vista fitoquimico, a
familia caracteriza-se pela presenca de uma laagadade de metabdlitos secundéarios com
reconhecido potencial biolégico. O estudo fitogeimida espéciePalicourea coriacea
(NASCIMENTO, 2005) demonstrou a presenca de aldai(l e Ill ) e triterpenos em sua
composicado. O estudo fitoquimico da espéeierigida levou ao isolamento de triterpenos
(BOLZANI, et al, 1992), iridoides (LOPES, 2004), antraquinon&s (ROSA, et. al, 2006) e
alcaldides (SILVA et al, 2006). A fitoquimica de espécies do géndrxaria, demonstraram
gque as mesmas possuem como principais metaboléogndarios alcaldides, cumarinas,
triterpenos, flavondides e tanindg)(HEITZMA, et. al, 2005). O estudo do caule A&bertia
macrophylla (SILVA, et al.; 2007) levou ao isolamento de untegpeno ent-kauranov(),
triterpenos, e iridéides secologaninicos, os gpagsuem atividade antifungica. A investigacao
da espéci®sychotria spectabili$BENEVIDES, et al.,2004), revelou a presenca de diterpenos
(VIl e VIII ) e cumarinas. Trabalhos recentes relatam o isolEmm#e seis novos alcaléides
inddlicos B-carbolinicos, isolados d®phiorrhiza trichocarpon(IX e X, KITAJIMA et, al,
2013) e dois novos noriridoides isodados das padesas délorinda umbellata(Xl e XII ,
BAN et, al, 2013) e ciclopeptideos isoladosRigbia yunnanensi§IGURA 1.
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FIGURA 1: Exemplos de metabdlitos secundarios isolados déaBede.



As proantocianidinas, também conhecidas como tarénadensados, sdo uma importante
classe de metabdlitos secundarios presente emiespiacfamilia Rubiaceae. Segundo Dixon e
colaboradores (2005), os polifendis, principalmegeproantocianidinas, tém recebido atencao
devido a sua capacidade antioxidante e suas pssiyaicacdes benéficas na saude humana,
como ha prevencao e tratamento do cancer, doeagdisv@asculares e outras patologias.

Os iridoides, compostos monoterpénicogy((estdo amplamente distribuidos em espécies
da familia Rubiaceae. Os mesmos séo reconhecitiog marcadores quimicos de espécies da
subfamilia Ixoroideae. Os iriddides apresentameseocuma importante classe de substancias,
pois possuem diversas atividades farmacoldgicacantifiungicas (LUCIANCet al, 2010),
antiprotozoarias (TADESMIR al.,2005), e segundo reviséo bibliografica realizaalaTundis
(2008), os iridoides possuem propriedades neureiorat, antioxidante, antiviral,
antileishimanial, moluscicida, anti-inflamatériantiéumorais, hepatoprotetora e antialérgica,
dentre outras.

Os alcal6ides ciclopeptideos sdo formados por amgsrociclicos de 13, 14 ou 15
membros contendo um anel aromatico. Geralmenteupos£omo elementos estruturais dois
aminoacidos e uma unidade estirilamina. O restdotenacrociclo consiste de uma unidade
peptidica, que esta ligada ao anel benzénico eentagéo 1,4 ou 1,3 (MENEZES al; 1995).
Alcaldides ciclopeptideos que possuem um macroaelol4-membros representam o maior
subgrupo dentre estes produtos naturais e atéfat@# o foco da maioria das pesquisas na area
(JOULLIE e RICHARD, 2004). Essa classe de compostesece especial atencdo devido aos
diferentes tipos de atividades biolégicas apresistatais como: antiplasmodica (BENTLEY,
2006), bactericida (GIACOMELLIet al, 2004; MOREL et al, 2002, 2005), fungicida
(GOURNELIS et al 1997), efeito sedativo (GOURNELK al 1997; EI-SEEDIet al 2007),
inseticida (SUGAWARAet al, 1996), citotoxicidade frente a células leucémitd210 de
murinos e carcinoma epidermoide humano KB (el 1997), entre outras.

Os diterpenos (%) sdo uma importante classe de metabdlitos sedosdarja distribuicao
em espécies da familia Rubiaceae é extremamertéare¥isando um melhor entendimento
sobre distribuicdo de diterpenos em Rubiaceae,ramsdo bibliografica sobre diterpenos nesta
familia seréa apresentada.

1.1 DITERPENOS EM RUBIACEAE

Os terpendides constituem uma classe de metabdsmsindarios extremamente
complexos em termos estruturais, amplamente digtlils na natureza sendo a maioria
sintetizados por plantas ou bactérias (DEWICK, 20QRtermo terpendides € empregado para
designar todas as substancias cuja origem biogsmt#eriva de unidades do isopreno. Estes
metabolitos sdo formados a partir de duas difesendéas biossintéticas, sendo uma delas
dependente do mevalonato (MVA), proveniente daaudé& unidades acetil coenzima A (acetil-
CoA) e cuja reacao ocorre no citoplasma; e a agoteaque ocorre nos plastideos e passa pelo
intermediario 1-dosoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXRyrinado a partir da reacao entre o piruvato e
o gliceraldeido-3-fosfato (TOTTEL. al, 2000). A partir de catélise enziméatica, a mdeale
DXP sofre um rearranjo na cadeia e o aldeido foonsadre reducdo dependente de NADPH
para formar o 2-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEPendo este o primeiro intermediario desta rota
metabdlica. Nas duas situa¢gBes, ambos os precsirsdoggnardo as duas unidades isoprénicas
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(Cs) conhecidas como os ésteres pirofosfato de isepgat(IPP) e o pirofosfato de dimetilalila
(DMAPP), que sao os precursores ativos imediatdsdies os terpenoB)GURA 2.
A condensacdo de uma molécula de IPP e uma moldeulMAPP, através do classico

modelo “cabeca-cauda”, inicia a formacéo dos difie®tipos de esqueletos terpénicos, que sao
classificados de acordo com o numero de unidadgsemgénicas em monoterpenos;jC
sesquiterpenos (g), diterpenos (&), sesterpenos k), triterpenos (gy) e tetraterpenos (g),
FIGURA 2. Experimentos empregando carbono marcado radimaémte {'C) confirmaram
que os monoterpenos e o0s diterpenos sao sintesizaddusivamente pela rota do 2-metil-D-
eritritol-4-fosfato (MEP) (DEVAPPA, 2011 e DEWICR002).

Smanski e colaboradores (2012) relataram que ea#ré0.000 compostos terpénicos
conhecidos até o momento, 12.000 sdo diterpenasawria produzidos em plantas e fungos,
embora também tenham sido encontrados em organisranshos, insetos, sendo raramente
encontrados em bactérias (HANSON, 2004).

Os diterpenos dividem-se em varias classes de @amth 0 arranjo de seus esqueletos
carbonicos, sendo conhecidos os diterpenos addlitanos), biciclicos (labdano e clerodano),
triciclicos (piramano, abietano, cassano, rosanouavapano), tetraciclicos (kaurano,
graianotoxinas, giberalano, afidicolanos, estemoslabaieranos, traquilobanos, astisirenos e
isoatisirenos), diterpenos macrociclicos (casbamamsanos, cembranos, dafnanos, tiglianos,
ingenanos) e compostos mistos (DEVAPPA, 2011, HANSZD04 e 2009FIGURA 3.
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FIGURA 2: Origem biossintética dos terpenos (Totté, 200@wick, 2002).
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FIGURA 3: Algumas classes de diterpenos de acordo com o arranjo do esqueleto carbénico.

Os diterpenos ciclicos resultam de dois difereptesessos de biossintese de ciclizagdo do
GGPP. No primeiro tipo de ciclizacdBlGURA 4, o grupo pirofosfato terminal (-OPP) atua
como um grupo de saida, gerando um carbocatidnoatjue alquila a dupla ligacdo do outro
extremo da cadeia GGPP, criando, na maioria dascam carbocation terminal isopropilideno
que € muito reativo e pode ser estabilizado taeka @liminacdo do préton, que leva a formacéo
de casbenos e cembranos, ou ciclizagdes por adig@dofilicas intramoleculares, que
conduzem aos diterpenos policiclicos, tais comartag, tiglianes, dafnanes, ingenanes, entre
outros (DEWICK, 2002).
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FIGURA 4: Ciclizacdo do GGPP; A) Formacao de carbocation alilico; B) Adicao eletrofilica com a
formacao de carbocétion terciario; C) Adicao eletrofilica com formacéo de carbocation secundario; D, E)
Formacdo de ciclopropano com perda de proton; F, G, H, 1) Ciclizacbes por adicdes eletrofilicas
intramoleculares. (DEWICK, 2002).

O segundo e principal tipo de ciclizacdo (DEWICKQ2) ocorre sob catélise acida, por
um caminho de ciclizacdo muito similar ao que prods triterpenos ciclicos, porém sem o
passo de epoxidacdo como ocorre na ciclizacao itsgpemos. O inicio da cilizacdo dos
diterpenos ocorre com a protonagéo da dupla ligaadmidade isopropilideno inicial da cadeia
GGPP, levando a uma sequéncia concertada de ciidigaterminando com a perda de proton de
um grupo metila, obtendo-se copalyl PP. A estereoquimica neste produto € controlada pelo
dobramento do substrato sobre a superficie da ensmbora uma dobragem alternativa possa
levar adlabdadienyl PP, enantibmero aoopalyl PP, FIGURA 5.

A partir do copalyl PP, uma sequéncia de ciclizagdeearranjos, todos catalisados por
uma unica enzima, conduz aos compostoskauranos,FIGURA 6. A formacdo dosent
kauranos, a partir do copalyl PP, se da atravépealda do grupo difosfato gerando um
carbocation alilico, com posterior ciclizagao pdicao eletrofilica intramolecular e formacao de
carbocation terciario que novamente sofrerd umegaadéletrofilica, obtendo-se a formacéo do
quarto anel. Apoés a obtencéo do quarto anel seguen rearranjo de Wagner-Meerwein, com
contracdo do anel original de seis membros paramnehde cinco membros, ao mesmo tempo
em que ha a expansao do anel de cinco membrog@araum anel de seis membros. A forca

diretora para esse rearranjo € a transformacgaondeatbocéation secundario em um carbocation
7



terciario, com inversao da estereoquimica do quar. A perda de préton do grupo metilico
gera uma dupla ligacdo exociclica ao quarto ansledbkauranos. O prefixoent” é usado
para indicar que esses compostos sdo a forma emenita dos compostos advindos do

intermediaridabdadienyl PPe seus derivados, que sdo os kauranos.

X
—7 w_ H
o7~ / |
He/ M
H
GGPP labdadienyl PP Série Normal
12 H H H H
A opPP
N~
\ | _b |
l opPP opPP
H

copalyl PP Série EnantioméricaEht-"
FIGURA 5 : Ciclizacdo do GGPP sob catalise acida, levandwia sormal (a) e enantiomérica (b) de diterpenos.
(DEWICK 2002).
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///
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FIGURA 6: Biossintese dentkauranos a partir do GGPP. A) protonacdo da dugicdo com formacédo de
carbocation terciario seguido de uma série comtarda ciclizacfes terminando com a perda de unomprattilico.
B) perda do grupo difosfato gerando carbocétidicalcom posterior formagéo do terceiro anel. €)izagdo do
alceno produzindo um carbocation secundario. Dyea@o do carbocéation secundario em terciario ésrale
rearranjo de Wagner-Meerwein. E) perda de prétoa gerar o alceno. (DEWICK 2002).



Diterpenos kauranos entkauranos representam um importante grupo de diep
tetraciclicos e suas estruturas sdo constituidasma unidade perhidrofenantreno (aneis A, B e
C) fundidos com uma unidade ciclopentano (anelddnados por uma ponte de dois carbonos
entre C8 e C13X]ll e XIV) FIGURA 7. Segundo Ghisalberti (1997) e Reynolds (1991)
excepcionalmente, nos casos de alguns exemploapgasentam uma dupla ligacdo entre C9 e
C11, a maioria do®ntkauranos sédo caracterizados por apresentaremesatmgativos de
rotacao oOptica especifica.

(X1 (XIV)
FIGURA 7: Esqueleto carbdnico de diterpenos kauranos (XVétkauranos (XVIII).

Tais diterpenos sdo encontradas em diferentes iespége plantas pertencentes a varias
familias como Asteracea€lfromoleana odoratay¢VAFO et. al.,2011), Annonnaceae (Xylopia
aethiopica; HASANet. al, 1982), Celastracea@&r(pterygium wilfordii e Tripterygium doianu;
CHEN et. al, 1995 e TANAKA et. al, 2004, respectivamente), Apiaceae (Alepidea spp.,
SOMOVA, 2001), Velloziaceae (Vellozia spp., PINTD)83), LamiaceaeRabdosia serrae
Isodon nervosud;IN et. al, 2012 e YANet. al.,2008), Fabacea€ppaifera spp CUNHA et.
al., 2003), Jungermanniaceae (Jungermannia exsertifolia €3prdifolia e Jungermannia;
NAGASHIMA et. al, 1996 e 1997 Erythroxylaceae HKrythroxylum suberosu;,
NASCIMENTO et. al, 2012), AraliaceaeAcanthopanax tricodoe Acanthopanax koreanym
PHUONGeEt. al, 2006), entre outras.

Muitos trabalhos tem mostrado que diterpenos kagraentkauranos apresentam varias
atividades biolégicas. Em uma revisao bibliogefiealizada por Ghisalberti e colaboradores
em 1997 é possivel observar algumas atividadedditals tais como, regulacédo do crescimento
de plantas, antimicrobiana, contra herbivoria, pamtisitaria, citotoxica, antitumoral, anti-HIV,
atividades hipotensivas, antiinflamatoria, entretrasi Na TABELA 1, outras atividades
bioldgicas para os diterpenos kauranos foram dasaipartir de 1997.



TABELA 1: Algumas atividades biol6gicas descritas para kega partir de 1997.

Atividade Biologica Referéncia
Antiplagquetario Yang, 2002
Antiespasmadico Tirapelli, 2005 e Aguiar, 2012
Antidiabética/antiobesidade Kim, 2006
Antinociceptivo Block, 1998
Antialérgica Cheenpracha, 2006
Embriotdxico Costa-Lotufo, 2002
Genotoxico Cavalcanti, 2006
Hipoglicémica Bresciani, 2000 e 2004
Imunossupressiva Duan, 1999 e 2001
Indutor de apoptose Liu, 2006
Inibidor da contracdo do musculo Cunha, 2003; Ghisalberti, 1998 e
liso vascular Ambrosio, 2006
Estimulante da ovoposicao de insetos Morris, 2005
Toxico a insetos (pragas armazenadas) Aslan, 2006

Dentre os diterpenos kauranos, um interesse espetiasido relatado para os acidoy
kaur-16-en-19-6ico XV, acido kaurendico) eentkaur-9(11),16-dien-19-6ico X{I, acido
grandiflorénico), porque os mesmos sado descritasocantiparasitarios (TAKAHASHEt. al,
2002), fitotoxicos (BOAVENTURAet. al, 2008), hormonais (TORRENEGRét. al, 2001),
antioxidantes (KCet. al, 2008), citotoxicos (RUI£t. al, 2008), antivirais (Wlet. al, 1996),
antimicrobianos (STEFANELLt. al, 2006), além de funcionarem como intermedianas
biossintese de muitos metabdlitos de fungos egdairicluindo as giberelinas (HEDDE al,
1997), as quais possuem distribuicdo restrita evithpcia comercial, como a giberelina A3
(GA3), conhecida também como acido giberélied/I{), FIGURA 8 .

XV XVI XVII

FIGURA 8: Estrutura quimica dos compostos diterpénicos dadoendico (XV), acido grandiflorénico (XVI) e
acido giberélico (XVII).

Uma busca utilizando-se as bases de dados do@&xnifiScopus e Web of Science (sem
limitacdo de data) e como palavras-chave “Diterpene Rubiaceae e Diterpenes and
Rubiaceae”, mostrou que a distribuicdo de diterpaamo espécies da familia Rubiaceae é muito
restrita. Os artigos consultados relatam o isolammera identificacdo de apenas 66 compostos
diterpénicos nesta familia, sendo distribuidos @enas nove géneros da famiFAGURA 9.

A gquantidade de diterpenos identificados nos my@reeros sdo: 01 no génektibertia (LOPES
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et. al, 2007), 01 no géner€hicocca (ARGAEZ et. al, 1997), 04 no géner€offea
(ESQUIVEL e JIMENEZ, 2012; ROO&. al, 1997), 01 no géne@oussaregSANTIN et. al,
2009), 08 no génerdoffmann(JAENSCHet. al, 1990), 02 no génendorinda (KOUAME et.

al., 2010), 02 no géner®sychotria(BENEVIDES et. al, 2004), 06 no géner®ondeletia
(KOIKE et. al, 1980) e 41 no géneifricalysia (NISHIMURA et. al.,2006 e 2007; OTSUKA
et. al.,2007; XUet. al.,2010; HEet. al.,2005 e 2007; TAMAKIet. al.,2008; SHITAMOTOet.

al., 2011). Os compostos diterpénicos identificadi@aedistribuidos em 6 classes sendo: 03 do
tipo labdano, 03 fitanos, 12 clerodanos, 06 kaweaf4 alcaloides diterpénicos com esqueleto
ent-kaurano, e 38 ent-kaurandsilGURA 10. A distribuicdo dos compostos diterpénicos
isolados e identificados nos diferentes génerosfatiilia Rubiaceae, bem como a sua
distribuicdo por classes, estao representadakSIGasRAS 9 e 10, respectivamente.

mAlikbertia
mChicocca
mCoffea
mCoussarea
mHoffmann
mMorinda
9.1 Psychotria
Rondeletia

62,1

Tricalysia

FIGURA 9: Distribuicéo (%) de compostos diterpénicos em Ridsa.

H Fitanos

m clerodanos
m labdanos
malcaldides

diterpénicos
H kauranos

® ent-kauranos

FIGURA 10: Distribui¢é@o (%) por classes dos diterpenos enados em Rubiaceae.
1.2 A ESPECIEAMAIOUA GUIANENSIS AUBL.

A espécie A. guianensis FIGURA 11, conhecida popularmente pelos nomes de
marmelada-brava, pau-carvdo, cinzeiro, carvoemogla-de-veado, pimentdo e guapeva-forte,
apresenta-se como um arbusto de até 3 m ou areofi®-20 m de altura com 20-50 cm de

didametro e casca lisa marrom-acinzentada. O peidedftorescéncia é de novembro a marco,
11



tendo um periodo predominante em dezembro e jan@isofrutos madurecem de maio até
outubro (RI1ZZO, 2010). A espécie possui distribaigieografica ampla, ocorrendo desde as
Guianas, Peru, Amazonas e Costa do Atlantico atéaSaatarina. No Brasil, é encontrada na
Floresta Amazénica, Cerrado, Pantanal e Mata Ati@nOs frutos roxos atraem 0s passaros
caracterizando-se como uma bagueira (DELPRE®RI 2004b). De acordo com Delprete a
espécie é classificada da seguinte forma:

Diviséo
Classe
Subclasse
Ordem
Familia
Subfamilia
Tribo
Género

Espécie

Magnoliophyta

Rosopsida
Lamidae
Gentianales
Rubiaceae
Ixoroideae
Gardenieae

Amaioua

O estudo fitoquimico das folhas e dos galhos desgécie revelou a presenca de diversas
classes de metabdlitos secundarios tais como: auen@iVIll ), alcal6ide ciclopeptidedX(X)
triterpenos pentaciclicosXX e XXIII'), proantocianidinasXXIV, XXV e XXVI ) e acidos
clorogénicos XXI, XXII e XXVII ), (OLIVEIRA, 2009),FIGURA 12.

o HN
Me X o H
— H
Me o o

Escoparona
XVII

é OH

H

Amaiouina 3R, 61, 19a, 23-tetrahidroxiurs-12-en-28-0ico
XIX XX

FIGURA 12: Metabdlitos secundarios isolados das folhas eogaleA. guianensis(QOliveira, 2009).
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acido 3,5-O-dicafeoilquinico
XXI

OH
OH

3R, 61, 19a, 23-tetrahidroxiolean-12-en-28-oico
XXIII

OH
OH

cinnamtannin B-1
XXVI

Proantocianidina A2

(0]
H Il Rl =H, R = cafeoil
o L
R! = cafeoil, R=H

OR!

|
OH cafeoil ==~ &\/\Q

acido 5-O-cafeoilquinico ou acido 3-O-cafeoiquinico
XX

Proantocianidina A6
XXV

acido 3,5-O-dicafeoil-quinato-de metila
XXVII

FIGURA 12 (continuacdo): Metabdlitos secundarios isolados das folhas eogatte A. guianensis (Oliveira,

2009).
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1.3 ESPECIEAMAIOUA INTERMEDIAMART.

A espéciéA. intermediaMart, FIGURA 13, conhecida popularmente como carvoeiro, pau-
carvado, cinzeiro, canela-de-veado, guapeva-forte nmrmelada-brava, apresenta-se como
arbustos de até 3 m ou arvores de até 15 m da &ltdi@metro de até 25 cm, possui distribuicéo
geografica ampla desde Cuba, América Central, CadnVenezuela, Guianas e Brasil. A
espécie é encontrada no Brasil desde Roraima, Gatsso, Goias, Distrito Federal e Sao Paulo.
Essa planta floresce entre julho e dezembro engusard frutificacdo ocorre entre fevereiro e
setembro (R1ZZO, 2010). Ainda segundo RIZZO (20R0)intermedia apresenta semelhancas
com as espécigs. corymbos&unth eA. guianensifubl, mas, atualmente, acredita-se que esta
seja uma espécie distinta das outras duas, serajarmqufologicamente, é mais correlacionada
comA. corymbosaue comA. guianensis

Até o presente momento, ndo ha relatos na litexratiore o estudo fitoquimico da espécie
A. intermedianem sobre 0 uso de espécies do géArraiouana medicina popular.

A classificacédo da espéciédéintermediaé feita da seguinte forma:

Divisédo Magnoliophyta

Classe Rosopsida

Subclasse Lamidae

Ordem Gentianales

Familia Rubiaceae

Subfamilia Ixoroideae

Tribo Gardenieae

Género Amaioua

Espécie Amaioua intermedia o~ ,Q:

FIGURA 13: Classificacdo e exemplar. intermedigfotos d PoIIyann aurindo).

1.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Radicais livres (RL) e espécies reativas de ox@éitRO) desempenham papel
fundamental no metabolismo celular. No entantondaaem excesso, o estresse oxidativo pode

ocasionar danos ao DNA e provocando muta¢cOes qienpser permanentes e, muitas vezes,
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desenvolver diversas doengas como cancer, infalbencas degenerativas e sanguineas
(DROGE, 2002, VECHIA, 2009).

Os antioxidantes sao compostos que atuam inibinbu eiminuindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres e composta$ardgs. Entre os antioxidantes mais
conhecidos estdo as vitaminas, principalmente CeeoB flavondides, entre os quais pode-se
citar a quercetina, rutina, hesperidina, naringmajngenina, e sakuranetina (SOARE&Sal.,
2005).

A capacidade antioxidante de matrizes vegetais @ommportante, uma vez que a
atividade antioxidante serve como principio paravastigacdo de outras atividades biolégicas
como diabetes, capacidade anti-inflamatoria, antial, entre outras, como demonstrado no
esquema d&IGURA 14.

Antitumoral

!

CltotOX|do inducao da

apOp;' Quimioprevencgéo

Diabetes —~——— Antioxidante ——— Apticinflam atério

[N

inibicdo de AChE

l

Doenca de Alzheimer

inibicdo de MPO

FIGURA 14: Bioensaios que podem ser correlacionados convidade antioxidante.

Dada a importancia da atividade antioxidante ntaitnanto e prevencgdo de varias doencas,
um campo crescente de investigacao cientifica #seabde antioxidantes de origem vegetal que
possam ser eficientes para o desenvolvimento detars para o tratamento destas patologias.

O método de DPPH tem sido amplamente utilizado comanmétodo r4pido, confiavel e
reprodutivel para pesquisar a atividade antiox@lamtvitro de compostos puros, assim como
para os extratos de plantas (KOLE¥AalL 2002, GONCALVESet al 2005). De maneira geral,
0s antioxidantes presentes no extrato da plangemeacom o radical estavel DPPH, que é é
reduzido ao DPPH-H. No método colorimétrico u#itip, a solugdo metandlica de DPPH,
inicialmente de coloracdo violeta, torna-se amdeela o grau do descoramento indica o
potencial antioxidante dos compostos ou extratasatos (BENABADJEt. al.,2004).
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2. OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar o perftib@uimico das espéciés guianensis e A.

intermedia e avaliar o potencial antioxidante dos extrafcs;des e compostos isolados das

mesmas.

2.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Investigar a composi¢ao quimica das raizes e dussfda espéci@. guianensis;

* Reinvestigar a composicdo quimica da fracdo dintetano das folhas da mesma
espécie, com base no perfil cromatografico pospia@ o reagente de Dragendorff.

* Investigar a composi¢ao quimica das folhas e dib®gaa espécia. intermedia

* Avaliar a atividade antioxidante do extrato brdtagdese substancias isoladas de
A. guianensis A. intermediautilizando-se o0 ensaio com o radical 2,2-difenil-1

picrilidrazila (DPPH).
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1-MATERIAL E METODOS

O material vegetal coletado foi seco em estufa etgilacédo forcada da marca FANEM
modelo 325 SE e moido em moinho de facas Marcama Poncentrar as solucdes utilizou-se
evaporador rotativo, modelo MA 120 da marca MARCBINI

As cromatografias em coluna (CC) foram feitas zdiido-se silica gel 60 [0,063-0,200
mm (70-230 mesh ASTM)], silica gel 60 [0,040-0,066 (230-400 mesh ASTM)] para colunas
flash, silica gel 100 {g[0,040-0,063 mm (230-400 mesh ASTM)], Florisil (1&#D0 mesh) e
SEPHADEX LH-20, em colunas de vidro cujo diametmtara variaram conforme a massa dos
extratos, o acompanhamento das colunas foi feitwvéd de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA).

As analises cromatograficas também foram realizatié&mando o cromatografo liquido de
alta eficiéncia (CLAE) modelo LC8A da Marca Shim@ziequipado com detector de UV-Vis
(SPD-M20A). No modo analitico foi usada coluna Spack PRESP-ODS (H) 5 um, 250 x 4,6
mm, e no preparativo uma coluna Shim-pack PRESP-BIS um, 250 x 20 mm. As amostras
foram injetadas manualmente, 20 pL (analitico)rel2(preparativo). As amostras injetadas no
CLAE foram filtradas em seringa adaptada com umanlonana de politetrafluoretileno (PTFE),
diametro de poro de 30m, da marca Macherey-Nagel.

Para as cromatografias em camada delgada ana(li&DA) e camada delgada
preparativa (CCDP) empregou-se placas de alumgiiica gel 60 kss-Merck), ou placas de
vidro. As placas de vidro para CCDA e CCDP foramfeccionadas com camada de silica gel
60 Pbsss365-Merck e silica gel 60 G Merck e com espessura®,88 mm e 1,00 mm,
respectivamente. No caso da CCDA, as placas de glaiinham dimensodes de 3x10, 5x10 cm e
7x10 cm, e no caso da CCDP 10x20 cm.

Os solventes utilizados na CC, CCDP, CCDA e ratisicOoes apresentavam grau de
pureza PA ou foram tratados e destilados quandessédo.

As técnicas unidimensionais e bidimensionais de R{®WVN 'H, RMN °C, DEPT,
COSY, HMQC, HMBC e NOESY) foram utilizadas paraostiacdo estrutural das substancias.
Os espectros de RMN uni e bidimensionais foramdobBtiem espectrometro Varian, Gemini
2000 BB, 300 MHz (300,6 MHz pafél e 75,4 MHz para®C) no Departamento de Quimica da
Universidade Estadual de Maringd/PR sob coordendg@@rofa. Dra. Cleuza C. da Silva e em
espectrometro Bruker 500 MHz (500 MHz pérae 125 MHz pard®C) no Instituto de Quimica
da Universidade Federal de Goias. Os deslocameptivsicos foram dados em ppm, tendo
como padrao de referéncia interna o TM$ 0,0 ppm). Os solventes deuterados utilizadoa par
diluicdo das amostras foram CRACD30D, CRCOCD; e DO, Aldrich ou Isotec.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermdtiam registrados em
espectrofotdmetro FT-IR Perkin Elmer, modelo Spent400, na regido de 400 a 4000°¢ram
pastilhas de KBr. Para as medidas dos pontos d® fusilizou-se equipamento Karl Kolb,
Scientific Technical Supplies.

A rotacao optica foi medida com polarimetro ADP 4#0Bellingham + Stanley em cela
de 0,5 dm de comprimento.
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Os dados cristalograficos foram obtidos em um tifreetro CAD 4, operando sob
radiacdo de cobre (Cu) a temperatura ambientegoskalografo Prof. Dr. José Ricardo Sabino,
professor do Instituto de Fisica/UFG.

Os espectros de massas de alta resolucdo foradoslm Espectrometro de Massas de
Alta Resolucdo ToF (Time of Flight) Waters XEVO @# no Instituto de Quimica da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Como agentes reveladores para CCDA e CCDP formapnegados:

* Luz UV (254 e 365 nm);

* Reagente de Dragendorff: 0,85g de subnitrato dauis— Merck, 10 mL de acido
acético glacial, 40 mL de agua destilada (Solu¢gB& g de iodeto de potéassio,
20 mL de agua destilada (Solucéo B). As solucoesBAforam misturadas, sendo
20 mL desta solucéo diluidos com 60 mL e agualddatie 20 mL e acido acético
glacial (UGAZ, 1988) — Merck e Sigma;

e MeOH/H,SO, (1:1 v/v), seguido de aquecimento;

* Anisaldeido/HSO, — Solugéo recém preparada de 0,5 mL de anisaldeddolL de
CH3COOH glacial, 1 mL de s$Ouconc(UGAZ, 1988) — Merck e Sigma.

* lodo molecular — Merck

3.2 - ESTUDO QUIMICO DEA. GUIANENSIS
3.2.1 - COLETA E PREPARO DO MATERIAL

As raizes da espécik. guianensedoram coletadas em setembro de 2009 no Parque
Estadual da Serra dos Pirineus, Pirendpolis-GO,idemtificacdo foi realizada pelo Prof. Dr.
Piero Giuseppe Delprete. A exsicata esta depositedadierbario do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal de Goias, Gaja@iO, sob o numero de coleta 9312. Os
frutos foram coletados em julho de 2010 no SardudeiVida Silvestre Vaga Fogo, Pirendpolis
(GO). Uma nova coleta das raizes e dos frutoefdizada em abril de 2011.

3.2.2 - PREPARO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO [3RAIZES E DOS
FRUTOS

As raizes coletadas foram secas em estufa comlagéaiforcada a 40°C, moidas em
moinho de facas e submetidas a extracao a friot@nolePA por percolacdo. O extrato etandlico
das raizes, apos eliminagdo do solvente por evggmmatativa sob vacuo, forneceu 27,87 g de
extrato bruto (AGR-Bruto). Parte do extrato bru26,06g), foi solubilizado em uma mistura de
MeOH/H,O (1:3) e, em seguida, submetido a particdo emestdg de polaridade crescente,
fornecendo as fragcbes hexanica (1,46g), clorof@m(i@,68g), acetato de etila (7,299) e
hidrometandlica (16,63g)-(uxograma 1).
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Fluxograma 1: Preparo e fracionamento do extrato etandlico @i@es deA. guianensis.

Os frutos, obtidos na primeira coleta (2010), fosarbmetidos a extracéo a frio em etanol
PA, por percolacdo. A evaporacao do solvente empagador rotativo forneceu 0,30 g de extrato
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bruto etandlico (AGFr-Bruto 1) que foi lavado corexhno, resultando nas fragdes hexanica
(0,08 g) e etandlica (0,21 gjlgxograma 2).

2,40 g de frutos frescos

Percolacdo em Etanal (PA)

0,30 g Ext. Etandlico Bruto
(AGFr-Bruto 1)

Lavou-se com Hexano

Fracdo Hexanica Fracdo Etandlica
(0,08 g) (2,10 g)
AGFr-Hex 1 AGFr-EfCH 1

Fluxograma 2: Preparo e fracionamento do extrato etandlico ddaed (12 Coleta) d&. guianensis.

Um novo extrato etandlico foi preparado a parts ttatos oriundos da coleta realizada em
2011 seguindo as mesmas condi¢Oes anteriormehtadsis, resultando na obtencéo de 56,20 g
de extrato etandlico bruto (AGFr-Bruto 2). Partetdeextrato (53,00 g), foi solubilizado em uma
mistura de MeOH/BD (1:4) e, em seguida, submetido a particio emestdg de polaridade
crescente, fornecendo as fracdes hexanica (3,0diddrometanica (1,20 g), acetato de etila
(0,78 g) e hidrometandlica (42,50 §Juixograma 3).
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Fluxograma 3: Preparo e fracionamento do extrato etandlico ddaed (22 Coleta) d&. guianensis.
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3.2.3 - FRACAO CLOROFORMICA DAS RAIZES (AGR-CI).

A fragcdo AGR-CI (0,606 g) foi cromatografada emuea de florisil C1), (d =2,5cm e
Hee = 12 cm), eluida em gradientes de hexano, clamfjracetona, metanol e agua, obtendo-se
um total de 123 fracbes, de aproximadamente 25 ada.cAs fracbes apds analisadas por
CCDA foram reunidas em 8 novas fracbes de acordm ©3 perfis cromatograficos
apresentado§,ABELA 2.

Da fragdo F3-C1l (31,7 mgTABELA 2), apdés evaporagdo do solvente, ocorreu a
precipitacdo de cristais incolores em forma de legjlos quais foram lavados com acetato de
etila, resultando em 7,0 mgGP 1).

A fracdo F5-C1 (57,2 mglABELA 2), apds evaporacdo resultou na formacdo de um
precipitado branco insolivel em metanol que foiasagpo do sobrenadante e foi identificado
comoAGP 11 (6,0 mg).

A fracdo F6-C1 (307,1 m@,ABELA 2) foi submetida a uma nova coluna cromatografica
em silica gel 60 Merck, (@ = 1,1 cm g 13 cm) C2, TABELA 3), eluida em gradientes de
cloroférmio, acetato de etila e metanol, rendenddatal de 43 fracdes, de aproximadamente 10
mL cada. As fracdes, apds analise por CCDA, foranmidas em 8 novas fracdes de acordo
com os perfis cromatograficos apresentados.

A fracdo F3-C2 (18,7 mgTABELA 3), apds evaporacdo do solvente, apresentou a
formagdao de cristais incolores na forma de agulbssjuais foram lavados com acetato de etila,
resultando em 4,0 mg e identificado coA®BP 34.

A fracdo F4-C2 (67,2 mgiABELA 3) apresentou solido branco insoluvel em acetato de
etila, o qual foi separado do sobrenadante e fitlsado comoAGP 5 (8,5 mg).
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TABELA 2: Dados da coluna cromatografica da fragdo AGR-C1)(C

1-4
5-8
9-12
13-16
17-28
29-33
34-38
39-43
44-50
51-55
56-60
61-65
66-70
71-75
76-80
81-90
91-95
96-110
111-114
115-118
119-122
123

Hexano
hexano:cloroférmio(7:3)
hexano:cloroférmio (4:6)
Cloroformio
cloroférmio:acetona (9:1)
cloroférmio:acetona (7,5:2,5)
cloroférmio:acetona (1:1)
cloroférmio:acetona (2,5:7,5)
acetona

acetona:metanol (9:1)
acetona:metanol (8,5:1,5)
acetona:metanol (7,5:2,5)
acetona:metanol (6,5:3,5)
acetona:metanol (5,5:4,5)
acetona:metanol (4,5:5,5)
acetona:metanol (3:7)
acetona:metanol (1,5:8,5)
metanol

metanol:agua (9:1)
metanol:agua (8:2)
metanol:agua (1:1)
metanol:agua (4:6)

100
100
100

100

200
100
100
100
150
100
100
100
100
100
100
200
100
470
100
100
100
200

1-8 F1I-C1 5,0

9-18 F2-C1 14,4

1923 F3-Cl1 317
24-33 F4-C1 157

34-52 F5-C1 57,2
53-83 F6-C1  307,1
84-110 F7-C1 ,740

111-123 @8- 1321

23



TABELA 3: Dados da coluna cromatografica da fragdo F6-C1)(C 2

1-5
6-9
10-12
13-17
18-21
22-25
26-29
30-33
34-37
38-42
43

cloroférmio

cloroférmio:AcOEt (1:1)

acetato de etila
AcOEt:metanol (9:1)
AcOEt:metanol (8:2)
AcOEt:metanol (7:3)
AcOEt:metanol (6:4)
AcOEt:metanol (4:6)
AcOEt:metanol (2:8)
Metanol
metanol:agua (6:4)

40
40
40
40
40
40
40
50
40
50
50

1
2-4
5-9
10-17
18-23
24-30
31-37
38-43

F1-C2
F2-C2
F3-C2
F4-C2
F5-C2
F6-C2
F7-C2
F8-C2

9,6
30,9
18,7
67,2

62,2
46,4
29,3
22,5

A fragdo F2-C2 (30,9 mglABELA 3) foi submetida a uma nova coluna cromatografica
em silica gel 60 Merck, (@ = 0,9 cm g4 10 cm) C3, TABELA 4), eluida em gradientes de
cloroférmio, acetato de etila e metanol, fornecennototal de 32 fracdes de aproximadamente
10 mL cada. As fracdes, apos serem analisadas@DACforam reunidas em 7 novas fracdes
de acordo com os perfis cromatograficos apresestado

A fracdo F2-C3 (4,6 mgrABELA 4) apresentou uma Unica mancha em sua andlise de
perfil cromatografico por CCDA e recebeu o codigsP 22

O fracionamento completo destinado a fracdo AGRSE representado flaxograma 4.

TABELA 4: Dados da coluna cromatografica da fragdo F2-C2 (C 3

(9:1)
10-14 cloroférmio: AcOEt
(7:3)
15-18 cloroférmio: AcOEt
(4:6)
19-22 AcOEt:metanol (9:1)
23-26 AcOEt:metanol (6:4)
27-32 metanol

cloroférmio
cloroférmio: AcOEt

50
50

50

50

80

1-2

3-5

6

7-11

12-15
16-19
20-32

F2-C3

F3-C3

F4-C3

F5-C3
F6-C3
F7-C3

4,0
4,6

3,7

4,9

2,6
5,6
4,8
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Fluxograma 4: Fracionamento completo da fracdo AGR-CI.
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3.2.4 - FRACAO HEXANICA DAS RAIZES (AGR-Hex).

Parte da fragdo hexéanica (1,1 g) foi cromatogratadacoluna de silica gel 60 da Merck,
(@ =25cmeld =16 cm) C4, TABELA 5), eluida em gradientes de hexano, cloroformio,
acetona e metanol, obtendo-se um total de 71 fsagiee aproximadamente 20 mL cada. As
fracOes obtidas foram reunidas em 8 novas fracPpés gerem seus perfis cromatogréaficos
analisados por CCDA.

TABELA 5: Dados da coluna cromatografica da fragdo AGR-He#)(C

1 Hexano 30 1-9 F1-C4 22,5
2-4 Hexano:Cloroférmio (9:1) 50 10-19 F2-C4 100,1
5-6 Hexano:Cloroférmio (8:2) 50 20-46 F3-C4 87,4
7-9 Hexano:Cloroformio (6:4) 50 47 F4-C4  223,9
10-23 Hexano:Cloroférmio (1:1) 200 48-56 F5-C4 011,
24-35 Hexano:Cloroformio (3:7) 200 57-59 F6-C4 37,7
36-41 Hexano:Cloroférmio (1:9) 100 60-64 F7-C4 P32,
42-49 Cloroférmio:Acetona (9:1) 150 65-71 F8-C4 263,0
50-51 Cloroférmio:Acetona (8:2) 50
52-55 Cloroférmio:Acetona (7:3) 50
56-58 Cloroférmio:Acetona (1:1) 50
59-61 Cloroférmio:Acetona 50
(3:7)
62-63 Acetona 50
64-65 Acetona:Metanol (9:1) 50
66-68  Acetona:Metanol (7:3) 50
69-71 Metanol 100

A fracdo F4-C4 (223,9 mg,ABELA 5) desta coluna apresentou a formacgéo de cristais
incolores, insoliveis em acetato de etila, send®maseparados do restante da fracdo e
recebendo o codigo daGP 24 (21,0 mg). A fracdo F4-C4 remanescente (202,0 fop)
novamente cromatografada em coluna de silica ge{@®® 2,0 cm e & = 10 cm) C5,
TABELA 6) usando-se como eluente hexano, diclorometandatacde etila e metanol em
gradiente de polaridade, obtendo-se um total dea80es de aproximadamente 20 mL cada, que
foram reunidas em 10 novas fracGes de acordo cgmerfis cromatograficos apresentados apos
analise por CCDA.
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TABELA 6: Dados da coluna cromatografica da fracdo F4-C4) (C 5

1 hexano 30 1-4 F1-C5 3,0
2-4 hexano:diclorometano 50 5-8 F2-C5 10,8
(8:2)
5-6 hexano:diclorometano 50 9-10 F3-C5 2,1
(4:6)
7-9 hexano:diclorometano 50 11 F4-C5 7,0
(2:8)
10-11 diclorometano 40 12 F5-C5 10,5
12-13 diclorometano: AcOEt 50 13-18 F6-C5 110,2
(7:3)
14-16 diclorometano: AcOEt 50 19-21 F7-C5 2,7
(1:1)
17-18 diclorometano: AcOEt 50 22-23 F8-C5 9,7
(2:8)
19-20 AcOEt 40 24-28 F9-C5 29,5
21-23 AcOEt:metanol (8:2) 60 29-30 F10-C5 10,3
24-26 AcOEt:metanol (1:1) 50
27-30 metanol 80

A fracdo F6-C5 (110,2 m@,ABELA 6), ap0s a evaporacado parcial do solvente, resultou
na precipitacdo de um soélido amarelo claro insgdliem metanol que foi separado do
sobrenadante por filtracdo e identificado coA®P 50 (3,0 mg). Do sobrenadante houve a
precipitacdo de cristais incolores que foram lagadom de éter de petroleo e separados por
filtracdo, identificado com&GP 51 (2,5 mg).

A fragédo F6-C4 (37,7 m@,ABELA 5) foi cromatografada em coluna de silica gel 6G-(&
1,0 cm e Hi = 10 cm)(C6, TABELA 7) usando-se como eluente hexano, diclorometano, e
metanol em gradiente de polaridade, obtendo-seotahde 11 frac6es de aproximadamente 20
mL cada, que foram reunidas em 5 novas fracfescdel@ com os perfis cromatogréaficos
apresentados ap0s analise por CCDA.
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TABELA 7: Dados da coluna cromatografica da fragdo F6-C4) (C 6

1-2 hexano 30 1-3 F1-C6 40
3 hexano:diclorometano 20 4 F2-C6 7,0
(7:3)
4 hexano:diclorometano 20 5 F3-C6 2,1
(4:6)
5 diclorometano 20 6 F4-Cé6 7,0
6-7 diclorometano:metanol 30 7 F5-C6 6,5
(7:3)
8 diclorometano:metanol 20
(4:6)
9-10 metanol 55
11 metanol:agua (1:1) 20

A fragdo F2-C6 (7,0 mgTABELA 7) desta coluna apresentou a formacgdo de cristais
incolores que foram separados apés adicdo de nheimamostra (2,0 mghGP 41

A fracdo F8-C4 (263,0 mg,ABELA 5) foi cromatografada em coluna de silica gel 60 (@
=25 cme H =12 cm) C 7, TABELA 8) usando-se como eluente hexano, éter etilico,
cloroférmio, acetona, etanol e metanol em gradieetgolaridade, obtendo-se um total de 68
fracOes de aproximadamente 15 mL cada, que foramd&s em 8 novas fragcdes de acordo com
os perfis cromatogréficos apresentados apo6s andtis CCDA. Uma grande parte da amostra
aplicada ficou retida na fase estacionaria.

TABELA 8: Dados da coluna cromatografica da fragcdo F8-C4)(C 7

1-2 hexano 100 1-8 F1-C7 12,5
3-10 hexano:éter 100 9-13 F2-C7 30,0
etilico(1:1)

11-16 éter etilico 50 14-31 F3-C7 79,6

17-20 éter etilico:AcOEt 100 32-35 F4-C7 32,7
(9:2)

21-28 éter etilico:Etanol 50 36-38 F5-C7 16,8
(9:2)

29-32 éter etilico:etanol (8:2) 50 39-40 F6-C7 10,4

33-36 éter etilico:etanol (7:3) 50 41-55 F7-C7 25,6

37-39 éter etilico:etanol (6:4) 50 56-68 F8-C7 9,4

40-42 éter etilico:etanol (4:6) 50

43-46 etanol 50
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47-50 etanol:metanol (8:2) 50
51-68 metanol 300

A fracéo reunida F3-C7 (79,6 mGABELA 8) desta coluna apresentou a formacao de
cristais incolores na forma de agulhas que forgrmarselos do restante da amostra apés adicao de
éter etilico e recebeu o codig&GP 32(14,0 mg).

O fracionamento completo da fracdo AGR-Hex estéesgmtado nfluxograma 5.
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Fluxograma 5. Fracionamento completo da fracdo AGR-Hex.
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3.2.5 - FRACAO HIDROMETANOLICA DAS RAIZES (AGR-HM).

A tentativa de solubilizagcdo da fragdo AGR-HM (1@&H em metanol, resultou na

precipitacdo de um sdlido branco (55,0 mg) queséparado da parte soltvel por filtracdo e
recebeu o c6digdGP 31.

A metodologia utilizada na obtencédo da amostra BGRsta representada fhaxograma
6.

Frag&o Hidrometandlica (16,6 g)

(AGR-HM)
Metanal
Filtragao
Sélido branco AGR-HM
(55,0 mg) Sobrenadante

Analise por CCDA

AGP 31
Composto 10

Fluxograma 6: Metodologia utilizada no isolamento de AGP 31.
3.2.6 - FRA(;AO ACETATO DE ETILA DAS RAIZES (AGR-AckEr.).

Parte da fracdo acetato de etila das raizes fonetila a cromatografia em coluna em
silica gel 60, outra parte foi cromatografada erur@ com sephadex LH20 e uma terceira
tentativa foi realizada submetendo-a a uma cromafiagem coluna em fase reversa C-18. Parte
da fracdo foi ainda submetida a cromatografia digude alta eficiéncia em fase reversa,
utilizando uma coluna preparativa preenchida corh8CG:omo fase estacionaria e utilizando
como eluente a mistura de solventes metanol:agda:axético (0,25:0,74,0,01) em modo
isocratico, porém, o processo de separacdo crorafittg ndo foi eficiente em nenhum dos
casos realizados. Entretanto, quando parte daoftaggtato de etila (100,0 mg) foi solubilizada
em metanol e em seguida adicionado cloroférmioyba@iformacdo de um precipitado branco
que foi separado do sobrenadante por filtracdcebe o0 codigo dBGR 87 (22,1 mg).

A metodologia utilizada na obtencdo da amostra AZRsta representado fiexograma
7.
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Fragéo Acetato de Etila (100,0 mg)

(AGR-AcOEt)
1) Metanol
2) CHCls
3) Filtracdo
Precipitado branco AGR-AcOEt
(22,1 mg) Sobrenadante

Analise por CCDA

AGR 87
Compostos 11 e 12

Fluxograma 7: Metodologia utilizada no isolamento de AGR 87.
3.2.7-FRACAO ETANOLICA DOS FRUTOS DA 12 COLETA (AGEtOH-1).

A fracdo etandlica obtida na primeira coleta dagos (0,21 g) foi cromatografada em
coluna de florisil (@ = 1,5 cm, &4l = 12 cm) C8, TABELA 9), eluida em hexano,
diclorometano, acetona, metanol e agua em gradienfmlaridade, obtendo-se um total de 45
fracOes, de aproximadamente 15 mL cada. As fracdeds analisadas em CCDA, foram
reunidas em 6 novas fracées de acordo com o peofisatograficos apresentados.
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TABELA 9: Dados da coluna cromatogréfica do extrato AGFr-EfQE 8)

1-4
5-8
9-12

13-15

16-17

18-20

21-23

24-26
27-29
30-32
33-35
36-38
39-41
42-45

Hexano
diclorometano
diclorometano:acetona
(8:2)
diclorometano:acetona
(7:3)
diclorometano:acetona
(6:4)
diclorometano:acetona
(1:1)
diclorometano:acetona
(3:7)
Acetona

acetona:metanol (9:1)
acetona:metanol (7:3)
acetona:metanol (1:1)
acetona:metanol (3:7)
Metanol
metanol:agua (7,5:2,5)

50
50
50

50

50

50

50

50
50
50
50
50
50
100

1-10
11-13
14-26

27-31

32-38

39-44

F1-C8

F2-C8
F3-C8

F4-C8

F5-C8

F6-C8

15
2,0
1,0

45,2

48,0

107,0

As fracbes F2-C8 (2,0 mg) e F4-C8 (45,2 mg) aptesam uma Unica mancha na placa
cromatografica apdés analise por CCDA e receberantéasgos deAGFr 1 e AGFr 3,
respectivamente. A fracdo F5-C8 (48,0 mg) apresemto perfil cromatografico semelhante ao
da fracdo F4-C8, porém com a presenca de outrasasuias em menor quantidade e recebeu o
codigoAGFr 4. A metodologia utilizada na obtencdo das amo#dkr 1, AGFr 3 e AGFr 4
estdo apresentadas fhuxograma 8.
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Fluxograma 8: Metodologia utilizada na obtencdo das amostrasrAGRGFr 3 e AGFr 4.
3.2.8 - FRACAO ACETATO DE ETILA DOS FRUTOS DA 22 CBTA (AGFr-AcOEt-2).

A fracéo acetato de etila dos frutos (0,78 g) fontatografada em coluna de florisil (@ =
1,7 cm, Hg = 14 cm) C9, TABELA 10), eluida em hexano, diclorometano, acetato da, etil
etanol, metanol e 4gua em gradiente de polaridalokendo-se um total de 147 fraces, de
aproximadamente 13 mL cada. As fracdes, ap0s samalisadas em CCDA, foram reunidas em
7 novas fracdes de acordo com o perfis cromatagsfpresentados.
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A fracdo F4-C9 (8,3 mgTABELA 10) teve seu perfil cromatogréfico analisado por
CCDA e apresentou uma uUnica mancha na placa crgmafitta quando eluida em mistura de
CHCI3:AcOEt (1:1) e revelada em anisaldeido, recebessdionao codigo dAGFr 7.

A fracdo F5-C9 (252,5 mglABELA 10) teve seu perfil cromatografico analisado por
CCDA e apresentou uma unica mancha na placa crgnafitta quando eluida em mistura de
CHCI3:AcOEt (1:1) e revelada em anisaldeido, a mesmebeec 0 cOdiglAGFr 5. Apds a
evaporacao do solvente, cristais incolores na falmagulhas foram obtidos e separados do
restante da fragédo (24,1 mg).

A fracdo F6-C9 (94,8 mgTABELA 10) apoOs analise por CCDA, apresentou perfil
cromatografico semelhante ao da fracdo F5-C9, pa@m a presenca de outras manchas em
menor proporcédo, e recebeu o codigerFr 9.

A metodologia utilizada na obtengdo das amostrasrA% AGFr 7 e AGFr 9 estéo
apresentadas rfluxograma 9.

TABELA 10: Dados da coluna cromatografica do extrato AGFr-AtQEC 9).

1-2 Hexano 100 1-18 F1-C9 4,3
3-7 hexano:diclorometano 100 19-26 F2-C9 40
(9:1)
8-16 hexano:diclorometano 100 27-33 F3-C9 40
(7:3)
17-24 hexano:diclorometano 100 34-37 F4-C9 8,3
(1:1)
25-32 Diclorometano 100 38-69 F5-C9 2525
33-40 diclorometano:AcOEt 100 70-105 F6-C9 94,8
(9:1)
41-47 diclorometano:AcOEt 100 106-147 F7-C9 394,0
(7:3)
48-56 diclorometano:AcOEt 100
(1:1)
57-66 AcOEt 100
67-77 AcOEt:etanol (9:1) 100
78-88 AcOEt:etanol (7,5:2,5) 100
89-98 AcOEt:etanol (1:1) 100
99-109 AcOEt:etanol (2:8) 100
110-120 Etanol 100
121-131 Metanol 100
132-141 metanol:agua (9:1) 100
142-147 metanol:agua (8:2) 250
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Fluxograma 9: Metodologia utilizada na obtencdo das amostrasr&GRGFr 7 e AGFr 9.
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3.2.9 - FRACAO HIDROMETANOLICA DOS FRUTOS DA 22 CBIA (AGFr-HM-2).

A fracdo hidrometandlica obtida da segunda colets fiutos teve seu perfil quimico
avaliado através da técnica espectroscopica deoRassa Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN de 'H, 500 MHz) indicando que sua composicdo é majiaiteente formada por
acucares. No intuito de separar o agucar livregntesnesta fracdo, parte da mesma (3,0 g) foi
submetida a uma cromatografia em coluna utilizad@don HP-20 (@ = 4,6 cm, ¢ = 30 cm)
(C10, TABELA 11) como fase estacionaria e gradientes de aguanatetaacetona como
eluente. Apds o processo de separagdo, 6 nova@efrdgram obtidas com aproximadamente
333 mL cada e tiveram seus perfis cromatograficetisados por CCDA.

TABELA 11: Dados da coluna cromatografica do extrato AGFr-HIG2.0).

1-2 agua 1000 1-2 F1-C10 2.457.5
3 agua:metanol 200 3 F2-C10 48,2
(1:1)
4 metanol 250 4 F3-C10 2327
5 metanol:acetona 300 5 F4-C10 165,9
(1:1)
6 acetona 250 6 F5-C10 34,1

A fracdo F3-C10 (232,7 mglABELA 11), ap6s analise do perfil cromatografico por
CCDA, foi submetida a cromatografia em coluna zaiido florisil (d = 1,3 cm, He = 12 cm)
(C11, TABELA 12) como fase estacionéria e eluida em cloroférndetana, éter etilico, etanol
e metanol em gradiente de polaridade. O processepiracao levou a obtencéo de 30 fragdes,
de aproximadamente 13 mL cada. As fracdes, apémsamnalisadas por CCDA, foram reunidas
em 7 novas fracdes de acordo com os perfis croméiogs apresentados.

TABELA 12: Dados da coluna cromatografica da fragcdo F3-C1D1{C

1-7 cloroférmio:acetona 80 1 F1-C11 13,2
(2:8)
8-12 Acetona 55 2-5 F2-C11 19,4
13-16  acetona:éter etilico (9:1) 50 6-8 F3-C11 2,6
17-20  acetona:éter etilico (7:3) 50 9-21 F4-C11 6,5
21-24 éter etilico 50 22-24 F5-C11 1,0
25-29 Etanol 50 25-28 F6-C11 28,1
30 Metanol 40 28-30 F7-C11 3,9
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A fracdo F7-C11 (3,9 mgTABELA 12) apresentou uma uUnica mancha em sua placa
cromatografica apos ter seu perfil cromatogréafinaliaado por CCDA. A mesma recebeu o
cOdigoAGFr 22.

O fracionamento completo da fracdo hidrometanotos frutos estd apresentada no
fluxograma 10.
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Fluxograma 10: Fracionamento completo da frac&do hidrometanélasafiditos da 22 coleta.
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3.2.10 — FRACAO DICLOROMETANO DAS FOLHAS (AGF-DCM).

Parte do extrato diclorometano das folhas (2,3ag)eriormente preparado e analisado
cromatograficamente, foi submetido a uma cromaf@gridquida sob vacuo (CLV)({J12,
TABELA 13), utilizando-se como fase estacionaria silicab§eG-Merck, (& = 5,1cm edi= 4
cm), eluida em hexano, cloroférmio, acetato dea etilmetanol em gradientes de polaridade,
obtendo-se um total de 12 fracbes de aproximadani€l@ mL cada. Apos analise por CCDA,
as fracdes coletadas foram reunidas em 3 nova®kale acordo com os perfis cromatogréficos
apresentados.

TABELA 13: Dados da coluna cromatografica da fragdo AGF-DCMZL

hexano:cloroférmio

1 200 1-8 F1-C12 646,1
(6:4)
5 hexano:cloroformio 100 9-11 F2.C12 779.9
(4:6)
3 cloroférmio 100 12 F3-C12 764
4 cloroférmio:AcOEt 100
(9:1)
5 cloroférmio:AcOEt 100
(8:2)
5 cloroférmio:AcOEt 100
(7:3)
y cloroférmio:AcOEt 100
(6:4)
3 cloroférmio:AcOEt 100
(1:1)
9 cloroférmio:AcOEt 100
(3:7)
10 AcOEt 100
11 AcOEt:metanol (1:1) 100
12 metanol 100

A fracdo F2-C12 (779,9 m3,ABELA 13) ao ter seu perfil cromatogréafico analisado por
CCDA, apresentou resposta positiva ao reagenteeDdayff e foi submetida a uma nova CLV
(C13, TABELA 14), utilizando-se como fase estacionaria silica6feG—Merck, (@ = 3,0cm e
Hs; = 3,0 cm), eluida em cloroférmio, acetato de etilenetanol em gradiente de polaridade,
obtendo-se um total de 7 fracdes de aproximadan®niel cada. Apos andlise por CCDA, as
fracdes coletadas foram reunidas em 5 novas frad®esordo com os perfis cromatograficos
apresentados.
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TABELA 14: Dados da coluna cromatogréfica da fracdo F8-C1P3)C

1

cloroférmio:AcOEt
(1:9)
cloroférmio:AcOEt
(0,5:9,5)
AcOEt

AcOEt:metanol
(9,5:0,5)
AcOEt:metanol (9:1)

AcOEt:metanol (8:2)

metanol

50

100
100
100

100
100
100

1-3

4

5

6

7

F1-C13

F2-C13

F3-C13

F4-C13

F5-C13

518,0

116,6
220,2
217,1

62,0

Apos ter seu perfil cromatografico analisado p@D®@ e resposta positiva ao reagente
Dragendorff, parte da fracdo F1-C13 (460,0 M@BELA 14) foi submetida a uma nova
cromatografia em coluna utilizando-se como fasacestéria silica gel 60 Merck (@ = 2,5cm e
Hsi = 15,0 cm) C14, TABELA 15), eluida em cloroférmio, acetato de etila e mdtam
gradiente de polaridade, obtendo-se um total déd&gbes de aproximadamente 28 mL cada.
Apo6s analise por CCDA, as fracdes coletadas formumidas em 10 novas fracdes de acordo
com os perfis cromatograficos apresentados,

TABELA 15: Dados da coluna cromatografica da fracao F1-C1B4)C

1-22

23-31

32-35

36-41

42-47

48-50

51-57

cloroférmio: AcOEt
(1:1)
cloroférmio:metanol
(9,5:0,5)
cloroférmio:metanol
(9:1)
cloroférmio:metanol
(7:3)
cloroférmio:metanol
(6:4)
cloroférmio:metanol
(4:6)
metanol

800

200
100

100

100

100

200

1-10

11-17

18-22

23-25

26-27

29

29-33
34-37
38-39
40-57

F1-C14

F2-C14

F3-C14

F4-C14

F5-C14
F6-C14

F7-Cl14

F8-C14

F9-C14
F10-C14

196,5

64,0

15,8

57,3

11,5

15,6

32,3
3,8

18,7
17,7
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A fragdo F4-C14 (57,3 mglABELA 15) ao ser analisada por CCDA, apresentou um
perfil cromatogréfico simples e resposta positia r@agente Dragendorff, sendo entdo
submetida a uma nova coluna cromatografica répfésh] para sua purificacdoC15,
TABELA 16). O processo cromatografico foi realizado utildesse silica gel 60 como fase
estacionaria e eluida em diclorometano, acetatetibtee metanol em gradientes de polaridade,
obtendo-se 78 fracbes de aproximadamente 17 mL égues analise por CCDA, as fracOes
coletadas foram reunidas em 3 novas fracbes ded@acocom os perfis cromatograficos
apresentados.

TABELA 16: Dados da coluna cromatogréfica da fracdo F4-C1¥5)C

diclorometano:AcOEt

1-19 (4:6) 400 1-16 F1-C15 16,5
diclorometano:AcOEt

20-54 4 17-2 F2-C1 11

0-5 (3,5:6.5) 00 8 C15 3

55-63 d'C'ororigF?;'O:ACOEt 100 29-78  F3-C15 102
diclorometano:AcOEt

64-72 (2:8) 100

73-76 AcOEt 75

77-78 AcOEt:metanol (9:1) 100

A fracdo F3-C15 (10,2 mglrABELA 16) teve seu perfil cromatogréafico analisado por
CCDA, e apresentou uma unica mancha na placa cognddica com resposta positiva ao
reagente Dragendorff. Essa fracao foi codificada@AGF 1.

A metodologia utilizada para obtencdo da amostr& A@sta representada fuxograma
11.
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Fracao diclorometano (2.3 g)
AGF-DCM

CLY [Sflica Gel 601G, €12)
Hexana, Cloraldomin, Acetato de Eiila e Matanol

F1-C12 F2-C12 F3-C12
(646,1 mg) (779,9 mg) {(76.4 mg)

CLV (Silica Ged 606G, C13)
Chorofdrmio, Acetato de Etila & Matanol

F1-C13
(460 mg)

|
| ©r {slica gel 60, C14)

Cloreldrmio, Acetato de Etila e
F4-C14
(57,3 mg)

| Ci flash {sllica gol 60, C15)
Dickorometano, Acetato de Etila, Metanol.

F3-C15
(10, mg)

Andlise por CEDE

AGF 1
Composto 19

Fluxograma 11: Metodologia utilizada na obten¢&o da amostra AGF 1

3.3 - ESTUDO QUIMICO DEA. INTERMEDIA.

3.3.1 - COLETA E PREPARO DO MATERIAL

As partes aéreas (folhas e galhos) da espédiermediaforam coletadas e identificadas
pelo Prof. Dr. Heleno Dias Ferreira’ @ol. 4.804), professor do Instituto de Ciénciasl@jicas
da Universidade Federal de Goias (GO), em abri@E) no municipio de Formosa-GO. A
exsicata estd depositada na Unidade de Conser?&@BG/UFG sob numero de registro

42.835 (UFG).
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3.3.2 - PREPARO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO [BAFOLHAS E DOS
GALHOS.

As folhas coletadas foram secas em estufa comlagii forcada a 40°C, moidas em
moinho de facas e submetidas a extracdo a friotanolePA por percolacdo. A evaporacao do
solvente sob vacuo em evaporador rotativo reseiod7,83 g do extrato bruto das folhas.

Parte do extrato etandlico bruto obtido das folfzs85 g) foi solubilizado em uma
mistura de MeOH/BD (1:3) e, em seguida, submetido a particao ligliglado em solventes de
polaridade crescente, fornecendo as fracbes hex@his g), cloroféormica (12,3 g), acetato de
etila (12,8 g) e hidrometandlica (6,0 §uxograma 12.

Os galhos coletados, assim como as folhas, foraossEm estufa com ventilagéo forcada
a 40°C, moidos em moinho de facas e submetidoga@cér a frio em etanol PA por percolacao.
A evaporacdo do solvente sob vacuo em evaporadativiao resultou em 34,35 g do extrato
bruto dos galhos.

Parte do extrato etandlico bruto obtido do caue5®) foi lavado com hexano (6 x 100
mL), diclorometano (4 x 100 mL), acetato de etBax(100 mL) e metanol (7 x 100 mL),
resultando nas fracbes hexéanica (4,90 g), diclotamoe (2,46 g), acetato de etila (3,94 Q),
metandlica (14,02 g) e em uma parte residual ingblem metanol (5,38 gFluxograma 13.
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3.3.3 - FRACAO CLOROFORMICA DAS FOLHAS (AIF-CI).

Parte da fracdo cloroformica das folhas (AIF-CI9 3)) foi cromatografadaC(l6,
TABELA 17) em coluna de silica gel 60 Merck (@ = 4,5 cmge=H15 cm), eluida em hexano,
cloroférmio, acetato de etila, metanol e agua, eadigntes de polaridade, obtendo-se um total
de 81 fracOes, de aproximadamente 30 mL cada.as®ds apds serem analisadas por CCDA
foram reunidas em 9 novas fracdes de acordo cquerfis cromatograficos apresentados.

As fracdes de F3-C16 a F9-C1BABELA 17) ao terem seus perfis cromatogréaficos
analisados por CCDA apresentaram uma mancha deacato roxa quando reveladas em
anisaldeido. As fracdes F6-C16 (183,4 MBBELA 17) e F8-C16 (377,3 mgitABELA 17)
apos serem lavadas com hexano destilado e novaarsdtsadas por CCDA, apresentaram essa
Gnica mancha na placa cromatografica e receberantodggos deAlF 5 e AIF 6,
respectivamente.

A fracao reunida F7-C16 (625,0 m§ABELA 17) foi submetida a uma nova coluna
cromatografica@l7, TABELA 18) em silica gel 60 Merck, (@ = 2,1 cm giH 15 cm), eluida
em hexano, dicloclorometano, acetato de etila ¢amoé em gradientes de polaridade,
resultando em um total de 68 fracdes, de aproximedte 30 mL cada. As fracdes apOs serem
analisadas por CCDA foram reunidas em 6 novas dsacde acordo com o perfis
cromatograficos apresentados.

As fragcbes de F2-C17 a F6-C17 (tabela 18) ao tesems perfis cromatograficos
analisados por CCDA apresentaram uma mancha deacato roxa quando reveladas em
anisaldeido. As fracdes F3-C17 (24,9 méBELA 18) e F4-C17 (184,2 mglABELA 18),
apos serem lavadas com hexano destilado e novaareltsadas por CCDA, apresentaram essa
Gnica mancha na placa cromatografica e receberantdédiggos deAlF 11 e AIF 12,
respectivamente.
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TABELA 17: Dados da coluna cromatogréfica da fracdo AIF-CL&L

1-6
7-9
10-13
14-16
17-19
20-22
23-26
27-29
30-32
33-35
36-38
39-46
47-50
51-54
55-58
59-61
62-65
66-79
80
81

hexano
hexano:cloroférmio (9:1)

hexano:cloroférmio (7,5:2,5)

hexano:cloroférmio (6:4)
hexano:cloroférmio (3:7)
cloroférmio
cloroférmio:AcOEt (9:1)
cloroférmio:AcOEt (7,5:2,5)
cloroférmio:AcOEt (1:1)
cloroférmio:AcOEt (2,5:7,5)
AcOEt
AcOEt:metanol (9:1)
AcOEt:metanol (8,5:1,5)
AcOEt:metanol (7,5:2,5)
AcOEt:metanol (6,5:3,5)
AcOEt:metanol (1:1)
AcOEt:metanol (2,5:7,5)
metanol
metanol:agua (8:2)
metanol:agua (1:1)

250
100
100
100
100

100

100
100
100
100

100

200
100
100
100
100
100
500
30
100

1-13 F1-C16 14,3
14-17 F2-C16 26,1
18-26 F3-C16 69,4
27-33 F4-C16 ,602
34-37 F5-C16 874
38-41 F6-C16 183,4
42-49  F7-C16 627,5
50-56 F8-C16 377,3
57-81 F9-C16 486,
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TABELA 18: Dados da coluna cromatogréfica da fracdo F7-C167)C

1-6
7-9
10-12
13-15
16-20
21-24
25-27
28-30
31-34
35-37
38-43
44-47
48-51
52-54
55-58
59-61
62-68

hexano

180

hexano:diclorometano (8:2) 100

hexano:diclorometano (7:3) 100

hexano:diclorometano (1:1) 100

diclorometano
diclorometano:AcOEt (9:1)
diclorometano:AcOEt (8:2)
diclorometano:AcOEt (6:4)
diclorometano:AcOEt (4:6)
diclorometano:AcOEt (2:8)
AcOEt
AcOEt:metanol (9:1)
AcOEt:metanol (8,5:1,5)
AcOEt:metanol (7,5:2,5)
AcOEt:metanol (6:4)
AcOEt:metanol (4:6)
metanol

150
100
100
100
100
100

200

100
100
100
100
100

350

1-21

22-25

26-27

28-35
36-45

46-68

F1-C17 73,5
F2-C17 6,7
F3-C17 24,9
F4-C17 184,2

F5-C17 97,6

F6-C17 9,82

O fracionamento completo destinado a fracao Alfest representado flaxograma 14
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Fluxograma 14: Fracionamento completo da fracdo AlF-CI.
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3.3.4 - FRACAO ACETATO DE ETILA DAS FOLHAS (AIF-Acgt).

Parte da fracdo acetato de etila das folhas (2f6i gromatografada em coluna de silica
gel 60 Merck, (@ = 4,5 cm e 1= 20 cm) C18, TABELA 19), eluida em hexano,
diclorometano, acetona, metanol e agua em gradietd polaridade, obtendo-se um total de 87
fracOes, de aproximadamente 30 mL cada. As fragpés serem analisadas por CCDA foram
reunidas em 6 novas fracées de acordo com os pesfizatograficos apresentados.

As fracbes de F2-C18 a F5-CIBABELA 19, ao terem seus perfis cromatogréaficos
analisados por CCDA apresentaram uma mancha deacato roxa quando reveladas em
anisaldeido. A fracdo F4-C18 (348,2 Mi@BELA 19), apds ser lavada com hexano destilado,
foi novamente analisada por CCDA e apresentou-s® @ mais pura dentre todas as fragbes
analisadas, recebendo o codigé 18.

A maior parte da amostra (AIF-ACOET) utilizada noogesso cromatografico ficou
adsorvia a fase estacionaria empregada.

O fracionamento completo da fracdo AIF-AcOEt estagsentado nibuxograma 15.

TABELA 19: Dados da coluna cromatografica da fragdo AIF-Ac(@EL8).

1-6 hexano 200 1-22 F1-C18 6,0
7-11 hexano:diclorometano (9:1) 100 23-46 F2-C18 0,93
12-15 hexano:diclorometano (8:2) 100 47-48 F3-C18 8,43
16-19 hexano:diclorometano (7:3) 100 49-62 F4-C18  348,2
20-24 hexano:diclorometano (1:1) 100 63-70 F5-C18 8,95
25-28 hexano:diclorometano (2:8) 100 71-87 F6-C18 14,2
29-35 diclorometano 150

36-39 diclorometano:acetona (9:1) 100
40-43 diclorometano:acetona (8:2) 100
44-47 diclorometano:acetona (7:3) 100
48-50 diclorometano:acetona (1:1) 100
51-54 diclorometano:acetona (3:7) 100

55-58 acetona 100

59-62 acetona:metanol (9:1) 100
63-66 acetona:metanol (8:2) 100
67-70 acetona:metanol (1:1) 100
71-74 acetona:metanol (3:7) 100
75-83 metanol 200

84-87 metanol:agua (9:1) 500
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FLUXOGRAMA 15: Fracionamento da fragdo AlF-AcOEt.
3.35- FRA(;AO HIDROMETANOLICA DAS FOLHAS (AIF-HM).

A solubilizacdo do extrato hidrometandlico (6,0eg) metanol evidenciou a presenca de
um sdlido branco insolavel no mesmo. Este sélidh5%ng) foi separado do sobrenadante por
filtracdo e recebeu o codigdF 22.

A metodologia utilizada na obtencédo da amostra ZdFesta representada fhexograma
16.
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Fragéo Hidrometandlica (6,0 g)

{AIF-HM)
1) Metanol
2) Filtragéo
5olido branco AlF-HM
(50,5 mg) Sobrenadante

Andlise por CCDA

AlF 22
Composto 10

FLUXOGRAMA 16: Metodologia utilizada na obtengéo de AlF 22.

3.3.6 - FRACAO ACETATO DE ETILA DOS GALHOS (AIG-AcE).

Apoés a solubilizacdo de parte da fracdo acetatetde em metanol, observou-se a
formacgao de um precipitado branco (80,7 mg) quesdpiarado do sobrenadante por filtragéo e
recebeu o codigadIlG 1. A fracdo sollvel desse extrato em metanol (2 #igdromatografada
em coluna de florisil, (3 = 4,5 cm esH= 18 cm) C19, TABELA 20), eluida em hexano,
diclorometano, acetona, etanol, metanol e agugradiente de polaridade, obtendo-se um total
de 66 fracOes, de aproximadamente 35 mL cada.as®ds apds serem analisadas por CCDA
foram reunidas em 7 novas fracGes de acordo coenfis promatograficos apresentados.
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TABELA 20: Dados da coluna cromatografica da fragdo AIG-Ac(@EL9).

1-2 hexano 100 1-18 F1-C19 99,0
3-5 hexano:diclorometano (8:2) 100 19-23 F2-C19 179,5
6-8 hexano:diclorometano (1:1) 100 24-29 F3-C19 2735
9-13 diclorometano 200 30-41 F4-C19 123
14-16 diclorometano:acetona (8:2) 100 42-44 F5-C195,1
17-28 diclorometano:acetona (1:1) 300 45-61 F6-C19 515,0
29-31 diclorometano:acetona (3:7) 100 62-66 F7-C19 1.710
32-35 acetona 100

36-40 acetona:etanol (9:1) 100

41-44 acetona:etanol (7:3) 100

45-48 acetona:etanol (3:7) 100

49-52 etanol 100

53-56 etanol:metanol (7:3) 100

57-60 metanol 100

61-63 metanol:agua (8:2) 200

64-66 metanol:agua (6:4) 400

A fracdo F7-C19 (1,7 gTABELA 20) ao ser solubilizada em metanol apresentou um
sélido branco insoltvel no mesmo que foi separadeedtante da fragdo e codificado coMG
6 (510,0 mg).

A fracdo F3-C19 (273,5 mgrABELA 20) apresentou um sdlido branco (110,7 mg)
insoltvel em diclorometano e em metanol, mas sbliaenistura de ambos, que foi separado do
sobrenadante por filtracdo e recebeu o cédigAlde 4, a parte soluvel dessa fracdo foi
renomeada como fracdo F3-C19 sobrenadante.

Apés uma nova analise do perfil cromatografico fdagbes F2-C19, F3-C19 sobrenadante
e F4-C19, por CCDA, verificou-se que as mesmas saptavam perfis cromatograficos
semelhantes sendo assim reunidas e renomeadad=€4¥019 (345,3 mg).

A fracdo FR1-C19 (340,0 mg, C19) foi submetida awromatografia liquida sob vacuo
(C20, TABELA 21) utilizando-se como fase estacionéria silica @eIP&s4.365-Merck, (G =
5,1cm e Hj = 2 cm), eluida em hexano, diclorometano , acedat@tila, metanol e agua em
gradiente de polaridade, obtendo-se um total dé&BHes de aproximadamente 35 mL cada.
Apo6s andlise por CCDA, as fracdes coletadas foeamidas em 7 novas fracbes de acordo com
os perfis cromatograficos apresentados.
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TABELA 21: Dados da coluna cromatogréfica da fracdo FR1-C1ZD|C

1 hexano:diclorometano (1:1) 100 1-2 F1-C20 87,1

2-4 hexano:diclorometano (3:7) 110 3-6 F2-C20 10,4

5-6 diclorometano 100 7-8 F3-C20 54,5
7-10 diclorometano:AcOEt (1:1) 100 9-12 F4-C20 73,4
11-14 AcOEt 100 13-14 F5-C20 19,8
15-17 AcOEt:metanol (7:3) 100 15-16 F6-C20 64,5
18-20 metanol 100 17-21 F7-C20 13,8

21 metanol:agua (9:1) 35

A fracdo F4-C20 (73,4 m@,ABELA 21) apresentou a formacéo de cristais incolores em
sua composicdo que foram lavados com acetato d® e&parados do sobrenadante e
codificados com®IG 7 (4,1 mg).

A fracdo F2-C20 (10,4 mg,ABELA 21) ao ter seu perfil cromatografico analisado por
CCDA, apresentou uma unica mancha na placa cronddittege recebeu o codigdG 8.

A fracdo F6-C19 (500,0 mg,ABELA 20) foi cromatografada utilizando-se silica gel 100
Cis (D = 2,2cm e e = 18 cm) como fase estaciondf@21, TABELA 22), e como fase movel
foi utilizado agua, metanol e acetona em gradieletegpolaridade, obtendo-se um total de 15
fracOes de aproximadamente 12 mL cada. Apos armadis€CDA, as fracdes coletadas foram
reunidas em 7 novas fracdes de acordo com os pesfisatograficos apresentados.

TABELA 22: Dados da coluna cromatografica da fracdo F6-C1B1(C

1 metanol:agua (1:9) 20 1-4 F1-C21 135,0
2 metanol:agua (2:8) 20 5 F2-C21 40,0
3-4 metanol:agua (4:6) 20 6 F3-C21 92,0
5-6 metanol:agua (6:4) 20 7 F4-C21 78,5
7 metanol:agua (8:2) 15 8-9 F5-C21 38,5
8-11 metanol 35 10-12 F6-C21 10,0
12 metanol:acetona (1:1) 15 13-15 F7-C21 2,0
13-15 acetona 30

A fracdo F2-C21 (40,0 mG,ABELA 22) desta coluna, apresentou uma Unica mancha na
placa cromatografica ao ter seu perfil cromatogoédinalisado por CCDA e recebeu o codigo
AlG 18.
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A analise do perfil cromatogréafico da fracdo F3-@22,0 mg), por CCDA, evidenciou a
presenca de uma mistura de compostos ndo compexatipdo que a mesma fosse submetida a
uma nova cromatografia em coluna para sua purdmwdC22, TABELA 23). O processo
cromatografico foi realizado utilizando-se silical @00 Gg como fase estacionaria e metanol
como fase movel, obtendo-se um total de 6 frac@egpdoximadamente 25 mL cada que, apos
terem seus perfis cromatograficos analisados p&@AZ@ram reunidas em 3 novas fracdes.

A fracdo F2-C22 TABELA 23, apresentou-se pura apos ter seu perfil cromdiogra
analisado por CCDA e foi codificada coAtG 20.

TABELA 23: Dados da coluna cromatografica da fracdo F3-C2ZA2(C

1 metanol 20 1-2 F1-C22 25,7
2 metanol 20 3-4 F2-C22 38,5
3 metanol 20 5-6 F3-C22 22,8
4 metanol 20
5 metanol 15
6 metanol 35

O fracionamento completo da fracdo AIG-AcOEt esfesentado niluxograma 17.
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Fracao Acetato de Etila

(AIG-AcOEt)
1) Metanol
2) Filtragéo
AIG 1 (80,7 mg) AIG-AcOEt
Composto 20 sobrenadante (2.4 g)
Cromatografia classica em Florisil (C19)
hexano, diclorometano, acetona, etanol, metanol e
F3-C19 F2-C19 F4-C19 F6-C19 F7-C19
1) Metanol
Coluna cromatografica em AIG 6 (510,0 mg)
silica gel 100 C45 (C 21) Composto 23
AIG 4 (110,7 mg) F3-C19 agua, metanol e acetona
Compostos 20 e 22 Sobrendante ‘ ‘
F2-C21 F3-C21
FR1-C19
(340,0 mg) Coluna cromatografica em

silica gel 100 Cq5 (C 22)
Metanol

Analise por CCDA

CLV (Silica p/ CCDA (C20)).
hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol

AIG 18 (40,0 mg)

\ \ Composto 24 baliaz
£2L20 FAE Andlise por CCDA
1) Lavou-se com Acetato de Etila A3 20 (385 ma)
Anglise por CCDA 2) Filtrag3o Composto 25
AlG 8 (10,4 mg) AIG 7 (4,1 mg)
Compostos 20 e 21 Composto 22

Fluxograma 17: Metodologia utilizada para fracionamento comptiddracao AlG-AcOEt.

3.3.7 - FRACAO METANOLICA DOS GALHOS (AIG-Met).

A tentativa de solubilizacdo da fracdo AIG-Met (14g) em metanol, resultou na
precipitacdo de 962,5 mg de um solido branco quedparado do sobrenadante por filtracao,
analisado por CCDA e recebeu o cOdiJG 2.

A metodologia utilizada para a obtengéo de AlIGta espresentada riluxograma 18.
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Fracdo Metandlica (14,0 g)

(AIG-Met)
1) Metanol
2) Filtragéo
Precipitado branco AlG-Met
(962 .5 mg) Sobrenadante

Analise por CCDA

AlG 2
Composto 10

Fluxograma 18: Metodologia utilizada para obtencédo de AIG 2.

3.4- ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
3.4.1 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DO DPPH.

Os extratos brutos das espédeguianensigraizes, frutos, folhas e cauleeintermedia
(folhas e caule), fracdes obtidas em suas partigdésn dos compostos 11 e 12, tiveram sua
atividade antioxidante avaliadas pelo método doER2-difenil-1-picrilidrazila).

A atividade antioxidante foi feita adaptando-se atadologia proposta por Roesler e
colaboradores (2006). A analise fotocolorimétrioa feita em triplicata com o radical livre
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) na c@mtracdo inicial de 40 ppm em metanol
(solucao trabalho). Retirou-se 2700 da solucédo trabalho de DPPH e completou-se onvela
3000 uL com diferentes concentragcdes das amostras a sanatisadas. Preparou-se uma
solugéo controle utilizando-se 3QQ de metanol e 2700L da solugdo trabalho, além de um
branco utilizando-se 300 de amostra e 2706L de metanol. O BHT (hidroxitolueno butilado)
e 0 acido ascorbico foram introduzidos como coasrglositivos. A mistura reacional foi deixada
por 30 min no escuro a temperatura ambiente. A daedé absorbancia foi realizada a 515 nm
no espectro de luz UV. A atividade sequestrante) (&% radical DPPH (%) foi calculada
segundo a equacao:

AS (%) = [(Acont. —AAmostra) /Acont.] >< 100

As concentracfes das amostras necessarias parmestsagd0 % dos radicais livres de
DPPH (IG) foram obtidas através de uma analise de regrdiseiy. A analise estatistica dos
dados obtidos foi realizada no programa SAS ($lsAnalysis System, v. 6.12, Cary, NC,
1996) pelo procedimento PROC ANOVA.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das espéciesguianensis e A. intermediasultou no isolamento e
identificacdo de 21 compostos de diferentes clasiesnetabdlitos, sendo: 02 alcalbides
ciclopeptideos (compostd@se 19), 07 iriddides secologaninicos (compostps3, 14, 15, 16, 24
e 25), 01 diterpeno ent-kaurano (compos?@), 01 diterpeno kaurano (composto 8), 02
proantocianidinas diméricas (composidse 12), 03 triterpenos pentaciclicos (compop20 e
21), 04 esteroides (compostdgl, 5 e 6) e 01 aclcar alcool (compost6). Entre 0s compostos
isolados e identificados, destacam-se os compditakd, 24e 25 por serem inéditos na
literatura.

4.1- ESTUDO FITOQUIMICO DEA. GUIANENSIS

O estudo fitoquimico dos extratos etandlico dagzesie dos frutos e da fragcéo
diclorometano das folhas de guianensisesultou no isolamento de um alcaloide ciclopeatid
inédito (L9), de um diterpeno inédito do tipo kauraB} ¢os iridéides plumericindl), B-gardiol
(13), a-gardiol (L4), gardenosidedlp) e garjasminal6), do triterpeno pentaciclicd33acetil{3-
amirina @), além dos esterdidgssitosterol glicosilado3d), p-estigmasterol glicosiladad), B-
sitosterol b) e B-estigmasterolq). O fracionamento levou também ao reisolamentaldaloide
ciclopeptideo amaiouin&), das proantocianidinas diméricas A2 e A8 € 12) e do manitol
(10). As estruturas dos compostos isoladoé dguienensiestao representadas Fi&GURA 15.
Entre os compostos isolados destacam-se os cors@osi® por serem inéditos na literatura.

As estruturas dos compostos isolados foram eluaglacom base nos dados de
espectroscopia na regiao do infravermelho (IV)seaancia magnética nuclear (RMN 1D e 2D),
cristalografia por difracdo de raios X de monoatistspectrometria de massas de alta resolucéo,
além de ponto de fuséo (PF), rotacédo especificamparacdo com dados da literatura.
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FIGURA 15: Substancias isoladas das Raizes, Folhas e Frufosgiéanensis.
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4.1.1 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS ISOLAD@E A. GUIANENSIS

4.1.1.1 -COMPOSTO 8

O composto 8 foi isolado como cristais incolores sollveis em tors de
cloroférmio/metanol, apresentou pf. 190-143 [0]*, + 112,58 (CHsOH; c 0,04g/100mL) e
coloracdo roxa quando revelado em anisaldeido.

O espectro de massas (anexo, pag. 101) foi obtidangercéo direta em modo positivo
(TOF MS ES exibindo um ion molecular de [M-Hn/z 301,2155 (calculado 301,2238),
consistente com a formula moleculapt;oO.,.

O espectro d8 na regidao do IV (anexo, pag. 100) apresentou baridasa na regiao de
3420 cn, tipica do estiramento da ligacdo O-H, além de barala em 1672 chreferente ao
estiramento da ligagdo C=0, sugerindo a existé@eiam grupo carbonila na molécula.

O composto 8 foi obtido em quantidade muito pequengue dificultou a obtencdo dos
dados de RMN'C para o mesmo. Assim, a andlise combinada doctspee ‘H
(CDCI/CDs0D, 500 MHz, , anexo pag 102-107) e do mapa deocontHSQC (CDGICDs0D,
500 MHz, , anexo pag 108-109) levou a identificaci® 15 carbonos, sendo 01 carbono
olefinico emdégy 134,8/5,04 (qdJ= 1,6 e 1,3 Hz, H-15), 03 carbonos metinicos &y
44,5/2,25-2,27 (m; H-13); 54,0/1,32 (@ 8,5 Hz, H-9) e 56,5/1,00 (dd;= 2,3 e 12,2 Hz, H-5),
03 carbonos metilicos edy 14,7/1,69 (dJ = 1,5 Hz, H-17); 21,7/0,82 (s, H-18) e 32,6/0,90
(s, H-19), além de 08 carbonos metilénicos deym 18,4/1,92 (dddJ = 5,11; 14,7 e 15,2 Hz, H-
11a) e 1,63-1,65 (m, H-11b); 19,2/2,30-2,34 (m,)H2®,1/1,46-1,50 (m, H-2); 23,0/1,36-1,39
(m, H-12); 38,8/1,58-1,61 (m, H-14); 39,5/2,64 J&; 12,7 Hz, H-1a) e 0,76 (dd= 4,0 e 12,7
Hz, H-1b); 42,3/1,36-1,39 (m, H-7a) e 1,24 {& 8,5 Hz, H-7b); e 42,5/2,23-2,24 (m, H-3).
Através da andlise do mapa de correlacbes HMBC (€0DB;0D, 500 MHz, , anexo pag 110-
111) foi possivel identificar a presenca de maisat@é®nos de carbonos quaternarios, sendo 01
carbonilico emd 179,8 (C-20); 01 olefinico ed®143,5 (C-16) e 01 quaternario’sgmd 34,0
(C-4). O conjunto de sinais, juntamente com os slatoEM e IV, sugeriram que a estrutura do
composto 8 seria de um diterpeno. A analise do rdaparrelacdes HMBC mostrou correlagéo
dos hidrogénios metinicos H-5 e H-9 com o carbarbanilico emd 179,8 (C-20) indicando
que um dos substituintes do carbono quaternarid @4 juncdo de anel seria o grupo
carbonilico C-20. Além disso, foi possivel obsemarorrelacdo dos hidrogénios metilicos&m
1,69 (H-17) com o carbono quaternario 8m43,5 (C-16), sugerindo que a metila H-17 esta
ligada em C-16.
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Por fim, a analise do mapa de correlagbes de C@DC/CD;OD, 500 MHz, , anexo
pag 112) evidenciou a correlacédo existente entn@génio olefinico end 5,04 (qd, H-15)
com o0s hidrogénios metinicos enl,32 (d, H9) e 2,25-2,27 (m, H13) e com 0s hidnigg
metilicos emd 1,69 (d,J = 1,6 Hz, H17), sugerindo que o compo8té um diterpeno do tipo
kaurano.

As principais correlacdes apresentadas pelos nipasrrelacbes HMBC e COSY para o
composto estdo representada$@URA 16.

O

\\

@) (b)
FIGURA 16: Principais correlacdes observadas nos mapasrddaies HMBC (a) e COSY (b) para o composto
8.

Os monocristais do compos® permitiram a obtencdo de dados cristalograficos po
difracdo de Raios X de monocristal. Os dados toigtaficos, juntamente com os dados de
RMN (uni e bidimensionais) apresentados, permitieaitientificacdo estrutural e a confirmacéo
da estereoquimica relativa do composto 8 como semdoditerpeno kaurano, inédito na
literatura. O diagrama ORTEP da estrutura cristaliteste composto esta representado na
FIGURA 17. Os dados cristalograficos e os dados das an@es&MN (uni e bidimensionais)
obtidos para o composto 8 estao representadoBABISLAS 24 e 25,respectivamente.

C17R

FIGURA 17: Ortep do monocristal do composto 8.
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TABELA 24: Dados cristalograficos obtidos para o composto 8.

Formula Empirica

Massa Molar

Temperatura

Radiacéo

Sistema Cristalino

Grupo Espacial

Dimenséao da Célula Unitaria

Volume
Z

Densidade (calculada)

Tamanho do Cristal

Reflexdes Coletadas

Reflexdes Independentes
Goodness-of-fit (Chi quadrado)
Final R indices [I>&(1)]

R indices (todos os dados)
Parametro de estrutura absoluta

§o H3p O
302.44
293 (2) K
1.5418 A (Cuely
Monoclinico
R2
a=10.9614
b =7.8150(13) A
c =20.249(3) A
1718.6(4) A
4

1.169 m@m

0.3x0.2x 0.2 dm
13675
6958 [R(int) = 0.1467]
1.015
R1 = 0.0548, wR= 0.1149
R1 = 0.1756, wR= 0.1495
0.6(3)

o= 90°.

y = 90°.

B= 97.413(7)°.
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TABELA 25: Dados espectrais de RMN uni e bidimensionaisaioposto8 (CDCly/CDsOD,
500 e 125 MHz).

e 8 '™H (m; J Hz) HMBC COSY
1 39,5 2,64 (d; 12,7) e H2
0,76 (dd; 4,0 e 12,7)
2 20,1 1,46-1,50 (m) H1
3 42,5 2,23-2,24 (m)
4 340 e
5 56,5 1,00 (dd; 2,3 e 12,2) C20 H3, H6, H18
e H19
6 19,2 2,30-2,34 (m)
7 42,3 1,36-1,39 (m) e
1,24 (d; 8,5)
8 ——— ———
9 54,0 1,32 (d; 8,5) C20
10
11 18,4 1,92 (ddd; 5,11; 14,7 e 15,2)
1,63-1,65 (m)
12 23,0 1,36-1,39 (m)
13 44,5 2,25-2,27 (m) Cl5e C16 H14 e H15
14 38,8 1,58-1,61 (m) H13
15 1348 5,04 (qdl= 1,6 e 1,3 Hz) H9, H13 e
H17
16 1435
17 14,7 1,69 (d; 1,5) Cl1g15e C16 H15
18 32,6 0,90 (s) C4,C5e C19 H5
19 21,7 0,82 (s) C4,C5eC18 H5
20 1798
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4.1.1.2 -COMPOSTO 19

HN A
\;| %ZO H
H

O compostd. 9 foi isolado como sélido amorfo branco soltvel doraférmio, com ]
= - 143 (CHCk; ¢ 0,265), apresentando resposta positiva ao méage Dragendorff.

O espectro de massas de alta resolucdo para o stmif@o(anexo, pag. 114pi obtido
por insercédo direta em modo positivo apresentandonomolecular em m/z [k} 538,2580
(calculado 538,2580), de acordo com a férmula nubdedCs,H34N4O4, 0 que indica a presenca
de dezessete insaturacdes no composto. O espectabsdr¢cdo na regidao do IV (anexo, pag.
113) apresentou absorcdo em 3290 ct650 crit e 1600 crit, indicando a existéncia de
grupamentos amina, carbonilicos e aromaticos, céspmente.

O espectro de RMN d&H do compostol9 (500 MHz, CDC}, anexo pag. 116-119)
apresentou sinais para grupamentos olefinicos, &roms e metinicos ligados a heteroatomos;
grupos metilénicos e metilicos; e trés sinais deolgénios ligados a nitrogénio ou a oxigénio em
05,92 (d;J=9,5Hz), 6,45 (d) =9,6 Hz), e 7,48 (d] = 9,6 Hz).

Uma andlise conjunta dos espectros de RfONe HSQC editado (125 e 500 MHz, CBCI
anexo pag. 115, 120-122), revelou a presenca &inad® de carbonos, que foram atribuidos a
07 carbonos quaternarios, incluindo 03 carbonobocdlicos emd 170,5; 169,8 e 166,7; 20
grupos metinicos, sendo 04 para carbonos esp & 81,8; 56,0; 61,5 e 54,8; 04 grupos
metilénicos shemd 47,7; 35,6; 28,7 e 24,7; além de 01 grupo metéivd 40,5.

Através da comparacado dos espectros de Ri@N:'H do compostd9 e da amaiouinér)
(OLIVEIRA, 2009), concluiu-se que o0s espectros s@néam perfis muito semelhantes,
diferenciando-se apenas pela auséncia dos sinaissdenancia para os carbonos/hidrogénios
olefinicos emd¢cy 117,5/6,27 (dJ= 15,6 Hz) e 143,6/7,50 (d7 15,6 Hz), além da auséncia do
sinal do carbono carbonilico ednl66,2. Adicionalmente, o espectro Iéapresentou um sinal
de carbono/hidrogénio metilico eim0,5/2,75 (sl). O conjunto de dados sugere quaTPOSto
19 se diferencia do alcaldide ciclopeptideo amioyif)apela auséncia do grupo cinamoil e a
presenca de um grupo metila, possivelmente ligadun aeteroatomo.

A confirmacgéo do esqueleto de um ciclopeptideo4deng@mbros semelhante a amaiouina
emergiu da analise conjunta dos espectros de RMH 2D (HSQC, COSY, HMBC e NOESY),
bem como a comparacdo com dados da literatura (BIRX, 2009). Na andlise foram
identificados sinais tipicos dos aminoacidos féauilma, fenilalaning-substituida, prolina e da
unidade estirilamina. Assim, a sequéncia dos amidoa foi identificada através da analise do
mapa de correlagcbes NOESY (300 MHz, CPHCinexo pag. 129-133), cujas principais
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correlagbes observadas estdo apresentadBEswRA 18. A conectividade entre as unidades
prolina e fenilalaning3-substituida foi confirmada pela correlacdo entigidrogénio H-25 da
unidade prolina em 4,15 (dd;J= 3,3 e 9,0 Hz) com o hidrogénio H-23 da unidaceldéanina
B-substituida end 7,50 (d;J = 9,6 Hz). A presenca de uma correlagédo entrelmgenio H-4 da
unidade fenilalaningd-substituida enmd 4,78 (dd;J= 6,9 e 9,6 Hz) com o hidrogénio H-6 da
unidade fenilalanina erd 5,92 (d;J = 9,5 Hz), indicou a conectividade entre essadadas.
Uma correlacdo observada entre o hidrogénio do amoehatico H-37 da unidade fenilalanina
entred 7,06-7,09 (m) com o hidrogénio H-9 da unidaderiéstiina ems 6,45 (d;J = 9,6 Hz)
confirmou também a conectividade entre essas uesdadl conectividade entre a unidade
fenilalanina B-substituida e a unidade estirilamina foi confireaalo analisar o valor de
deslocamento quimico do carbopxearbonilico da unidade fenilalaniBasubstituida ena 81,8
(C-3), indicando sua ligacdo ao atomo de oxigémimveniente da unidade estirilamina. A
unidade fenilalaning3-substituida foi caracterizada com configuragdigthro por apresentar
uma constante de acoplamento de 6,9 Hz entre H3, ® Malor de ressonancia para C3 &m
81,8 e por comparacao com os dados da amaiouiv&if@] 2009 e SIERRA, 1972).

128,61 123,7
(7,18)  (7,24)

126,9 128,1

(7,07)  (7,54) 116,36

(6,39)

125,66

126,9 128,4
(7,07) (7,37)

(7,48)H N

404

(2,72C H3\

3559
(2,98; 3,36)

128,8 (7,20)

(7,07)

47,7

, 28,68
(3,26; 2,09)

(1,64-1,82)

24,7
(1,46-1,53; 0,58)

FIGURA 18: Principais correlagbes no espectro de NOESY pamarposto 19.

As correlagbes entre os sinais do grupo metila &76(s, 3H) e os sinais dos
hidrogénios da unidade prolina ndo foram observadesmapas de correlagbes de NOESY e
COSY (500 MHz, CDG, anexo pag. 126-128). Pelo mapa de correlagdes GIEB0 MHz,
CDCl, anexo pag. 123-125), ndo foi possivel observarelagdes entre os sinais de carbono
e/ou hidrogénios da unidade metila com os sinaifidegénios e/ou carbonos da unidade
prolina. A analise por espectrometria de massasaiea resolucdo para o composto 19,
FIGURA 19, apresentou um ion molecular desprotonado [MeH] m/z 537, um fragmento em
m/z 135, referente a perda da unidade estirilamiesy como um fragmento em m/z 453
referente a perda de uma unidadenetil-prolina, confirmando assim a estrutura psipo
anteriormente para o composto 19.
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m/z 537 [M-H]

FIGURA 19. Fragmentacdo de massas do composto 19.

A analise dos dados espectroscopicos e a comparagadados da literatura (OLIVEIRA,
2009), permitiu a identificacdo do compodi® como sendo um alcaloide ciclopeptideo, cuja
estrutura é inédita na literatura. Os dados esprxipicos de RMN 1D e 2D obtidos para o
composto 19 estdo apresentadoIABELA 26.
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TABELA 26: Dados espectroscépicos de RM# **C, COSY, HMBC e NOESY do composto
19 (CDCl, 500, 300 e 75 MHz, ppm).

27

28
30

31

32
33
34
35
36
37
NH-6
NH-9
NH-23
N-29

155,3
81,8

56,0
170,5
54,8
166,7
125,7
116,4
132,7
123,6
130,5
130,5
123,6
137,4
128,0
129,6
128,0
129,6
128,0
169,8
61,5

28,7

24,7

47,7
40,5

35,6

135,6
129,2
129,9
132,1
129,9
129,2

5,96 d (6,9)
4,78 dd (9,6 e 6,9)

4,57 m

6,71 dd (9,6 e 8,2)
6,39, d (8,2)

7,21-7,23 m
7,02-7,06 m
7,02-7,06 m
7,21-7,23 m

7,45-7,51 m
7,21-7,23 m
7,06-7,09, m
7,21-7,23 m
7,45-7,51'm

4,15 dd (9,0 e 3,3)
1,64-1,82 m

1,36-1,48, m e 0,58-0,60 m

3,26dd (9,9e6,9) e 2,09-2,11 m

2,75 sl
2,98 dd (13,3 e 6,6) e
3,36 dd (13,3 e 3,9)

7,02-7,06 m
7,21-7,23 m
7,10-7,17 m
7,21-7,23 m
7,02-7,06 m
5,92 d (9,6)
6,45 d (9,6)
7,50, d (9,6)

H14, H15
H4, H22

H3, H4
H31

H1l1
H11
H11
H13
H11

H3
H3, H22

H25, H26

H25, H28

H25, H28

H25

H33

H4

H23, H3

H31, H6

H9, H11

H10

H15
H13
H16
H15

H27
H25

H2& H2
H27

H31, H7

H10

H4, H6,
H22
H3, H22

H9, H11

H4, H3

H23

H33, H37

H31

H31, H7
H4
H10, H37
H25




4.1.1.3 -COMPOSTO 1

&hs

O compostdl foi isolado como cristais incolores soluveis enraidérmio com pf. de 208-
210°C e []*p + 199 (CHCL; ¢ 0,0025g/mL) (lit. +198°, STEPHENS. al 2008).

O espectro na regiao do IV (anexo, pag. 134) aptesebandas intensas em 1750'cm
1710 cm' e 1646 cnit, indicando a presenca de carbonilas de lacmanasaturada, de éster
a,B — insaturado e de grupos olefinicos, respectivamente.

A analise dos espectros de RMN uni e bidimensRIMN **C, *H, e HSQC, anexo pag.
135-141) evidenciou a presenca de um esqueletoidat caracterizado pelos sinais eglc
7,44 (s, H-3, 1H)/152,7; 5,57 (&= 5,9 Hz, H-1, 1H)/102,3; 5,65 (dds 2,1 e 5,5 Hz, H-7,
1H)/126,4; 6,05 (ddJ= 2,1 e 5,5 Hz, H-6, 1H)/141,1. Além da confirmacéto esqueleto
iridoidal, o sinal en® y/c 7,17 (dgJ = 1,5 e 7,3 Hz, H-13, 1H)/145,5; juntamente cosinal
de carbono quaternario’gm 127,4 (C-11) e de um grupo metila ém/c 2,09 (d;J = 7,3
Hz, H-14, 3H)/15,9 levou a confirmacdo da presemigaum grupo olefinico trissubstituido na
molécula. Os sinais et 168,4 (C-12) e 166,7 (C-15), foram atribuidosdaas carbonilas
a,B- insaturadas: uma de lactona e outra de ester ctaspaente.

A andlise do mapa de correlacbes HMBC (anexo, g&y rhostrou correlacdo entre C-12
e H-13 da unidade olefinica, indicando a conectid@entre ambas as unidades através de C-11.
No mesmo espectro foram observadas correlagdeslde C-8 com H-10, indicando a presenca
do anel tetrahidrofurano ligado ao esqueleto iddbiAinda no mapa de correlagcbes HMBC, a
correlagéo existente ent®del66,2 (C-15) com os hidrogénios &m 3,77 (H-16) e 7,44 (H-3),
confirmou a presenca do grupamento éster na poSi4dm nucleo iridoidal.

A estereoquimica relativa para os hidrogénios H3,eHH9 foi inferida com base nas
constantes de acoplamento observadas para os me€mokidrogénios H1-H9 e H5-H9
acoplam entre si com constantes de 5,9 Hz e 9,4c&tacterizando-se como acoplamentos
pseudo axial-equatorial e juncao cis de anel, rtisaenente. A partir desses valores foi possivel
determinar que os hidrogénios H1, H5 e H9 enconsamma mesma face da molécula. A
estereoquimica relativa da substancia foi confilenaravés da analise do mapa de correlacdes
NOESY, onde observou-se correlacdes entre os ladrog H5-H9; e entre os hidrogénios H9-
H1, confirmando a configurac&s para os mesmos. Ainda pelo mapa de correlagbes MQES
correlacdo entre H10 e H14 indica a configurd€@ara dupla exociclica ao anel lacténico.
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Os monocristais obtidos do compodtpermitiram a determinacdo estrutural por difracéo
de Raios X. Os dados cristalograficos, juntameate as dados de RMN (uni e bidimensionais)
e a comparagdo com a literatura, foram suficiepéga confirmar a estereoquimica relativa do
composto 1 e identifica-lo como sendo o iridoidenmericina STEPHENSet. al, 2008,
BOLZANI et. al, 1998 e MARTINet. al, 1985)

O diagrama ORTEP da estrutura cristalina deste ostopesta representado R&URA

20.

Os dados cristalogréaficos e os dados das andles&MN (uni e bidimensionais) obtidos
para o composto 1 estdo representado3 ABELAS 27 e 28 respectivamente.

FIGURA 20: Ortep do monocristral do composto

TABELA 27: Dados cristalograficos obtidos para o composto.

Formula Empirica

Massa Molar

Temperatura

Radiacéo

Sistema Cristalino

Grupo Espacial

Dimenséao da Célula Unitaria

Volume
Z

Densidade (calculada)

Tamanho do Cristal

Reflexdes Coletadas

Reflexdes Independentes
Goodness-of-fit (Chi quadrado)
Final R indices [I>&(l)]

R indices (todos os dados)
Parametro de estrutura absoluta

(6 H1406

290,26

270 (2) K

1.5418 A (Cuey

Monoclinico

R2

a=4.8254 a= 90°.

b =7.9345(2) A B=96.681 (4)°
c=17.4384(7) A y = 90°.
664.55(4) A
2

1.451 m@m

0.2x0.1x0.1 ®m
11.634
2075 [R(int) = 0.0442]
1.035
R1 = 0.0369, wR2 = 0.0906
R1 = 0.0483, wR2 = 0.0969
-0.2(3)
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TABELA 28: Dados espectrais de RMN uni e bidimensioniis {’C e COSY) do compostb
e da referéncia consultada.

: Plumericina

Cemesio [SokEe (Bolzani et. al., 1998
N> & %C 8 ™H (m; J Hz) COSY 6 °C 8 'H (m; J Hz)
1 1023 5,57 (d; 5,9) H9 102,3
3 1527 7,44 (s) 153,0
4 109,2
5 384 4,02(dt21e94) H6 H7eHY 384 418D (
6 141,1 6,05(dd; 2,1e5,5) H5 e H7 141,1 6,04%le 2,0)
7 126,4 5,65 (dd; 2,1e5,5) H5 e H6 126,4 5,64 %dde 2,0)
8  104,7
9 536 3,44(dd;59e9,4) H1 e H5 53,9
10 80,3 5,11 (sl) H13 e H14 80,3 5,30 (sl)
11  168,4
12 127.4
13 1455 7,17(dq;1,5e7,3) H10eH14 1446  [dt47,0 e 1,0
14 159 2,09 (d; 7,3) H13 2,01 (d; 7,0)
15  166,7
16 51,5 3,77 (s) 3,76 (s)

2_RMN de'H, COSY e™C (CDCE, 500 e 125 MHz)° — RMN de’H e °C (CDC}, 300 e 75 MHz).

4.1.1.4 -MISTURA DOS COMPOSTOS 13 e 14

13 14

Os composto43 e 14 foram obtidos como mistura na forma de 6leo arnarkaro sollvel
em metanol que posteriormente cristalizou na falmaristais incolores.

O espectro dé&3 e 14 na regido do IV (anexo, pag. 144) apresentou lsaddaabsorcao
intensas em 3450 ¢ 1710 cnt e 1622 cnt, indicando a presenca de grupos hidroxilicos,
carbonilicos e olefinicos em sua estrutura, res@enente. Os espectros de RMN (uni e
bidimensionais) apresentaram uma duplicidade daissisendo possivel identificar pequenas
diferencas nos valores de deslocamento quimicdeegiando a presenca de uma mistura de
dois compostos estruturalmente semelhantes. Asandtis espectros de RMN H€ (CD;0D,

125 MHz, anexo pag. 145) e RMM (CD;OD, 500 MHz, anexo pag. 146-149), juntamente
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como a analise do mapa de correlagdes HSQGQ@OD500 MHz, anexo pag. 150-152), indicou
a presenca de 04 grupos acetais, 04 olefinicogxid2etilénicos, 02 metoxilas, 05 metinicos, 02
carbonilas, além de 02 carbonos quaternaridsgamos a heteroatomdABELA 29 .

TABELA 29: Dados de RMN d&C e’H para a mistura de composto 13 e 14.

oC oH Posi¢cdo/Composto Grupo
101,2 5,50 1/13

101,9 5,54 1/14 .
90.6 537 3/13 Acetais
91,0 5,18 3/14

138,1 5,92 6/13

135,7 5,75 7/13 .
137.1 5,79-5 80 6/14 Olefinicos
135,1 5,79-5,80 7/14

75,0 3,78 e 3,54 10/13 . A
76.7 3.94 €379 10/14 Oximetilénicos
52,5 3,71 12/13 -
525 374 12/14 Metoxilicos
40,6 3,50-3,55 5/13

44 9 3,50-3,55 5/14

52,1 2,64 9/13 e 14 Metinicos
49 4 2,68 4/13

48,6 2,71 4/14

173,1 11/13 o
174.0 11/14 Carbonilicos
93,5 8/14 C ligados a
94.0 8/13 heteroatmos

O conjunto de sinais observados no espectféide-*C indicou que os compostd8 e 14
possuem esqueleto iridoidal, com 11 carbonos cad@ @m propor¢éo de 1:1 na mistura. As
principais correlagdes observadas no mapa de agdet COSY (CEDD, 500 MHz, anexo pag.
153-155) e no mapa de correlacbes HMBC {CD, 500 MHz, anexo pag. 156-158) estdo
mostradas n&RIGURA 21.

@ (b)
FIGURA 21: Principais correla¢gdes observadas nos mapas delages HMBC (a) e COSY (b) para os
compostod 3el4.
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A estereoquimica relativa do composi@ foi feita com base nas constantes de
acoplamento observadas para os hidrogénios HIHH35 e H9. Os hidrogénios H1 - H9 e H5
- H9 acoplam entre si com uma constante de 5,8eHg4 Hz, caracterizando-se como
acoplamentos pseudo axial-equatorial e juncao eiargtl, respectivamente. As constantes de
acoplamento entre os hidrogénios H4-H3 e H4-H5 sgmtaram valores de 2,6 e 9,1 Hz,
condizentes com acoplamentos do tipo axial-equteriaxial-axial, respectivamente. A partir
desses valores foi possivel determinar que os didios H1, H5 e H9 encontram-se na mesma
face da molécula e que H3 e H4 encontram-se enofazsa.

Os monocristais do compost@ obtidos da mistura, PF 12C (lit. 122C, DREWESet.
al. 1999) e §*p + 212° (CHOH; ¢ 0,004 g/mL) (lit. +209°, DREWES®t. al 1999),
permitiram a obtencdo de dados cristalogréficos g@ifracdo de Raios X. Os dados
cristalograficos, juntamente com os dados de RMN @ bidimensionais) confirmaram a
estrutura e a estereoquimica relativa do compb3tcomo sendo o iridéide secologaninjgo
gardiol. O diagrama ORTEP da estrutura cristalimestel composto esta representado na
FIGURA 22.

FIGURA 22: Ortep do monocristal do composto 13.

A estereoquimica relativa do compostd foi estabelecida por comparacdo com o
compostadl3. Os hidrogénios H1 - H9 e H5 - H9 acoplam entosi constante de 5,8 Hz e 8,4
Hz, caracterizando-se como acoplamentos pseudd-empiatorial e juncdo cis de anel,
respectivamente. A constante de acoplamento estneloogénios H3-H4 apresenta valor
igual a 8,9 Hz, condizente com acoplamento do dixial-axial. Os valores confirmam que os
hidrogénios H1, H4, H5 e H9 encontram-se na mesggda molécula e que H3 encontra-se em
face oposta aos demais.

Considerando todos os dados apresentados e a @p@parom a literatura (FARID, 2002
e DREWESet. al 1999), foi possivel concluir que os composi8® 14 sdo epimeros em C4 e
sdo conhecidos com@-gardiol e a-gardiol, respectivamente, sendo que ambos ja foram
anteriormente isolados em diferentes plantas ddlifarRubiaceae, como por exemplo nas
espécieBurchellia bubalina(DREWESet. al 1999),Rothmannia globos&@IENSEN, 1983) e
Tocoyena formoséBOLZANI et. al., 1997).

A mistura dos epimerost e B gardiol € de dificil separacdo. Segundo Drewes e
colaboradores (1999), uma amostra pura-dgrdiol, solubilizada em cloroformio para analise
de RMN, foi parcialmente convertida ddrgardiol. A conversao foi evidenciada pela formacgéo
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de material cristalino no tubo de RMN. Ainda, setjuibrewes, a rapida epimerizacao ao
gardiol em cloroférmio ocorre devido ao efeito dpspos cetal e hemiacetal, representando um
sistema muito labil. Possivelmente, a epimerizag@oa-gardiol em [3-gardiol segue o
mecanismo mostrado FRAGURA 23.

Em solucéo

Tautomerizacdo
(CHCl)

HO -

a-gardiol

- H
HO" - o

B-gardiol

FIGURA 23: Possivel mecanismo de epimerizacaaegardiol emB-gardiol. (Drewes, 1999)

Os dados espectroscopicos de RMIE e 'H dos compostos 13 e 14, da referéncia
consultada, bem como os dados cristalograficosl@bipara o composto 13 estao representados
nasTABELAS 30, 31 e 32yespectivamente.
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TABELA 30: Dados espectrais de RMRC e'H do composto 13 e da referéncia consultada.

. B -Gardiol®

Clem(Eesis (Folke (DREWES, S. Eet. al, 1999)
N° 34 3 H (mult.; J= Hz) 5 3 H
1 101,2 5,50 (dI; 5,8) 101,6 5,49 (d; 5,8)
3 90,6 5,37 (dd2,6 € 0,5) 90,8 5,36 (d; 2,5)
4 49,4 2,68 (dd; 9,1 e 2,6) 49,2 2,67(dd; 9,2 % 2,5
5 40,6 3,50-3,55 (M) 40,8 3,52 (m)
6 138,1 5,92 (ddd; 5,5; 2,2 e 0,5 138,3 5,90 &df6le 2,1)
7 135,7 5,75 (dd; 5,5 e 2,0) 135,9 5,73 (dd; 22508
8 94,0 93,8
9 52,1 2,64 (dd8,4 e 5,8) 49,8 2,65 (dd, 9,2 e 5,8)
10 75,0 23,78 (dt; 9,5 € 0,3) 75,1 3,53 € 3,77 (2H, dd; 9,5)

b3 54 (dd; 9,5 e 0,3)

11 173,1 173,7
12 52,5 3,71 (s) 52,7 3,71 (s)

2RMN deH e ®*C (CD,0D, 500 e 125 MHz\RMN de’H e*C (CD,OD, 600 e 150 MHz).

TABELA 31: Dados espectrais de RMRC e'H do composto 14 e da referéncia consultada.

Composto isoladd o -Gardiol”
(DREWES, S. Eet. al, 1999)
N° 3 3 H (mult.; J= Hz) 5 3 H
1 101,9 5,54 (dI5,8) 101,8 5,54 (d; 5,7)
3 91,0 5,18 (dt; 8,9 e 0,4) 90,9 5,18 (d; 8,7)
4 48,6 2,71 (dd; 8,9 € 5,2) 48,7 2,71 (dd; 8,73 5,
5 44,3 3,50-3,55 (m) 40,6 3,56 (m)
6 137,1 5,79-5,80 (M) 137,1 5,79 (s)
7 135,1 5,79-5,80 (M) 135,2 5,79 (s)
8 93,5 93,6
9 52,1 2,64 (dd8,4 e 5,8) 52,5 2,63 (dd, 8,5e5,7)
10 76,7 23,94 (dt; 9,2 e 0,6) 76,6 3,78 € 3,93 (2H, dd: 9,2)
3,79 (dd; 9,2 e 0,5)
11 174,0 173,9
12 52,5 3,74(s) 52,3 3,73 (s)

aRMN de’H e **C (CD;0OD,

500 e 125 MHzRMN de™H e™*C (CD,OD 200 e 50 MHz).
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TABELA 32: Dados cristalograficos obtidos para o composto 13.

Formula Empirica

Massa Molar

Temperatura

Radiacéo

Sistema Cristalino

Grupo Espacial

Dimenséao da Célula Unitaria

Volume
Z

Densidade (calculada)
Reflexdes Coletadas

Reflexdes Independentes
Goodness-of-fit (Chi quadrado)
Final R indices [1>2/(1)]

R indices (todos os dados)
Parametro de estrutura absoluta

G H1aOg
242,22
296 (2) K
0.71073 A (Mo
Ortorrébmbico
R2:2,
a=6,03710 (10) A
b =9,8621(3) A
c =18,6826 (5) A
1112,33 (4) A
4
1.446 m@/m
8134

a= 90°.
B= 90°.
y=190°.

2366 [R(int) = 0.0216]

1.097

R1 =0.0518, wR2 = 0.1522
R1 =0.0589, wR2 = 0.1592

-0.8 (18)

4.1.1.5 -COMPOSTO 15

Glc

15

O compostdl5 foi isolado como 6leo amarelo soltvel em mistwackbroférmio/metanol.

A andlise do espectro na regido do IV (anexo, pag) apresentou bandas de absorcédo intensas
em 3382 crit, 1624 cnt e 1710 cril, caracteristicas da presenca de hidroxila, olefina
carbonila na estrutura.

A andlise do espectro de RMRC (CDCK/CDsOD, 125 MHz, anexo pag. 160), mostrou a
presenca de 17 4tomos de carbono na estruturanéls Bos espectros de RMN e HSQC
(CDCI/CDsOD, 500 MHz, anexo pag. 161-168) foram atribuidosina nucleo iridoidal
secologaninico com sinais para 01 grupo acsta 6,76/94,5), 04 olefinicod,c 7,41/151,9;
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5,74/135,3; 6,18 /136,0; além do carbono quatesrsifi C4 emdc 111,1), 01 oximetilénico Sp
(3uic 3,65 e 3,30/65,7), 01 metoxildc 3,73/51,9), 02 metinicos Sy c 3,70-3,74/38,8 e
2,64/51,8), 01 carbono carbonilico ém168,8 (C11), 01 carbono quaternarid &p 86,1(C8),
além de 01 unidade glicosidica identificada pelojuato de sinais de hidrogénios én8,20-
3,80 (H2'-H6’) e pelo sinal de hidrogénio anomériem 6 4,68 (d;J = 8,1 Hz, H1’, 1H)
correlacionados pelo espectro de HSQC aos carlend$2,5-77,7 e 99,7, respectivamente

A analise do mapa de correlagbes HMBC (CICID;OD, 500 MHz, anexo pag. 169-172)
mostrou correlacdes entre H12 e C11, confirmangweaenca do grupo carboximetilico na
molécula. A presenca da correlacdo entre H3 e Gdrifirmou que a unidade carboximetilica
estaria conectada ao nucleo iridoidal através doooa C4. As correlacdes existentes entre os
hidrogénios H10 com o carbono quaternario C8 imditaa conexao do grupo oximetilénico ao
nucleo iridoidal por essa posi¢do. Ainda, pelalism&o espectro de HMBC, a correlacdo
existente entre H1 e C1’' confirmou que a unidadeogidica esta ligada ao carbono C-1 do
nucleo iridoidal. As principais correlacdes obsdas nesse espectro estdo representadas na
FIGURA 24.

A estereoquimica relativa para o compostofoi inferida com base nas constantes de
acoplamento observadas para os hidrogénios H1, H9.eOs hidrogénios H1-H9 e H5-H9
acoplam entre si com uma constante de 2,6 Hz &l8,4aracterizando-se como acoplamentos
pseudo equatorial-equatorial e juncéo cis de aaspectivamente. A partir desses valores foi
determinado que os hidrogénios H5 e H9 estdo emmesana face da molécula e opostos ao
hidrogénio H1. A constante de acoplamento de 8,p&ta o hidrogénio H1’, permitiu atribuir
configuracad@ a unidade glicosidica.

Segundo Farid (2002) a configuracédo relativa pamarbono quaternario C8 pode ser
determinada por comparacdo com os dados espempraisentados por Chaudhuri (1980), onde
o isdbmero monotropeina metil éster (galiosideaksamta sinais de RMAFC (medidos em
CDCl) para os carbonos C6, C7 e C9 &nl37,5, 133,7 e 45,4, respectivamente, e que 0
isémero gardenosideo apresenta sinais para osncariab, C7 e C9 et 135,8, 135,7 e 51,9,
respectivamente. Assim sendo, através da compaet#e os dados fornecidos por Santin
(2009) e os valores de deslocamento quimico obpédos os carbonos C6, C7 e CO9 & 36,8;
135,3 e 51,8, respectivamente, (medidos emQLL), pode-se concluir que os dados do
compostol5 estdo mais proximos dos valores atribuidos aditt@ gardenoside&mbora haja
dados de rotacdo especifica disponiveis na litergiara estes compostos, néo foi possivel a
comparacdo dos mesmos com os dados]d® [do compostd.5 devido a presenca de acglcares
livres na amostra.

O iridoide gardenosideo tem sido constantementadsem espécies de Rubiaceae, como
nos frutos dé&kothmannia globosa nas folhas d&ardenia jasminoides Ellis var. grandifloea
Xeromphis niloticapor exemplo (FARIDet. al, 2002). Os dados espectroscopicos de RMN de
3C e'H obtidos para o composid e os dados utilizados para comparacado, estiAB&ELA
33
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FIGURA 24: Principais correlagfes observadas no espectrawig#GHpara o composto 15.

TABELA 33: Dados espectrais de RMRC e'H do compostd5 e da referéncia consultada
para o composto gardenosideo.

Composto isolad8

Gardenosided
(FARID et. al, 2002)

N° 3% 3 H (mult.; J= Hz) 5 3 H (mult.; J= Hz)

1 94.4 5,76 (d; 2,9) 93,9 5,74 (d)

3 151,9 7,41 (d, 1,3) 151,6 7,37 (s)

4 111,1 111,1

5 38,8 3,70-3,74 (m) 38,4 3,67 (m)

6 136,0 6,18 (dd; 5,8 e 2,7) 135,8 6,18 (dd)

7 135,3 5,74 (dd; 5,8 e 1,9) 135,7 5,74 (d)

8 86,1 85,8

9 51,8 2,64 (dd; 8,4 e 2,9) 51,9 2,61 (dd)

10 65,7 23,65 (d; 11,2) 66,6 3,55 (d)
3,30 (d; 11,2) 3,65 (d)

11 168,8 168,5

12 51,9 3,73 (s) 52,3 3,60 (s)

1 99,7 4,68 (d:; 8,1) 99,9 4,66 (d)

2’ 74,7 3,20-3,80 (m) 74,2 3,18 (t)

3 71,6 3,20-3,80 (m) 77,5 3,37 (t)

4 71,4 3,20-3,80 (m) 71,1 3,26 (1)

5’ 77,7 3,20-3,80 (m) 77,9 3,30 (m)

6’ 62,5 3,69-3,72 (m) e 62,3 3.66 (m)

3,80 (sl) 3,88 (m)

aRMN de’H e **C (CD;0D, 500 e 125 MHz\:RMN de'H e *C (CD,OD 400 e 100 MHz).
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4.1.1.6 -COMPOSTO 16

N
S
= H
(@]

O compostol6 foi isolado como 6leo amarelo claro cond®fp + 164,4 (CH;OH; ¢
0,0045 g/mL) (lit. +171,6°, DREWES&. al 1999).

O espectro de absorcao na regido do IV (anexol¥a). apresentou bandas de absorcao
intensas em 3450 ¢ 1701 cni e 1645 cril, indicando a presenca de grupos hidroxilico,
carbonilico e olefinico na estrutura, respectivamen

A andlise do espectro de RMRC (CDCE/CDsOD, 125 MHz, anexo pag. 175), mostrou
gue o compostd6 possui onze atomos de carbono. A andlise conplmgaespectros de RMN
'H, DEPT 135 e HSQC (CD@CD;0D, 500 MHz, anexo pag. 176-181), revelou a preselag
um nucleo iridoidal secologaninico com base nagmes de sinais de 01 grupo acefald
5,62/102,2), 04 olefinicodyc 5,88/137,2; 5,70/133,4; 7,47/153,0 e o carbonoayoatio sp2
emd 109,3), 01 oximetilénicod{yc 3,82/76,9), 01 metoxilad(,c 3,73/51,9), 02 metinicoDy,c
3,80-3,83/39,0 e 2,85/52,1), 01 carbono carbondéitd 169,2, além de 01 carbono carbindlico
quaternario end 95,6.

A analise do mapa de correlagbes COSY (GIBI;OD, 500 MHz, anexo pag. 183)
apresentou correlacdes entre os hidrogénios H1IH$H9 e H6-H7, confirmando assim a
presenca do esqueleto iridoidal.

A analise do mapa de correlagbes HMBC (C{ICID;OD, 500 MHz, anexo pag. 182)
apresentou correlagbes entre H12-C11, confirmandaesenca do grupo ester na estrutura. A
correlacdo entre H12 e C4 do nucleo iridoidal, kordu que o grupo carboximetila esta ligado
ao C4 Ainda pelo mapa de correlacbes HMBC, vernfise correlacbes de H10 com os
carbonos C8 e C1, localizando o anel tetrahidrofuraa estrutura

Os valores das constantes de acoplamento entrel9HLH5-H9 é de 6,4 Hz e 9,6 Hz sé&o
tipicos de acoplamentos equatorial-axial e jung8ale anel, respectivamente. A estereoquimica
relativa foi confirmada através da analise do magaorrelagbes NOESY, onde foi possivel
verificar as correlacbes existentes entre o hidnagd9 com os hidrogénios H5 e H1,
confirmando que estes hidrogénios estdo na mestealéamolécula.

A analise dos dados obtidos e comparacfes com dalditeratura (DREWESt. al,
1999) permitiram a caracterizacdo do compastoomo sendo o iridéide garjasmina.

As principais correlacdes observadas nos mapasodelagdesCOSY e HMBC estéo
apresentadas MelGURA 25. Os dados espectroscépicos de RMN'#2 e 'H paral6 e os
dados da literatura estao apresentaddcARELA 34.
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FIGURA 25: Principais correlacbes observadas nos mapas ddagiies os de COSY e HMBC para o composto

16.

TABELA 34: Dados espectrais de RMRC e'H do composto 16 e da referéncia consultada.

Composto isolad8

Garjasmina®
(DREWES, S. Eet. al, 1999)

N° 3 3 H (mult.; J= Hz) 3 3 H

1 102,2 5,62 (d; 6,3) 100,6 5,65 (d; 6,2)

3 153,0 7,47 (d; 0,9) 151,8 7,49 (s)

4 109,3 107,6

5 39,0 3,80-3,83 (m) 37,7 3,84 (bdd)

6 137,2 5,88 (dd; 5,4 e 2,1) 137,8 6,02 (dd; 5,5 e 2,2)
7 133,4 5,70 (dd; 5,4 e 2,4) 131,4 5,74 (dd; 52548
8 95,6 95,2

9 52,1 2,85 (dd; 9,6 e 6,3) 51,6 2,89 (dd, 9,52 6,
10 76,9 3,82 (d, 3,9) 75,6 3,93 (s)

11 169,2 167,3

12 51,9 3,73 (s) 51,4 3,74 (s)

2RMN deH e*C (CD,0D, 500 e 125 MHzRMN de’H e™*C (CDC}, 600 e 150 MHz).
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4.2 -ESTUDO FITOQUIMICO DEAMAIOUA INTERMEDIA

O estudo fitoquimico das folhas e dos galhof\datermediaresultou no isolamento e
identificacdo dos triterpenos pentaciclicos acidedlico @0), acido oleandlico 21), do
diterpeno ent-kaurand323a,16a-triol (22), do acucar alcool manitolQ) e de dois iriddides do
tipo secologaninico2é e 25), cujas estruturas ainda ndo foram descritas teaatiura. As
estruturas dos compostos estdo representaddShaRA 26.

24) Bis-iriddide Inédito 25) Iridéide Inédito
(galhos) (galhos)

22) Ent-kaurano-23,3a,16a-triol 20) acido 3R-hidroxiurs-12-en-28-oico  21) acido 3R-hidroxiolean-12-en-28-oico
(galhos) (folhas e galhos) (folhas e galhos)

FIGURA 26: Compostos isolados das folhas e caulé.datermedia
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4.2.1 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS ISOLAD@E A. INTERMEDIA

4.2.1.1 -COMPOSTO 24

UNIDADE A

UNIDADE B

24

O composto24 foi isolado como 6leo marrom claro solivel em metaapresentando
fluorescéncia sob luz ultravioletd € 254 nm) e ]*p - 34,5 (CH:OH; ¢ 0,0012 g/mL). O
espectro de massas foi obtido por insercéo diratanedo positivo (TOF MS E$ exibindo ion
molecular [M + Na] m/z 813,2429 (813,2429), sugerindo a férmula moteaGssH4021Na.

O espectro na regido do IV (anexo, pag. 184) aptesébandas de absorcao intensas em
3433 cnt, caracteristico de grupos hidroxilas, 1680 e 100", ambos caracteristicos de
grupos carbonilicos, além de uma banda em 1633, énticando a presenca de grupos
olefinicos na estrutura.

A estrutura do compostd4 foi completamente elucidada através da analisedddss
espectroscopicos de RMN uni e bidimensionais. Aissmélo espectro de RMKC (CD;OD,
125 MHz, anexo pag. 186) e HSQC ({Cib, 500 MHz, anexo pag. 194-196), evidenciou a
presenca 34 4&tomos de carbono na estrutura.

A andlise conjunta dos espectros de R\ DEPT 135 e HSQC (COD, 500 MHz,
anexo pag. 187-196), sugeriu a presenca de doisaslicidoidais secologaninicos na estrutura
do composta?4 pela confirmagéo dos sinais referentes a 02 grapetais §uc 5,19/98,2 e
5,06/101,5), 08 olefinicod,c 7,51/155,4; 5,80/130,1; 7,65/155,4; 6,02/129,8 secarbonos
quaternarios emc 108,3; 151,5; 110,8 e 147,6), 02 oximetilénicdg(4,34 e 4,16-4,23/61,0;
4,46 e 4,16-4,23/61,7), 02 metoxilds,¢ 3,75/52,1 e 3,74/51,9), 02 carbinodlicds,¢ 4,55/82,2
e 4,80/75,4), 04 metinicodyc 3,01/42,7; 2,56/45,8; 3,00/45,5 e 3,03/47,1), Ofb@aos
carbonilicos end 170,3 e 169,5, além das duas unidades glicosiieatificadas pelo conjunto
de sinais de hidrogénios entie3,21-3,68 (H2'-H6’ e H2”-H6") e pelos sinais dedrogénios
anoméricos end 4,67 (d;J = 7,6 Hz; H1’) e 4,72 (dJ = 8,0 Hz; H1") correlacionados pelo
espectro de HSQC aos carbonos &r62,7-78,5; 100,3 e 100,4, respectivameQs dados
indicaram que o compost@4 tratava-se de um dimero ou de uma mistura de dois
estereoisdbmeros. A estrutura dimérica do compd4tmi confirmada através do ion molecular
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observado no espectro de massas de alta resoRe@ofacilitar a analise dos dados, a estrutura
do compost@4 foi dividida em duas unidades: A e B.

Através da analise do mapa de correlacdes HMBGQCD 500 MHz, anexo pag. 197)
observou-se correlacfes entre H12a-Clla confirmanuesenca de um grupo carboximetilico
na unidade A da molécula. As correlacbes entre EBea confirmou que a unidade
carboximetila esta ligada ao nucleo iridoidal adsado carbono C4. As correlagbes existentes
entre H10a-C7a, indicou que o grupo oximetiléninocoatra-se conectado ao nucleo iridoidal
através do carbono C7. Ainda pelo espectro de HMBS correlacbes entre Hla e CI’
confirmou a presenca da unidade glicosidica na&gfo<C1 do nucleo iridoidal.

A analise do mapa de correlagcdes COSY para unida@D;0D, 500 MHz, anexo pag.
198) evidenciou correlacdes entre Hla-H9a, H5ald8m H6a e H9a, e entre o hidrogénio H8a
com os hidrogénios H6a e H9a. De forma semelhantandlise dos mapas de correlagbes
HMBC e COSY para a unidade B revelou correlacGedaies as mostradas acima.

A conectividade existente entre as unidades A @eBtificadas foi estabelecida através de
analise detalhada do mapa de correlacbes COSY,fondessivel identificar correlagdes entre
os hidrogénios oximetilénicos H6' com os hidrogé&naximetilénicos H6”, indicando que as
unidades A e B encontram-se conectadas atravéarbdorm C6’ da unidade glicosidica A com o
oxigénio ligado ao carbono C6” da unidade glicasid.

Para a unidade A os hidrogénios Hla-H9a e H5a-ld8plam entre si com constantes de
6,2 Hz e 7,5 Hz, caracterizando-se como pseudol-egimtorial e juncdo cis de anel,
respectivamente. Da mesma forma, os hidrogénios Hab e H9b da unidade B acoplam entre
si com valores das constantes de acoplamento déz8g77,6 Hz, aracterizando-se como pseudo
axial-axial e juncédo cis de anel, respectivamedtieavés das constantes de acoplamento
observadas para os sinais de hidrogénios anométito§) = 7,6 Hz) e H1” § = 8,0 Hz), foi
possivel atribuir configuracdba ambas unidades glicosidicas.

A confirmagdo da estereoquimica relativa paraidsopénios H1, H5 e H9, além dos
hidrogénios H8 e H1' de ambas as unidades, foirgét@da com base nas correlacdes
observadas pelo espectro de NOE {OD, 300 MHz, anexo pag. 199-200). A irradiacdo
simultanea do hidrogénio Hla da unidade A apresesit@is positivos para os hidrogénios H1',
H9a, H8a, confirmando que todos encontram-se emrugsna face da molécula. Da mesma
forma, ao irradiar o hidrogénio H1b da unidaded piossivel observar sinais positivos para os
hidrogénios H1’, H9b e o desaparecimento do sieahidrogénio carbinolico H8b ei4,80,
confirmando que os hidrogénios H1lb, H9b e H1” dmlashe B encontram-se em uma mesma
face da molécula e opostos ao hidrogénio carbmd8b. Através dos dados obtidos foi
possivel concluir que a unidade A é diasteroisérdananidade B.

O composto24 trata-se de um bis-iridéide glicosilado do tipacadeganinico, cuja
estrutura € inédita. As principais correlacdes nagkas nos espectros de HMBC, COSY e NOE
encontram-se apresentadas FIBURA 27. Os dados espectrais de RMRC, *H, HMBC,
COSY e NOE do composto 24 encontram-s@ ABELA 35.
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FIGURA 27: Principais correlacdes observadas nos espearbiBC, COSY e NOE para o compo&é
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TABELA 35: Dados espectrais de RMNC, 'H, HMBC, COSY e NOE daomposto24
(CD0OD, 125 e 500 MHz).

Parte N° &¥C  &'H (mult; J= Hz, Int.) HMBC COSY NOE
1 982 5,19(d;6,2; 1H) C1, C3, C5 &9 H1’, H9 e
C9 H8
3 1554 7,51 (d;1,5; 1H) C1, C4, C5, CH5
e C11
4 1108 -
5 455 3,00(dd; 7,5e1,5; 1H) C1, C3, C4, G#&,H6 e H9
e C9
6 130,1 5,80 (quint.; 1,5; 1H) C5, C7, C8 H5,H8, H10
C10
7 1476 -— e
8 822 455(dt;4,6e1,5 1H) C7 H6, H9 e
H10
A 9 47,1 3,03(ddd;7,5,6,2e1,5;1H) C3, C5, CB, €1, H5e H8
e C8
10 61,0 4,34a(dt;15,3e1,5;1H) C6,C7eC9 H10b
4,16-4,23b (m; 2H) H6, H8 e
H10
11 170,3 -—---
12 52,1  3,75(s; 3H) C11
1’ 100,3 4,67 (d; 7,6; 1H) C1 H5’
2 784
3 778
4 748 321364 (m)
5 71,5
6 62,7 3,64(ddd; 12,2;6,2e 1,7, 1H) H6”
1 101,5 5,06 (d;8,7; 1H) C1,C3eC9 H9 H1 e H9
3 1554 7,65(dd;1,5e0,6; 1H) C1, C4,C11 H%e H
4 1083 -
5 42,7 3,01(dd; 7,6 e1,5; 1H) C1, C3, C4, €83, H6 e H9
C8e C9
6 129,8 6,02 (ql; 1,5; 1H) C5, C7, C8, CBI5, H8 e
e C10 H10
7 1515 -
8 754 4,80(ddd;6,0,2,8e15 1H) C7eC9 H69 He
H10
B 9 458 2,56(ddd;8,7,7,6e0,6;1H) C1, C5 C7H4,H5e H8
Cs8
10 61,7 9,46 (dd; 15,6 e 1,5; 1H) C6,C7eC9  H6eHI10b
®4,16-4,23 (m; 2H) C6 e C7 H8 e H10a
11 1695 -
12 51,9 3,74 (s; 3H) C11
1" 100,4 4,72 (d; 8,0; 1H) C1
2" 785
3 778
4 749 3:28-343 (m)
5 71,6
6” 62,8 3,86 (ddd; 11,9;7,2e 1,7; 1H) H6’
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4.2.1.2 -COMPOSTO 25

O composto25 foi isolado como 6leo marrom claro solivel em metaapresentando
fluorescéncia sob luz ultravioleta € 254 nm), ed]** — 190,68 (CH;OH; ¢ 0,0045 g/mL).

O espectro d&5 na regido do IV (anexo, pag. 196) apresentou lsaw@aabsorcao
intensas em 3421 ¢m1695 cnt e 1638 crit, indicando a presenca de hidroxilas, carbonilas de
éstera,3— insaturada e grupos olefinicos em sua estrutuspeotivamente.

Os dados espectroscépicos de RME (CD;OD, 125 MHz, anexo pag. 202), mostraram
que o composto possui dezoito atomos de carbormméfse conjunta dos espectros de RMN
e HSQC (CROD, 500 MHz, anexo pag. 203-208), evidenciou agrea do nucleo iridoidal
secologaninico glicosilado pela presenca dos sieésentes a 01 grupo acetdl € 5,57/94,9),
02 olefinicos §uic 7,40/152,9 e o carbono quaternario &4t 1,5), 01 metilénico §fuc 2,01 e
1,83/49,3), 01 metilicod(yc 1,26/24,8), 01 metoxilicodc 3,73/51,8), 02 metinicos $du/c
3,00/41,5 e 2,61/52,1), 02 carbindlico$ €pyc 4,04/77,6 e o quaternario énv9,1), 01 carbono
carbonilico em® 169,8, além de uma unidade glicosidica metoxildéeatificada pelo conjunto
de sinais de hidrogénios entre3,17-3,89 (H2'-H6’) e pelos sinais de hidrogénmoérico em
5 4,63 (d; 8,0; 1H, H1') e metoxilicos e#B,35 (s, 3H, OMe), correlacionados pelo espeatro d
HSQC aos carbonos ein63,0-78,5; 99,9 e 50,0, respectivamente

Através da analise do mapa de correlacdes HMBGQCD 500 MHz, anexo pag. 209)
observou-se uma correlacdo existente entre H12-Cafifirmando a presenca do grupo
carboximetilico no compos®@b. A correlacéo entre H12 e C4 do nucleo iridoidal @rrelacéo
entre H3 e C11, confirmou a presenca do grupo gartmtila ligado ao carbono C4; ja a
correlacéo entre H10 e C8 confirmou a localizagéah grupo metila no carbono C8. Ainda
pelo mapa de correlacbes HMBC, as correlacbes dufreCl’ e entre os hidrogénios
metoxilicos endy 3,35 (s, 3H) com os carbonos da unidade glicasieiméc 74,7 (C2') e 78,1
(C3’), mostrou a conectividade entre C1 do nuct&idal e a unidade glicosidica metoxilada
em C3'. A andlise do mapa de correlagbes COSY;QID 500 MHz, anexo pag. 210), mostrou
correlagdes entre H1-H9, H5 - H9, H6 - H3, aléntdeelacdes entre os hidrogénios H6 - H7,
confirmando assim a presenca do esqueleto iridseadloganinico na estrutura na estrutura do
compostaz2s.

Os hidrogénios H1-H9 e H5-H9 acoplam entre si comstantes de 2,7 Hz e 10,3 Hz.
Atravésda constante de acoplamento observada para o &doog1l’ = 8,0 Hz), foi possivel
atribuir configuracag a unidade glicosidica. A estereoquimica relataea s hidrogénios H1,
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H5, H6, H7a, H7b, H9 e H10 foi confirmada atravésadalise do mapa de correlacdes NOESY
(CDsOD, 500 MHz, anexo pag. 211), onde observou-seelam@es entre H1, H5, H7b, H9 e
H10 e entre H6 e H7a, indicando que H1, H5, H7®,eHH10 estdo em uma mesma face da
molécula e que estdo opostos a H6 e H7a. O comédst um iriddide glicosilado do tipo
secologaninico, cuja estrutura € inédita. As ppaisi correlacdes observadas nos espectros de
HMBC, COSY e NOESY encontram-se apresentadaBIG&RA 28. Os dados espectrais de
RMN **C, 'H, HMBC, COSY e NOESY do composto 25 encontramaEABELA 36.

O,

\12

OMe

—> NOESY

FIGURA 28: Principais correlagbes observadas nos mapas delagifesHMBC, COSY e NOESY para o
composta5.

TABELA 36: Dados espectrais de RMRC, 'H, HMBC, COSY e NOESY d@omposto25
(CDsOD, 125 e 500 MHz).

N° 3% & (mult; J=Hz, Int) HMBC COSY NOESY
1 94,9 5,57 (d; 2,7; 1H) C1,C3,C5e C9 H9 H5pH7
H9 e H10
3 152,9 7,40 (d; 1,1; 1H) C1,C4,C5eCl11 H5
4 111,5
5 41,5 3,00 (dd; 10,3 e 3,4; 1H) C1, C3, C4, C6e@® H3,H6 e H9 H7b, H9,
H10
6 77,6 4,04 (td; 6,1 e 3,4; 1H) C4,C7,C8e C9 H753,e H7b H7a
7 49,3  °2,01(dd;13,3e6,1;1H)  C5,C6,C8,C9e C10 H7b e H6
*1,83 (dd; 13,3 e 6,1) H7a e H6
8 791
9 52,1  2,61(dd; 10,3 e 2,7; 1H) C1,C4,C5,Cc86C H1e H5 H1 e H5
10 24,8 1,26 (s; 3H) C8 H5 e H9
11 1698
12 51,8 3,73 (s; 3H) C4,C11
i 99,9 4,63 (d; 8,0; 1H) C1,C2 eC5 H2’
2’ 74,7 3,17 (dd; 8,0 € 9,2; 1H) Cl'eC3 H1' e’H3
3 78,1 3,35 (d; 9,2; 1H) H2' e H4’
4 71,3 3,25 (dd; 9,6 e 8,8; 1H) C3,C5 e C6’ H3’
5’ 78,5 3,30-3,32 (m) C2,C4 e C6’ H6'a,b
6’ 63,0 3,89 (dd; 12,0 e 2,4; 1H) C4'eC5 H5' e H6'b
*3,65 (dd; 12,0 e 6,2; 1H) C4'eCH H5’ e H6'a
OMe 50,0 3,35 (s, 3H) C2eC3
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4.2.1.3 -COMPOSTO 22

O composto22 foi isolado como cristais incolores em forma deillags solUveis em
metanol e em mistura de metanol/cloroférmio (1:f)eaentandoo]®, — 1,54 (CH:OH:; c
0,0010g/mL) (lit. — 1,36°, LOPES&. al 2007).

O espectro na regido do IV (anexo, pag. 212) aptes bandas de absorgéo intensas em
3353 cn, caracteristica da deformacdo axial da ligacdo, (2886 cni e 1462 cr,
caracteristicas das deformacdes axiais e angularkgacdo C-H do tipo Sprespectivamente.

A anélise dos espectros de RMfC e HSQC editado (CD@CD;OD, 125 e 500 MHz,
respectivamente, anexo pag. 213, 217-219) evidemnmipresenca de 20 atomos de carbono,
sendo 04 metilico¢ 17,9; 20,3; 25,3 e 30,1), 07 metilénicds 19,7; 21,6; 28,2; 39,0; 43,4;
48,2 e 59,0), 05 metinicodq49,8; 56,9; 58,1; 70,1 e 85,4) e 04 carbonos quates § 40,6;
41,6; 46,1 e 80,2).

A andlise conjunta dos espectros de RittNe HSQC (CDGJCD;OD, 500 MHz, anexo
pag. 209-214) , indicou a presenca de 02 hidrogécaobindlicos endy,c 3,68/70,1 (dddJ)=
4,6; 9,7 e 12,0 Hz, H-2) & 2,91/85,5 (d;J = 9,7 Hz, H-3), 03 metinicos, caracteristicos de
juncao de anel em 0,87/56,9 (ddJ= 1,5 e 12,5 Hz, H-5), 1,02-1,04/58,1 (m; H-9) e41,8
1,86/49,8 (m; H-13), 12 metilcos &l,35/25,3 (s; H-17), 1,00/30,1 (s; H-18) e 0,8081(8; H-

19) e 1,10/20,3 (s; H-20), além de 16 hidrogéniesilémicos entré 0,85-2,15/19,7-59,0.

A andlise do mapa de correlac&#dBC (CDCly/CDsOD, 500 MHz, anexo pag. 220-221)
mostrou correlagdes entre o hidrogénio H3 com dsoc@ C2 e C4, confirmando a localizag&o
dos grupos hidroxilas nas posi¢cdes C2 e C3. Apada analise do mapa de correlac8é4BC
verificou-se correlacdes entre os hidrogénios H#@ o carbono C10, entre os hidrogénios H18
e H19 com o carbono C4 e entre os hidrogénios Hh7 @ carbono C16, indicando que os
grupos metilas encontram-se nas posicbes C10, ©416, respectivamente. Por fim, as
correlacbes observadas entre os hidrogénios H150sararbonos C8, C9, e C14 confirmaram o
esqueleto kaurano para o compd2o

A estereoquimica relativa do compos2@ foi proposta com base na constante de
acoplamento observada entre os hidrogénios caitisdH2 e H3, cujo valor de 9,7 Hz condiz
com o acoplamento axial-axial, fixando H2 e H3 pasi¢bes axiais e as hidroxilas ligadas a C2
e C3 nas posicOes equatoriais, conferindo a elasiemtacdof3 e a, respectivamente. As
constantes de acoplamento observadas para H5-HB5de 12,5 Hz sdo caracteristicas de
acoplamento do tipo axial-equatorial e axial-axie§pectivamente, indicando que o hidrogénio
H5 encontra-se na posi¢cao axial e possigntacadg.
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Através dos dados obtidos e a comparacdo com ass dathecidos por LOPESt. al
(2007), o compost@?2 foi identificado como sendo o diterpeno ent-kaardf,3a,16a-triol
isolado anteriormente eAlibertia macrophyllak. Schum, uma espécie da familia Rubiaceae.

As principais correlagdes observadas nos mapaswelacdes HMBC e COSY para o
composta22 estdo representadas RESURA 29. Os dados espectroscépicos de RMNize
'H do compost@2, bem como o da referéncia consultada, estéo apeeses nd ABELA 37.

(b)

FIGURA 29: Principais correlacbes observadas nos espectrdd/@€ (a) e COSY (b) para o compo&a

TABELA 37: Dados espectrais de RMRC e'H do compost@2 e da referéncia consultada.
ent-kaurano-2B,3p,16p-triol °
(LOPES, t. al., 2007)

Composto isolad8

N° 3%C &H (mult.; I= Hz) 3 5H

1 48,2 0,85 (d; 12,0) 47,0 0.67 (ddl, 12.0, 12.0)
2,15 (dd; 4,6 e 12,0) 1.95 (dd, 12.0, 4.5)

2 70,1 3,68 (ddd, 4,6; 9,7 € 12,d) 67,3 3.45 (ddd, 12.0, 9.5, 4.5)

3 85,5 52,91 (d; 9,7) 82,3 2.72 (d, 9.5)

4 40,6 38,8

5 56,9 0,87 (dd, 1,5 e 12,5) 54,6 0.76 (dl, 12.0)

6 19,7 1,56-1,58 (m) 17,7 1.50 — 1.52 (m)

7 43,4 1,49 (dt; 3,4 e 13,1) 41,6 1.54 — 1.55 (m)

1,60-1,62 (m)

8 46,1 44,4

9 58,1 1,02-1,04 (m) 56,1 0.89 — 0.95 (m)

10 41,6 39,0

11 21,6 1,55-1,59 (m) 19,8 1.46 — 1.50 (m)

12 28,2 1,58-1,62 (m) 26,4 1.44 — 1.48 (m)

13 49,8 1,84-1,86 (m) 47,8 1.71 - 1.74 (m)

14 39,0 1,59-1,62 (m) 37,0 1.54 — 1.59 (m)

1,90 (d; 11,5) 1.72 - 1.75 (m)

15 59,0 1,56-1,59 (m) 57,5 1.38 — 1.48 (m)

16 80,2 76,7

17 253 1,35 (s) 24,3 1,22 (s)

18 30,1 1,00 (s) 28,9 0,90 (s)

19 17,9 0,80 (s) 16,8 0,69 (s)

20 20,3 1,10 (s) 18,7 1,00 (s)

aRMN de’H e ®C (CDCK/CD50D, 500 e 125 MHz},RMN de’H e **C ((D6)DMSO, 600 e 150 MHz).
88



4.2.1.4 -COMPOSTOS 20 e 21

20 21

Os composto0 e 21 foram obtidos a partir fracdo cloroférmica dashéd e da fracéo
acetato de etila dos galhos de intermedia como um solido incolor branco amorfo,
apresentando fluorescéncia sob luz W\=(254 nm).

O espectro desses compostos na regiao do IV apoadesndas de absorgédo em 3435 cm
11692 cn, referentes a presenca de grupamentos hidrax@i@arbonilicos nos compostos.

A andlise dos espectros de RMRC (CDCh, 125 MHz, anexos pag. 223) revelou a
presenca de sessenta atomos de carbono. O espeddN **C apresentou sinais de carbonos
olefinicos emd 138,4 (C-13, 20)s 125,8 (C-12, 20)¢ 144,1 (C-13, 21) é 122,7 (C-12, 21),
além de sinais de carbonos alilicos &®3.1 (C-18, 20) ¢ 41,5 (C-18, 21), caracteristicos de
triterpenos da série ursano (OLIVEIRA al, 2008) e oleano, respectivamente. No espectro de
RMN °C, observou-se ainda sinais de carbonos carbimsoéoos 79.0 (C-3, 20) e 78,9 (C-3,
21), além de carbonos carbonilicos de grupo aciud £81.1 (C-28, 20) e 180,9 (C-28, 21).

A andlise conjunta dos espectro de RN# (CDCh, 500 MHz, anexo pag. 224), dos
mapas de correlacdes HSQC e HMBC (CH600 MHz) e comparagao com dados da literatura
(TAKETA et al, 2004; JUNGES et al, 2000; SANTG# al, 2005; MAHATO e KUNDU,
1994), identificou os compost@ e21 como sendo o acidd33hidroxiurs-12-en-28-6ico (acido
ursolico) e acido [3-hidroxiolean-12-en-28-0ico (acido oleandlico) neogorcdo de 2:1,
respectivamente.

O acido ursolico apresentou-se como composto nejoridos extratos cloroférmico,
hexénico e acetato de etila das folhasAdentermedia pois sua presenca foi identificada em
todas as fracdes obtidas dos mesmos. Esta sulastanddém foi isolada de fracdo acetato de
etila do caule dé. intermediaporém em menor proporgao.
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4.3 —ELUCIDACAO ESTRUTURAL E DADOS ESPECTROSCOPICOS DOSMPOSTOS
REISOLADOS DEA. GUIANENSISBEM COMO DOS COMPOSTOSB30H,3-AMIRINA,
B-SITOSTEROL GLICOSILADOB-ESTIGMASTEROL GLICOSILADOB-SITOSTEROL E
B-ESTIGMASTEROL.

4.3.1 -COMPOSTO 7

35

7 Amaiouina

O composto 7 foi isolado da fracdo cloroférmica gdges como sélido cristalino incolor
na forma de agulhas com PF 248-2@9[u]**, = - 87,67 (CH;OH; ¢ 1,27).

O espectro deste composto na regido do IV (aneag, p25) apresentou bandas de
absorcdo na regido de 3290°tm665 crit e 1610 crit referentes & existéncia de grupamentos
amina, carbonilicos e aromaticos, respectivamente.

A andlise conjunta dos espectros de RftNe HSQC (CDGJ500 MHz, anexo pag. 226-
227) do composto 7 e a comparacao com os dadateddura (OLIVEIRA, 2009), indicou-o
como sendo o alcal6ide ciclopeptideo amaiouinarianmteente isolado das folhade A.
guianensis

4.3.2 -COMPOSTO 10

Dados espectroscépicos do manitol

RMN *H (D,0, 500 MHz):3 3,73-3,80 (m, ktHs), 3,86 (dd, 11,9 e 2,8;.He Hs ) e 3,67 (dd,
119e6,1; hhe Hyp).
RMN *C (D;0, 125 MHz):53 64,6 (G e G), 70,7 (Ge C) e 72,2 (Ge G).
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4.3.3 -COMPOSTOS 11 e 12

11 12

A mistura das substancidg e 12 foi isolada das raizes de guianensiomo um solido
amorfo branco soluvel em metanol, apresentandoehe@ncia sob luz ultravioleta € 254 e
365 nm).

O espectro na regiao do IV para os composios12 (anexo, pag. 228) mostrou bandas de
absorcao tipicas de unidades flavonoidicas, corddsade absorcao largas e intensas nas regifes
de 3307 crittipica de estiramento O-H em ligacdes de hidrogéné e intramoleculares, 1611
cm’ referente & deformacédo axial C=C de anel aroméatiéd5 cni referente a deformacéo
angular C-H de aromaticos, além de bandas de def@omaxial C-O em 1200 e 1000tm

A andlise detalhada dos espectros de RMN uniienbitsionais da mistura (anexo, pag.
229-230), indicou-a como sendo as proantocianidirdimeéricas A2 (epicatequina-
(2B—7,43—8)-epicatequina) e A6 (epicatequing-{27,43—6)-catequina), respectivamente,
anteriormente isoladas das folltgsA. guianensi€OLIVEIRA, 2009).

Os dados espectrais de RMfC e 'H dos compostodl e 12, juntamente com os dados
fornecidos pela literatura (OLIVEIRA, 2009) estapresentados na$ABELAS 38 e 39,
respectivamente.
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TABELA 38: Dados espectrais de RMN t¢ e'°C do compostd 1 e da referéncia consultada.

Composto isolad8

Proantocianidina A2
OLIVEIRA, 2009°

Anel N°C &-C 6 'H (mult., J Hz) 6 °C 8 'H (mult., J Hz)
2-Co 1002 - 1000 -

C 3-CH 68,1 4,06(d, 3,4) 67,6 4,32 (d, 3,3)
4- CH 29,3 4,41(d, 3,4) 29,0 4,20 (d, 3,3)

A  5-Co 1570 - 1566 -

6- CH 98,3 6,01(d, 2,4) 98,2 5,97 (d, 2,3)
7- Co 1581 - 1580 -
8- CH 96,7 6,07(d, 2,4) 96,3 6,06 (d, 2,3)
9- Co 1542 - 1540 -
10-Co 1043 - 1041 -

B 11-Co 1325 = - 1324
12-CH  115,7 7,14 (d, 2,2) 116,3 7,30 (d, 2,1)
13-Co 1457 - 1465 -
14-Co 1468 - 1451 -
15-CH  116,1 6,81 (d, 8,3) 115,3 6,85 (dd, 0,942 8,
16-CH  119,8 7,02 (dd, 8,3) 120,8 7,07 (dd, 8,428 2

F  2-CH 81,8 4,92(sl) 81,7 4,98 (sl)

3- CH 67,0 4,24(m) 66,0 4,13 - 4,16 (m)
4-CH, 29,9 2,95(dd,17,2e4,9) 30,5 2,59 (dd, 16,9 e 8,7)
2,76 (dd, 17,2 e 2,3) 2,81 (dd,16,9 e 1,8)
D 5-Co 1566 - 1557 -
6'- CH 96,5 6,10 (s) 96,5 6,15 (d, 3,0)
7-Co 1523 - 151,38 -
8-Co 1072 - 106,7 e
9-Co 1521 - 1519 -
10-Co 10255 - 1024 -

E 11-Co 131,1 = - 1309 -
12-CH 116,0 7,15 (d, 2,1) 115,7 7,19 (t, 2,2)
13-Co 1460 - 1461 -
14-Co 146, - 1463 -
15-CH 115,6 6,81 (d, 8,.2) 115,7 6,82 (dd, 8Q1®
16-CH 120,4 6,98 (dd, 8,2 e 2,1) 119,8 6,87 @id,e 2,1)

ARMN de’H e**C (CD;OD, 500 e 125 MHzf, RMN de’H e**C (CD;O CD;, 300 e 75 MHz).
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TABELA 39: Dados espectrais de RMN t¢ e'°C do compostd2 e da referéncia consultada.

Composto isolad8

Proantocianidina A6
OLIVEIRA, 2009°

Anel N°C  &°C  &'H (mult,JHz) 8 C 6 'H (mult., J Hz)

C 2-Co 1004 - 1001 -
3-CH 67,6 4,08 (d, 3,6) 67,4 4,02 (d, 5,2)
4- CH 29,7 4,29 (d, 3,6) 29,0 4,27 (d, 5,2)

A 5-Co 1553 - 156,2 -

6- CH 97,0 6,09 (d, 2,2) 98,0 5,96 (d, 2,3)
7- Co 1581 - 1580 -
8- CH 96,6 6,04 (d, 2,2) 96,3 6,06 (d, 2,3)
9- Co 1544 - 1541 -
10- Co 1042 1039 -

B 11-Co 1322 - 1323
12-CH 1158 7,17 (d, 2,1) 116,1 7,01 (d, 1,8)
13- Co 1457 - 1466 -

14- Co 1468 - 1547 -
15-CH 1157 6,83 (d, 8,3) 115,3 6,85 (dd, 0,948 8,
16-CH 1200 7,05 (dd, 8,3e2,1 121,0 7,05 (cIe28,4)

F 2-CH 79,8 4,78 (sl) 84,8 4,71 (d, 8,1)
3'- CH 67,4 4,14 (m) 67,5 4,13-4,16 (m)
4-CH, 295 290(dd,17,0e4,5) 29,9  2.59(dd, 16,9 e 8.7)

2.79 (dd, 17,0 e 3,0) 2.81 (dd,16,9 e 1.8)

D 5-Co 1557 - 1569 -

6'- Co 1088 - 1069 -
7'- Co 1528 - 151,7 -
8- CH 97,0 6,11 (s) 96,6 6,15 (d, 3,0)
9- Co 151,7 - 1519 -
10-Co 1031 - 1033 -

E 11-Co 1321 = - 130,7 -
12-CH 11572 6.95 (d, 1,7) 115,7 7,19 (t, 2,2)
13-Co 1456 - 1460 -
14-Co 1459 - 1463 -
15-CH 1159 6,75 (d, 7,8) 116,1 6,82 (dd, 8,4% 0
16-CH 1194  6,77(d,7.8e1,7) 119,8 6,87 (dd,631,8)

2RMN de'H e**C (CD,OD, 500 e 125 MHz), RMN de'H e **C (CD,O CD;, 300 e 75 MHz).
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4.3.4 -COMPOSTO 9

N
~

Dados espectroscopicos do compostB-BAc-B-amirina

RMN *H (CDCk, 500 MHz, TMS, anexo pag. 238)0,76 (s; Ha), 0,85 (S; Hs € M), 0,86 (S; Hg),
0,90 (s; Ha), 0,92 (s; Hy, 0,93 (s; Hy), 1,13 (s; H;) (envelope de sinais de metila§)85-0,88
(m,Hs), 1,58 (dd; 15,2 e 3,2;d4 2,82 (dd; 13,3 e 3,7;4), 4,50 (dd; 7,4 e 5,6; e 5,28 (t; 3,7; k)

RMN *3C (via HSQC e HMBC, 500 MHz, CDEITMS, anexos pag. 232-23%)15,2 (Gs), 16,5
(Cze), 16,5 (Go), 16,9 (G4), 18,0 (G), 21,2 (Gy), 23,2 (Gy), 23,3 (Go), 26,5 (Gy), 27,3 (Ge), 27,5 (Q),
27,6 (Gs), 27,8 (Gg), 30,7 (Gy), 32,4 (G), 32,8(Cz), 33,8 (Gy), 36,7 (Go), 37,0 (GQ), 37,4 (Go), 37,8
(C22), 38,0 (G), 39,0 (G), 40,9 (Gs), 41,6 (Ga), 45,7 (Go), 47,3 (G), 55,0 (G), 80,8 (G), 122,6 (Go),
143,5 (Ga), 171,0 (Gy).

4.3.5 -COMPOSTOS 3 e 4

Dados espectroscépicos di Sitosterol glicosilado (3).

RMN *H (CDCL/CDs0D, 500 MHz, TMS)® 0,69-1,02 (envelope de sinais de metilag; His,
Ho1, Hae Hz7 € Hbg), 3,57-3,65 (m, B, o 5,38 (d,J = 5,17 Hz, H) e 3,21-4,41 (sinais da
unidade glicosidica).
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RMN 3C (CDCK/CD50D, 125 MHz, TMS)3 12,1 (Gs), 12,2 (Gs), 19,1 (G1), 19,2 (G7), 19,6
(C19), 20,0 (Ge), 21,4 (Gy), 23,5 (Gg), 24,7 (Gs), 26,5 (Ga), 28,6 (Ge), 29,6 (CGs), 29,9 (G),
32,4 (G), 32,3 (G), 34,4 (Go), 36,6 (Go), 37,1 (Go), 37,7 (GQ), 40,2 (Gy), 42,7 (Gy), 39,0 (Q),
46,3 (G4), 50,6 (G), 56,5 (G7), 57,2 (Ga), 79,4 (Q), 122,3 (G), 140,8 (G), 62,2 (C6"), 70,7
(C4"), 74,0 (C2"), 76,4 (C5’), 77,0 (C3") e 101,61).

Dados espectroscopicos dvEstigmasterol glicosilado (4).

RMN *H (CDCL/CDs0D, 500 MHz, TMS)® 0,69-1,02 (envelope de sinais de metilag; His,
Ho1, Hoe, Ho7 € Hbg), 3,57-3,65 (M, B), 65,38 (d,J=5,17 Hz, H), 5,03 (dd;J=9,1 e 15,1 Hz,
H.3), 5,16 (ddJJ=8,7 e 15,1 Hz, ) e 3,21-4,41 (sinais da unidade glicosidica).

RMN *°C (CDCK/CD50D, 125 MHz, TMS)3 12,1 (Gg), 12,2 (Gg), 19,0 (Gy), 19,2 (G-), 19,5
(C19), 20,0 (Ge), 21,3 (Ga), 23,4 (Gg), 24,7 (Gs), 28,6 (Ge), 29,5 (Gs), 29,9 (G), 32,4 (G),
32,3 (@), 36,5 (Go), 37,1 (Go), 37,7 (Q), 40,2 (G2), 42,7 (Ga), 39,0 (Q), 46,3 (G4), 50,7 (G),
56,4 (G), 57,2 (G4), 79,5 (G), 122,5 (G), 129,5 (C23), 138,3 (C22), 140,85{C62,2 (C6"),
70,7 (C4), 74,0 (C2), 76,4 (C5’), 77,0 (C3) 16 (C1)).

4.3.6 -COMPOSTOS 5¢€ 6

Dados espectroscopicos di Sitosterol (5).

RMN *H (300 MHz, CDC4, TMS): & 0,68-1,00 (envelope de sinais de metilag;, Hho, Hox,
Hae, Ha27 € Hyg), 3,47-3,54 (M, B) €3 5,35 (d,J= 5,2 Hz, H).

RMN 3C (75 MHz, CDC}, TMS): 5 11,8 (Gg), 12,0 (Go), 18,8 (Gy), 18,2 (Gy), 19,4 (Go),
19,0 (Ge), 21,0 (Gu), 23,0 (Gg), 24,2 (Gs), 26,0 (Gg), 28,3 (Ge), 29,1 (Gs), 31,4 (G), 31,9
(C7), 31,9 (G), 33,9 (G2), 36,1 (o), 36,5 (Go), 37,2 (G), 39,7 (G2), 40,5 (Gs), 42,3 (G), 45,8
(C24), 50,1 (G), 56,0 (G7), 56,7 (G4), 71,8 (G), 121,7 (@), 140,7 (G).
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Dados espectroscopicos dvEstigmasterol (6).

RMN *H (300 MHz, CDC}, TMS): & 0,68-1,00 (envelope de sinais de metilag; His, Ho,
Hae, Hoz € Hg), 3,47-3,54 (M, K), 5,35 (dJ = 5,2 Hz, H), 5,01 (ddJ= 8,6 e 15,2 Hz, ki), 5,14
(dd; J=8,6 e 15,2 Hz, b3).

RMN *°C (75 MHz, CDC}, TMS): & 11,8 (Gg), 12,0 (Gg), 21,2 (Gy), 18,7 (G7), 19,8 (G),
18,9 (Gg), 21,0 (Ga), 21,2 (@), 24,3 (Gs), 23,0 (Gs), 28,2 (Ge), 31,6 (G), 31.9 (G e G),
32,4 (Gs), 35,8 (Go), 37,2 (Q), 39,6 (G2, 40,5 (Gy), 42,2 (Go), 42,3 (G), 50,3 (G), 50,1
(C24), 56,1 (G7), 56,8 (Ga), 71,8 (Q), 121,7 (G), 129,2 (Gg), 138,3 (&), 140,7 (G).

4.4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A andlise de variancia (ANOVA), atividade antioxitla como fator, foi utilizada na
comparacao multipla de médias. A homoscedastieidiad variancias foi verificada pelo teste
de Cochran apo6s a transformacédo dos dados por Aqdls a diferenca entre as médias ser
estabelecida na ANOVA, o teste de Tukey foi apkicads valores obtidos para p < 0,05 foram
considerados significativos.

A analise comparativa da atividade antioxidaentre os extratos brutos das diferentes
espécies estudadas, frente ao radical livre DPRid{rou que os extratos brutos dos galhos (7,48
ppm) e das folhas (5,30 ppm) da espdciguianensisaapresentaram melhor atividade que os
extratos brutos dos galhos (57,42 ppm) e das fallsagspéciéA. intermedia(57,42 ppm)
Dentre as diferentes partes analisadas das especgsanensie A. intermedia 0os extratos
brutos das folhas foram os que apresentaram a malividade antioxidante, com valores de
(5,30 ppm) e (46,83 ppm), respectivamente. Os t@stracetato de etila das folhas, raizes e
galhos deA. guianensisipresentaram valores desd@roximos ao valor de Kgencontrado para
0 acido ascorbico (Staden e colaboradores, 20apyesentaram valores des¢@enores que o
valor apresentado pelo padrdo sintético BHT (STAD&ENolaboradores, 2011). Os extratos
brutos dos galhos e das raizesAdguianensispresentaram valores desg@nuito proximos ao
valor encontrado para o padréo sintético utilizealmercialmente.

Os valores de 1§ para todas as amostras analisadas foram obtidastiada analise de
regresséo linear e mostraram bons valores de agé@!(r > 0.9) estando apresentados na
TABELA 40.

96



TABELA 40: Atividade Antioxidante dos extratos obtidosAlgguianensig A. intermedia

IC50 (mg/L) dos Extratos

Espécie Parte da Bruto Metandlico Ac.OEt CHCI;/ Hexanico Compostos

Planta CH-CI; 1M1e12
A.guianensis Frutos 71,87 fg* NA 49,35 ij 275,18 bc 564,04 a
Raizes 7,55 pg 9,95 op 255t 19,43 no0 4919 hi 3,9 ut
Folhas” 5,30 qr 45,83 jk 4,05rs NA 248,46 cd
Galhos 7,48 pg NA 3,67 st NA NA
A. infermedia Folhas 46,83 ij 33,94 kl 171,95de 389,17 ab NA

Galhos 57,42gh 28,14 mn 30,06 Im 146,34 ef NA

Controle positivo: Acido ascérbico 1.7

BHT 74

NA: Nao avaliado # Atividade reavaliada (OLIVEIRA, 2009)
(*) Médias seguidas pela mesma letra na tabelalii@@m significativamente ao nivel de 5% pelogaeak Tukey.

As fracOes acetato de etila das raizes, das fothados galhos deA. guianensis
apresentaram os melhores resultados de atividdibxidante, com valores iguais a 2,55; 4,05 e
3,67 ppm, respectivamente, que ndo diferem signiMiamente entre si. A mistura dos
compostos 11 e 12, compostos fendlicos isoladofaddo acetato de etila das raizesAde
guianensis apresentaram valor de atividade antioxidante Bem& ao encontrado para o
extrato que os continham (3,9 ppm), indicando@gieompostos 11, 12 e os demais compostos
estruturalmente semelhantes contidos nesse extpatdem ser os responsaveis pelo alto valor
de atividade antioxidante encontrado para 0 mesmo.
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5 - CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das espéciesguianensi® A. intermediaresultou no isolamento e
identificacdo de diversas classes de substanciamtrd as substancias isoladas, foram
identificados dois alcaloides ciclopeptideos, sei@dides secologaninicos, dois diterpeno
kauranicos, duas proantocianidinas diméricas dw Aiptrés triterpenos pentaciclicos, além de
esteroides € acucar alcool. Dos compostos isolddstacam-se os de numegditerpeno
kaurano) 19 (alcal6ide ciclopeptideo)24 (iridéide) e 25 (irddide) por serem inéditos na
literatura. O composto 8 € um dos poucos reprastag de diterpenos presentes em espécies de
Rubiaceae. Assim como o composto 8, o compost@ W dos poucos representantes dessas
classes metabdlitos dentro da familia Rubiaceagurti® a atual classificacdo para os alcaldides
peptideos de TAN e ZHOU (2006), o alcaldide isolpddence ao tipo la2, sendo que este tipo
de alcaldide ciclopeptideo ja foi isolado em algsimspécies da familia Rubiaceae, porém o tipo
mais comumente encontrado nessa familia é o tipo VI

A andlise comparativa entre os extratos Brdtms varias partes de cada espécie estudada e
entre ambas as espécies mostrou que 0 extrato tastoaizes, dos galhos e das folhas da
espécieA. guianensisapresentaram os melhores valores de atividadexatdinte, 7,55; 7,48 e
5,30 ppm respectivamente, os quais nao diferemfisgivamente entre si (p > 0,05). As
fracOes acetato de etila das raizes e dos galhds. deianensisapresentaram os melhores
resultados de atividade antioxidante dentre todaBagbes analisadas, com valores iguais de
IC50 de 2,55 e 3,67 ppm, respectivamente. A andbgeerfil quimico do extrato acetato de etila
das raizes, realizado por Ressonancia Magnéticée@tugevelou que o mesmo € composto
majoritariamente por compostos fendlicos e acuc®esstudo cromatografico da fracao levou
ao isolamento da mistura das proantocianidinas 12, ejue, pelo teste de DPPH, apresentou
valor de 1Go igual a 3,9 ppm, sugerindo que a atividade ardente da fracdo acetato de etila
das raizes pode ser atribuida a presenca das qr@andinas, majoritariamente. Todos os
extratos citados acima reduziram a concentragaociainde DPPH em 50% utilizando
concentragdes iguais ou menores a do antioxidamtétiso utilizado comercialmente, o BHT
(7,4 ppm). Os demais compostos isolados, devidaixalguantidade obtida para os mesmos,
nao foram avaliados frente a atividade antioxidaDte extratos acetato de etila das raizes e dos
galhos deA. guianensispor apresentarem alta capacidade antioxidanterpaer investigados
para outros bioensaios, tais como para as atividaigie-inflamatéria e antitumoral.

As espéciesA. guianensise A. intermedia mostraram-se como importante fonte de
metabolitos secundarios, apresentando uma variedadelasses de substancias em sua
composicao, e a presenca de varios compostos @dddescritos na literatura.
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Espectro 1: Espectro na regido do IV para o composto 8.
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Espectro 2: Espectro de Massas de Alta Resolugcédo do composto 8.

101


Polly
Typewriter
101

Polly
Typewriter

Polly
Typewriter

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



Composto 8: Diterpeno inédito
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Espectro 3: Experimento de RMN "H (MeOD:CDCls, 500 MHz) do composto 8.
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Composto 8: Diterpeno inédito
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Espectro 4: Experimento de RMN "H (MeOD:CDCls, 500 MHz) do composto 8. Expansao |. 103
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Composto 8: Diterpeno inédito
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Composto 8: Diterpeno inédito
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Composto 8: Diterpeno inédito
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Composto 8: Diterpeno Inédito
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Espectro 9: Experimento de RMN HSQC (MeOD:CDCls, 500 MHz) do composto 8.
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Composto 8: Diterpeno Inédito
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Composto 8: Diterpeno Inédito
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Espectro 11: Experimento de RMN HMBC (MeOD:CDCl3, 500 MHz) do composto 8.
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Composto 8: Diterpeno Ineaito
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Espectro 12: Experimento de RMN HMBC (MeOD:CDCl3, 500 MHz) do composto 8. Expanséo |.
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Composto 8: Diterpeno Inédito
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 14: Espectro na regido do IV para o composto 19.
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Espectro 15: Espectro de Massas de Alta Resolucéo para o composto 19.
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 16: Experimento de RMN "°C (75 MHz, CDCls) para o composto 19. 115
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Composto 19: Alcaléide ciclopeptideo inédito
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Espectro 17: Experimento de RMN "H (500 MHz, CDCls) para o composto 19. 116
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Composto 19: Alcaloide ciclopeptideo inédito
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Espectro 18: Experimento de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) para o composto 19. Expanséo .


Polly
Typewriter
117

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 19: Experimento de RMN "H (500 MHz, CDCls) para o composto 19. Expans&o |I.
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Espectro 20: Experimento de RMN "H (500 MHz, CDCls) para o composto 19. Expansao |Il. 119
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédit
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Espectro 21: Experimento de RMN HSQC (500 MHz, CDClI3) para o composto 19.
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Espectro 22: Experimento de RMN HSQC (500 MHz, CDCI3) para o composto 19. Expanséo | 121
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 23: Experimento de RMN HSQC (500 MHz, CDCI3) para o composto 19. Expanséo |l 122
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 24: Experimento de RMN HMBC (500 MHz, CDCl3) para o composto 19. 123
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 25: Experimento de RMN HMBC (500 MHz, CDCI3) para o composto 19. Expanséo | 124
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 26: Experimento de RMN HMBC (500 MHz, CDCl3) para o composto 19. Expansao Il
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 27: Experimento de RMN COSY (500 MHz, CDCls) para o composto 19. 126
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 28: Experimento de RMN COSY (500 MHz, CDCl3) para o composto 19. Expansao |
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Composto 19: Alcaldide ciclopeptideo inédito
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Espectro 29: Experimento de RMN COSY (500 MHz, CDCl3) para o composto 19. Expansao Il
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F1 (ppm)

Espectro 30: Experimento de RMN NOESY (300 MHz, CDCI3) para o composto 19.
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Espectro 31: Experimento de RMN NOESY (300 MHz, CDCl3) para o composto 19. Expanséo |
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Espectro 32: Experimento de RMN NOESY (300 MHz, CDCI3) para o composto 19. Expansao I
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Espectro 33: Experimento de RMN NOESY (300 MHz, CDCI3) para o composto 19. Expansao llI
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Espectro 34: Experimento de RMN NOESY (300 MHz, CDCl3) para o composto 19. Expanséao IV
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120 - COMPOSTO 1 (PLUMERICINA)
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Espectro 35: Espectro na regido do IV para o composto 1.
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 36: Experimento de RMN *C (CDCls, 125 MHz) do composto 1 (Plumericina).
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 37: Experimento de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 1 (Plumericina). 136
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 38: Experimento de RMN "H (CDCls, 500 MHz) do composto 1 (Plumericina). Expansao .
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 39: Experimento de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 1 (Plumericina). Expansao |I. 138
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 40: Experimento de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 1 (Plumericina). Expansao Il
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 41: Experimento de RMN "H (CDCls, 500 MHz) do composto 1 (Plumericina). Expansao IV. 140
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 42: Experimento de HSQC (CDCl3, 500 MHz) do composto 1 (Plumericina).
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 43: Experimento de HMBC (CDCl3, 500 MHz) do composto 1 (Plumericina).
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Composto 1: Plumericina
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Espectro 44: Experimento de COSY (CDCl3, 500 MHz) do composto 1 (Plumericina). 143
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Compostos 13 e 14: (a e B gardiol)
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Espectro 45: Espectro na regido do IV para os compostos 13 e 14.
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Compostos 13 e 14: a e b Gardiol
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Espectro 46: Experimento de RMN *C (MeOD, 125 MHz) dos compostos 13 e 14 (o e B Gardiol). 145
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Espectro 47: Experimento de RMN "H (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14.
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Compostos 13 e 14: a e b Gardiol
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Espectro 48: Experimento de RMN "H (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. Expans&o |.
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Espectro 49: Experimento de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14
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Compostos 13 e 14: a e b Gardiol
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Espectro 50: Experimento de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. Expansdo III. 149
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Compostos 13 e 14: a e b Gardiol
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Espectro 51: Experimento de RMN HSQC (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. 150
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Compostos 13 e 14: a e b Gardiol
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Espectro 52: Experimento de RMN HSQC (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. Expanséo |. 151
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Compostos 13 e 14: a e b Gardiol
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Espectro 53: Experimento de RMN HSQC (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. Expans&o |I.
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Compostos 13 e 14: a e b Gardiol
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Espectro 54: Experimento de RMN COSY (MeQOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. 153
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Compostos 13 e 14: a e b Gardiol
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Espectro 55: Experimento de RMN COSY (MeQOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. Expansé&o |. 154
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Espectro 57: Experimento de RMN HMBC (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. 156
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Espectro 58: Experimento de RMN HMBC (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. Expanséo |. 157

F1 Chemical Shift (ppm)


Polly
Typewriter
157

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



Compostos 13 e 14: a e b Gardiol

C-AGFR5 a-Gardiol e b-Gardiol.300.esp

?

32

40

48

56

64

72

80

© (o]
(@] (o]

-
o
B

I
-
N
N

I
-
N
o

128
2136
2144
§152
;160
;168

- 176

L L L I L B L L L A B B
4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 34 3.3 3.2 3.1 3.0

F2 Chemical Shift (ppm)
Espectro 59: Experimento de RMN HMBC (MeOD, 500 MHz) dos compostos 13 e 14. Expanséo Il
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Espectro 63: Experimento de RMN 'H (CDCl3/MeOD, 500 MHz) do composto 15. Expans&o |.
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Espectro 64: Experimento de RMN "H (CDCl3/MeOD, 500 MHz) do composto 15. Expansao |I.
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Espectro 65: Experimento de RMN "H (CDCl3/MeOD, 500 MHz) do composto 15. Expanso |Il.
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Espectro 66: Experimento de RMN 'H (CDCl3/MeOD, 500 MHz) do composto 15. Expans&o IV. 165
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Espectro 67: Experimento de RMN HSQC (CDCl3/MeOD, 500 MHz) do composto 15. 166
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Espectro 68: Experimento de RMN HSQC (CDCl3/MeQOD, 500 MHz) do composto 15. Expanséo |. 167
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Espectro 69: Experimento de RMN HSQC (CDClz/MeQOD, 500 MHz) do composto 15. Expanséo |l
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Espectro 70: Experimento de RMN HMBC (CDClz/MeOD, 500 MHz) do composto 15.
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Espectro 71: Experimento de RMN HMBC (CDClz/MeOD, 500 MHz) do composto 15. Expansé&o |. 170
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Espectro 72: Experimento de RMN HMBC (CDClz/MeOD, 500 MHz) do composto 15. Expansé&o Il 171
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Espectro 73: Experimento de RMN HMBC (CDClz/MeOD, 500 MHz) do composto 15. Expanséao Il
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Espectro 74: Experimento de COSY (CDCl3/MeQD, 500 MHz) do composto 15. 173
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Espectro 75: Espectro na regido do IV para o composto 16.
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Espectro 76: Experimento de RMN "°C (MeOD, 125 MHz) do composto 16 (garjasmina). 175
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Espectro 77: Experimento de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) do composto 16 (garjasmina).

-

[Trrr o7
2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

176


Polly
Typewriter
176

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



Composto 16:

C-AGFR7 GARJASMINE.O011.esp

Garjasmina

// /
[ 3 3
| o0
2% co )
L{; [Te) N~ '\. /
] 6P|
| L o
28 | o
o7 P
,/ eJ [
« c c‘
/
/” //“‘
1.13 1.06 1.11
| |
T T T T T T ‘ T T T T T T
5.80 5.75 5.70 5.65 5.60
Chemical Shift (ppm)
177

Espectro 78: Experimento de RMN "H (MeOD, 500 MHz) do composto 16 (garjasmina). Expanséo .
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Espectro 79: Experimento de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) do composto 16 (garjasmina). Expansao 1.
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Espectro 80: Experimento de RMN HSQC (MeOD, 500 MHz) do composto 16.
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Espectro 81: Experimento de RMN HSQC (MeOD, 500 MHz) do composto 16. Expansao I.
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Espectro 82: Experimento de RMN HSQC (MeOD, 500 MHz) do composto 16. Expansao Il.
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Espectro 83: Experimento de RMN HMBC (MeOD, 500 MHz) do composto 16. 182
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Espectro 84: Experimento de RMN COSY (MeOD, 500 MHz) do composto 16.
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Espectro 85: Espectro na regido do IV para o composto 24.

184


Polly
Typewriter
184

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



CONE =60 COLLISION ENERGY =6 11:04:06 01-Jun-2012

010612_CA 592 4 (0.085) AM (Top,4, Ht,6700.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (2:157) TOF MS ES+
813.2429 1000
100 7
|
. 820.2191
831.2452
808.3003 ||| | 841.3215
7552390 i | 867.3747 g3 1936
O-rrrrrprerey ||] LRAAAE RARAS REAMS R AR IARRASREARS) “lll‘ I‘ '\‘--!"i'|”‘J'l"r'l'k'|‘”"s| T “l '1“'1*L|-‘|- |"]‘1“i“\“““““l"'l A2 RAARH LARAY REREH EALAY RAEL
010612_CA 592 (0.034) Is (1.00,1.00) C34H46021Na TOF MS ES+
100 813.2429 6.49¢12
]
O\O_‘ {
|814.2463
1
‘ 8152488
| {
O-trrrrprerrprrrr e ‘ JAALAMA AR Rases i Lanncll 1174

750 760 770 780 790 800 810 820 830 640 850 850 670 880 890 900 910 920 930

Espectro 86: Espectro de Massas de Alta Resolucéo para o composto 24.

185


Polly
Typewriter
185

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



Composto 24: Bis-iridéide Inédito

[(e}e} N~ [s2]
C-AIC18.002.esp BEIIE<B
) O O) O) O O
YYYYYYY
UNIDADE A
UNIDADE B
[e]
24 © 3
< o )
< < &
N o N
8 25
— o % o5
‘ S o ) B 0
- © Q ;10 € 5 Ny
(o] N [SeNR OS5« o ©
e s 28 ST <™~ @ |
© = b= '\'\/ N N <
L2 - gT 5K |- GQ Sw )
< RRES 0 O | pi ~Q ®
© 0 o S o | S = )
o 3 Ny = D | Ul i \
. ‘ oSO ~ | S
— ) N < 2 >
0 o N [Te}
T @] © &
®
) \ ) N
@ ~ —
o wn
~ — g
T bi 83
o Ak =
< w0 ; : ©
° Dl 2 C Nl g ol B[ 3 =
S 18ls 23 T a9 @ @ 2g cllelg 2823 s 3
2 T a3 g 2 [53° of ¥ & I TIAERS: y 8
© - .
| <t ™ o
3 ; 8" SITE T T N 5| S * |
’ [ | | |
41 WWMW WWWW.M WWWWWW' e L M " ,d
\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\
168 152 136 128 112 104 96 80 72 64 56 48 40 32 24 0

Chemical Shift (ppm)
Espectro 87: Experimegtp, de RMN 3C (MeOD, 125 MHz) do composto 24.


Polly
Typewriter
186

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



Composto 24: Bis-iridéide Inédito

C-AIC18.011.esp

UNIDADE A

UNIDADE B

24

D JULIWMMJNMML ML) W\J

LI I I B B LI O o L B L B I L L L L L L Y B
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0

Chemical Shift (ppm)
Espectro 88: Experimento de RMN "H (MeOD, 500 MHz) do composto 24. 187


Polly
Typewriter
187

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



C-AIC18.011 esp Composto 24: Bis-iridoéide Inédito

751 7.51

~-7.65

1.03 0.84
[E— [E—
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50

Chemical Shift (ppm)
Espectro 89: Experimento de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) do composto 24. Expans&o . 188


Polly
Typewriter
188

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



C-AIC18.011.esp

Composto 24: Bis-iridéide Inédito

o
N
0
‘ [o0]
7
o
o
s
~ N~
3 S g
ok "l g
O 5
| ©
(o]
|
/
1.39 1.12 0.26 0.24 0.58 1.00 0.14 0.75
L (I L [ L [ L L

6.05 6.00 5.95 5.90 5.85 5.80 5.75 5.70 5.65 5.60 5.55 5.50 5.45 5.40 5.35 5.30 5.25 5.20 5.15 5.10 5.05
Chemical Shift (ppm)
189

Espectro 90: Experimento de RMN 'H (MeOD, 500 MHz) do composto 24. Expanséo 1.
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Espectro 101: Experimento de RMN NOE (MeOD, 500 MHz) do hidrogénio em & 5,06 do composto 24.
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Espectro 106: Experimento de RMN "H (MeOD, 500 MHz) do composto 25. Expans&o 1.
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Espectro 111: Experimento de RMN COSY (MeOD, 500 MHz) do composto 25.
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Espectro 113: Espectro na regiao do IV para o composto 22.
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Espectro 115: Experimento de RMN "H (CDCl3:MeOD, 500 MHz) do composto 22.
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Espectro 117: Experimento de RMN "H (CDCl3:MeOD, 500 MHz) do composto 22. Expansao I.
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Composto 22: Diterpeno ent-kaurano-2b ,3a’',16a" -triol
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Espectro 118: Experimento de RMN HSQC (CDCl3:MeOD, 500 MHz) do composto 22.
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Composto 22: Diterpeno ent-kaurano-2b ,3a ,16a"“triol
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Espectro 119: Experimento de RMN HSQC (CDClI3:MeOD, 500 MHz) do composto 22. Expanséo |.
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Composto 22: Diterpeno ent-kaurano-2b ,3a ,16a -triol
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Espectro 120: Experimento de RMN HSQC (CDClI3:MeOD, 500 MHz) do composto 22. Expanséo |I.
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Composto 22: Diterpeno ent-kaurano-2b ,3a ,176a -triol
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Espectro 121: Experimento de RMN HMBC (CDCl3:MeOD, 500 MHz) do composto 22.
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Composto 22: Diterpeno ent-kaurano-2b ,3a ,76a -triol
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Espectro 122: Experimento de RMN HMBC (CDCl3:MeOD, 500 MHz) do composto 22. Expanséo |.
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Composto 22: Diterpeno ent-kaurano-2b ,3a ,16a -triol
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Espectro 123: Experimento de RMN COSY (CDCl3:MeOD, 500 MHz) do composto 22.
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Compostos 20 e 21: Acido Ursélico e Acido Oreanonco
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Espectro 124: Experimento de RMN "*C (CDCls/MeOD, 125 MHz) dos compostos 20 e 21. 223
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C-AIF11.001 59 Compostos 20 e 21: Acido Ursélico e Acido Oleandlico
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Espectro 125: Experimento de RMN "H (CDCl/MeOD, 500 MHz) dos compostos 20 e 21.
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Espectro 126: Espectro na regidao do IV para o composto 7.
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Espectro 127: Experimento de RMN "H (CDClz, 500 MHz) do composto 7 (amaiouina). 226
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Espectro 128: Experimento de RMN HSQC (CDClIz, 500 MHz) do composto 7 (amaiouina). 227
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100 - Compostos 11 e 12: Proantocianidinas A2 e A6
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Espectro 129: Espectro na regiao do IV para os compostos 11 e 12.

228


Polly
Typewriter
228

Edited by Foxit Reader
Copyright(C) by Foxit Corporation,2005-2010
For Evaluation Only.



Compostos 11 e 12: Proantocianidinas A2 ¢ A6
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Espectro 130: Experimento de RMN "°C (MeOD, 125 MHz) dos compostos 11 e 12 (proantocianidinas A2 e A6).
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Compostos 11 e 12: Proantocianidinas A2'¢"A6
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Espectro 131: Experimento de RMN "H (MeOD, 500 MHz) dos compostos 11 e 12 (proantocianidinas A2 e A6). 230
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Composto 9:3 b-ACETIL- b-AMIRINA
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Espectro 132: Experimento de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) do composto 9 (3 B-ACETIL- B-AMIRINA). 231
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Composto 9: 3 b-ACETIL- b-AMIRINA
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Espectro 133: Experimento de RMN HSQC (CDClz, 500 MHz) do composto 9 (3 B-ACETIL- B-AMIRINA). 232
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Composto 9: 3 b-ACETIL- b-AMIRINA
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Espectro 134: Experimento de RMN HMBC (CDClI3z, 500 MHz) do composto 9 (3 B-ACETIL- B-AMIRINA). 233
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