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RESUMO

Neste trabalho ¢é descrito 0 isolamento dos comg#s quimicos
micromoleculares das folhas, talos e raizeS€dmbretum fruticosurfiCombretaceae),
popularmente conhecida como “escova-de-macacorgaia’. O estudo fitoquimico da
espécie, empregando métodos cromatograficos emaghavitacional e cromatografia
liquida de alta eficiéncia, permitiu o isolamente dove constituintes quimicos
pertencentes a diferentes classes estruturais:tritégpenos de esqueleto oleanano
identificados como acido malinico, acido oleandkcacido arjundlico, duas lignanas
denominadas (-) trachelogenina e vladinol F, unmsturas dos esteroid@ssitosterol e
estigmasterol incluindo suas respectivas formasogjladas, uma lactona aromatica
acido 4'O-Acetil-3',3,4-tri-O-metilelagico e o flavonoide apigenina 8pD-
glicosideo. A determinacéo estrutural das subsi8nftii realizada através do uso de
técnicas espectrométricas como: infravermelho (Bfpectrometria de massa (EM e
EM-IES) e ressonancia magnética nuclear de hidiogRMN 'H) e carbono-13
(RMN *3C), incluindo técnicas bidimensionais (COSY, HSQBMBC) e comparacéo

com dados descritos na literatura.
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ABSTRACT

This work describe the isolation of the chemicahstdauents from leaves, stems and
roots of Combretum fruticosun{Combretaceae), popularly known as “escova-de-
macaco-alaranjada”. The phytochemical studies,gushromatographic methods such
as gravity column chromatography over silica ged amgh performance liquid
chromatography (HPLC), allowed the isolation andrebterization of nine chemical
constituents belonging to different structural slatiree oleanane triterpenes identified
as malinic acid, oleanolic acid and arjunolic adwo lignans named (-)-trachelogenin
and vladinol, the mixture of-sitosterol e stigmasterol, including its glucosidems, a
aromatic lactone 40-acetyl-3’,3,4-triO-methylelagic and the flavonoid apigenirCs-
B-D-glucoside. The structural determination wasireal by spectrometric techniques
such as: infrared (IR), mass spectrometry (EM aMdIES), and magnetic resonance of
hydrogen tH NMR) and carbon-13{C NMR), including bidimensional techniques
(COSY, HSQC e HMBC) and comparison with literature.
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INTRODUCAO

O géneroCombretumé reconhecido pelas inUmeras propriedades medicinai
(Pietrovski et al., 2004), por exemplo, as folhasmiges deC. zeyherisdo usadas no
tratamento de tumores e diarréia; as raize€.dmolle sdo usadas como anticéptico
(Fyhrquist et al., 2002) e, segundo Matos (1999 ascas e folhas @ leprosunséo
utilizadas no tratamento de sangramento, gargacéacer.

Plantas pertencentes a esse género sao fontedicpsolde metabdlitos
secundarios e seu estudo fitoquimico relata edpeaide o isolamento de triterpenos e
flavondides (Katerere et al., 2003), bifenilas (#ana et al., 2001), fenantrenos (Cirla e
Mann, 2003), lignanas (Letcher e Nhamo, 1971)olzs (Adnyana et al., 2000) e
taninos (Jossang et al., 1994).

Este trabalho tem como objetivo contribuir com olemrimento quimico sobre o
géneroCombretumisolando e caracterizando os metabdlitos seciosdpresentes nas
folhas, talos e raizes @& fruticosum

C. fruticosumtambém conhecido pelas sinonimtadoeflingii, C. oxypetalune
Gaura fruticosa € uma planta originaria da América do Sul, queidievsuas
caracteristicas ornamentais foi introduzida emogapaises, especialmente naqueles de
clima tropical, onde melhor se adapta.

O estudo quimico dessa espécie resultou no isotand nove substancias
pertencentes a diferentes classes. O fracionandmtextrato etanolico das folhas
permitiu o isolamento do acido maslinico (CFFEtM), triterpeno da serie oleaneno, do
acido 4’-OAcetil-3’,3,4ri-O-metilelagico(CFFE-2), lactona derivada do acido elagico
e ainda o isolamento de um flavonoide denominadgeama 8-CB-D-glicosideo
(CFFE-3). O estudo dos talos proporcionou o isoldme a identificacdo da mistura
dos esterbide$-sitosterol e estigmasterol (CTTH-1), obtidas atipado extrato
hexanico e das lignanas, relatadas pela primeima nge género, denominadas (-)
trachelogenina (CFTE-1) e vladinol (CFTE-2), obsidapartir do extrato etanolico. Do
extrato etandlico das raizes foram isolados carpenos pentaciclicos acido oleandico
(CFRE-1) e &cido arjunolico (CFRE-3) e a mistura dpicosideos p-sitosterol e
estigmasterol (CFRE-2).

Durante o desenvolvimento desse trabalho foramizaidids técnicas

cromatograficas como cromatografia em coluna e atogmafica em camada delgada,

1



utilizando silica gel, e Cromatografia Liquida dé&aAEficiéncia (CLAE). Técnicas
espectrométricas como Infravermelho (IV), Ressoéandagnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN'H) e Carbono (RMN?=C), incluindo técnicas bidimensionais como
'H, H-COSY, HSQC e HMBC foram utilizadas na elucidacéstrutural dos
metabdlitos secundarios isolados.

A apresentacdo deste trabalho de pesquisa enaantoaganizado em seis
capitulos: Capitulo 01 - Consideracdes BotanicagitGlo 02 — Revisdo bibliogréafica;
Capitulo 03 - Determinagdo Estrutural; Capitulo-ORrocedimentos Experimentais;
Capitulo 05 — Conclusdes; Capitulo 06 — Constaliisésas e dados espectroscopicos;
Capitulo 07 - Referéncias Bibliogréaficas. As refei@s bibliograficas utilizadas foram

organizadas conforme as normas da ABNT.
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1. CONSIDERACOES BOTANICAS
1.1 Consideracdes gerais sobre a familia Combretame

Combretaceae € uma familia botanica da ordem Mgitaue ocorre
predominantemente em areas tropicais e subtropidaiamilia compreende cerca de
400 espécies incluindo arvores, arbustos e liaisshdiidas em aproximadamente 20
géneros. Os dois géneros mais comumente encontsad@ombretume Terminalig
distribuidas largamente nas regides da Africa etadeAsia e regido nordeste do Brasil
(Katerere et al., 2003).

Souza (2005), descreve essa familia da seguintefor

Folhas opostas, simples, estipulas ou vestigia@s,gem inteira,
peninérvias, freqientemente concentradas no apax rdmos,
ocasionalmente nectarios extraflorais. Inflores@@ncacemosa,
geralmente espiga. Flores geralmente pouco vistdassexuadas,
actinomorfas, mono ou diclamideas, geralmente comscod
nectarifero. Calice com 4,5 ou 8 pétalas, diali gamossépalo.
Corola com 4, 5 ou 8 pétalas, dialipétala, preflacavalvar. Estames
geralmente em numero duplo ao niumero de sépalagsnongos e
vistosos, anteras rimosas. Ovario infero, com arpedos, unilocular,
placentacdo péndula, 2-6 oOvulos, estilete UnicatoFdupra ou

samara, com uma Unica semente, indeiscente.

Muitas espécies dessa familia séo utilizadas medinente em varios
continentes do mundo. Na Africa algumas espéciagaderoCombreturre Terminalia
sdo utilizadas tradicionalmente para tratar dofedominais, infeccbes bacterianas,
conjutivite, febre, Ulceras gastricas, dores dee¢caphemorragias, doencas cardiacas,

doencas de pele, cancer e doencas venéreas (Ex{f2008).
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1.2 Consideragdes gerais sobre o géne@ombretum.

O génerdCombretumeé um dos maiores pertecentes a familia Combretamea
cerca de 370 espécies (Pietrovski et al., 200@epEesentado por arvores, arbustos,
subarbustos e lianas, distribuidos pelas regimsctis da Africa, Asia e América.
(Catarino et al., 2000).
Plantas pertencentes a esse género sdo prolifmaesf de metabdlitos
secundarios bioativos. Os compostos fenantrendsbesms, flavonoides, bifenilas,
triterpenos sdo bastante encontrados em espécgse dgEnero, além de exibem
importantes  atividades farmacolégicas como: amdimétoria, antioxidante,
antitumoral, anti-HIV tipo 1 e 2, analgésica, antimbiana, entre outras (Garcez et al.,
2003).
Segundo Silva (2005), o géner€ombretum apresenta as seguintes
caracteristicas:
Arbustos escandecentes, folhas opostas, ndo agldaserno apice;
indumento com  tricomas escamiformes e  combretaceo-
compartimentados; frutos com 4-5 alas membranadiesss dispostas
em dibrétios multifloro ou em espigas ou racemaspges; bractéolas
longas, laceoladas.

1.2 Consideracdes gerais sobre a espé€fembretum fruticosum

C. fruticosum (Fig. 1 pag. 6), também conhecido pelas sinonin@asira
fruticosg Combretum loeflingji Combretum oxypetalun® um arbusto originario da
América do Sul, conhecido popularmente como esdevaracaco-alaranjada, em
virtude do formato de sua inflorescéncia densa eodalaranjada dos longos estames
(Lorenzi et al.,2001).

E uma planta ramificada de porte médio bastantsatierno paisagismo,
alcancando até 3 metros de altura e 6 metros deréar Suas folhas sédo opostas,
elipticas, perenes, de cor bronzeada, quando jogemsrde quando maduras. As
inflorescéncias surgem no verao e sao do tipo asp@n aspecto de escova. As flores
desabrocham inicialmente com a cor amarelo-esveadea medida que amadurecem,
adquirem uma tonalidade laranja intensa. Os frig@e secos, do tipo samara,

avermelhados e decorativos (http://www.jardineet/lor/banc/combretumfruticosum).
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Figura 1: Fotografias ilustrando folhas, flores e frutosedpécieC. Fruticosum*.
* Fotos cedidas pelo prof. Edilberto Rocha Silveira
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1-Revisao bibliografica sobre os constituintes duonicos das espécies pertencentes
ao géneroCombretum da familia Combretaceae

A revisdo bibliografica realizada por Rocha (20@8h sua dissertacdo de
mestrado, intitulada como Estudo Quimico @mbretum mellifluumEichler
(Combretaceae), descreve sobre as classes, ostuinotet quimicos e as atividades
biologicas de espécies pertencentes ao t&ambretum(Combretaceae). Os dados
foram obtidos de publicacbes registradas até o @007, tendo como fonte de
consulta os sites cientificos de busca “Scifind&giencedirect” e “Scielo”.

Nesse levantamento 21 espécies foram investigesmadiando no isolamento e
caracterizacdo de 182 metabolitos secundarios, uass gapresentaram entre seus
principais constituintes substancias pertencentelasse dos triterpenos, fenantrenos,
bifenilas, flavonoides, lactonas, lignanas e outkEsTabela 1 (pag. 9), esta relacionada
as espécies estudadas e as classes de constituiitteésos isolados.

Os triterpenos foram os compostos encontrados eror maantidade, sendo
responsaveis pelo percentual de 61,8% dos compastados, representados
principalmente pelos esqueletos lupano, ursano eanaho, seguido pelos tipos
damarano e cicloartano. Em seguida destacam-snastfenos e bifenilas com 16,5%
e os flavonodides com 11,8%, a maioria constituc#avonas.

As plantas pertencentes ao géndCombretum sdo prolificas fontes de
metabolitos secundarios bioativos. Na revisao éaispvel observar indmeras atividades
bioldgicas e farmacolégicas relacionadas as espéeidre as quais se destacam as
atividades antiinflamatoria, antioxidante, antirolwana, antitumoral, antelmintica,
analgésica e anti-HIV tipo 1 e 2.

Em pesquisa bibliografica também realizada em difestificos de busca
(“Scifinder”, “Sciencedirect” e “Scielo”) sobre a@®nstituintes quimicos identificados
em plantas das espécies pertencentes ao géonetbretumno periodo de 2008 a 2009,
observou-se registros para algumas das especiesioamente estudadas e o
aparecimento de trés novas especies que nao hauwianinvestigadas até entdo, séo
elas:C. laxum, C. olivaeformeC. sundaicum.

Observou-se ainda a publicagdo de trabalhos ondemfdsolados varios

constituintes inéditos para as espécies ja estadd@aesultado deste levantamento
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encontra-se relacionado no Quadro 1 (pag. 9), meno alfabética das espécies com

registros a partir de 2008, seus constituintes igoBre classe a que pertencem.

Tabela 1: Classes de constituintes quimicos de plantas ruemées ao taxon

Combretum(Combretaceae), resultantes da revisdo bibliarpafealizada até 2007

(Rocha, 2008)

Espécie

Classe de constituintes identificados

Combretum apiculatum
Combretum albopunctatum
Combretum caffrum
Combretum coccineum
Combretum edwardsii
Combretum elaegnoides
Combretum erythrophyllum
Combretum glutinosum
Combretum imberbe
Combretum kraussii
Combretum leprosum
Combretum molle
Combretum micranthum
Combretum nigricans
Combretum padoides
Combretum psidioides
Combretum quadrangulare
Combretum yunnanensis
Combretum rotundifolium
Combretum woodi

Combretum zeyheri

Fenantrenos e bifenilas

Flavonoides

Fenantrenos, bifenilas e lactonas
Triterpenos

Triterpenos

Triterpenos

Taninos, fenantrenos, bifenilas, flavonéides ediaas
Taninos

Triterpenos

Triterpenos, fenantrenos e bifenilas
Triterpenos e flavonoides

Triterpenos, taninos, fenantrenos e bifenilas
Flavonoides

Triterpenos

Triterpenos

Fenantrenos e bifenilas

Triterpenos, flavondides e lignanas
Lactonas

Triterpenos

Triterpenos, fenantrenos e bifenilas

Compostos fendlicos
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Tabela 2: Constituintes quimicos de plantas pertencentes ao tdxon Combretum (Combretaceae), dados resultantes da revisdo bibliografica realizada de

2008 a 20089.

Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
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. . OH
mbretum apiculatum; Metanona Polifenol ELOFFet al, 2008
Combretum albopunctatun
CH;O —
Combretum caffrum Combretastatina A4 Estilbenos CHO ‘ ‘ oCH, LI et al, 2009
Combretum Acido eritrofilico Triterpeno ELOFFet al, 2008
erythrophyllum
GARCEZet al,, 2008
B-D-glucopiranosil OH
20,3p3,24- Triterpeno
Combretum laxum trinidroxiolean-12-en- glicosilado
28-o0ato

10
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
GARCEZet al, 2008;
Combretum laxum, ) MASOCOet al,
Combretum nelsonii Acido arjundlico Triterpeno 2008;
Combretum leprosum FACUNDOet al,
2008
Tr OH
Combretum laxum Arjunoglicosideo I riterpeno GARCEZet al, 2008
glicosilado o OH
OH
HO
H
GARCEZet al, 2008
OH
Bellericosideo Triterpeno
Combretum laxum . h o OH
glicosilado OH
HO
H

OHOH

11
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
Combretum laxum Chebulosideo Il Triterpeno GARCEZet al, 2008
glicosilado
B-D-glicopiranosil
Combretum laxum o 20,30,60- Triterpeno GARCEZet al, 2008
trihidroxiolean-12-en- glicosilado
28-oate
GARCEZet al, 2008
MASOCOet al, 2008
Combretum laxum, ‘. . Triterpeno
3 Acido asiatico "
Combretum nelsonii glicosilado

12



Revisdo Bibliografica

Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
OH
Combretum laxum Quadranosideo IV Triterpeno o onl| GARCEZet al, 2008
OH
HO
H
B-D-glicopiranosil oH
Combretum laxum 20".35 ,23,24- Tf'terPe”O GARCEZet al, 2008
tetrahidroxy-12-en- glicosilado HO,,, 0 OH
28-o0ato OH
HO” ™ HO
HOCHS CH,OH H
GARCEZet al, 2008
Combretum laxum Acido betulinico Triterpeno

13
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
: OH
Combretum laxum Quadranosideo | Tf'terPe”O GARCEZet al, 2008
glicosilado OH
OH
OH
Combretum leprosum Isorhamnetina Flavondéide HO O © O FACUZN(I)%CE;et o
OH
OH O
OCH;
OH
Combretum leprosum Rhamnazina Flavondide CHO ‘ © O FACUQI(.%get o
OH
OH O
FACUNDOet al,
2008
Combretum leprosum Acido molico Triterpeno

14
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
HO,
1 IIIIIIICOOe
Combretum micrantum Betonicina Alcaloide ® ELOFFet al, 2008
N~CH;
HsC
Combretum molle Acido molico Triterpena PONOUet al, 2008
glicosilado glicosilado
PONOUet al, 2008
Combretum molle Acido termindlico Triterpeno

HO

OH

OH

15
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
HO,
Combretum molle Combregenina Triterpeno HO., PONOUet al, 2008
HO
| OH
OH
Combretum molle Arjungenina Triterpeno PONOUet al, 2008
PONOUet al, 2008
OH
Combretum molle Arjunoglucosideo | TF'terPe”O o OH
glicosilado OH
HO

16
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
OH
Combretum molle Combreglicosideo Triterpeno o oH| PONOUet al, 2008
glicosilado OH
HO
H

Combretum olivaeforme Acido ursélico Triterpeno CHENZet al, 2008
CHENet al, 2008

Combretum olivaeforme B-sitosterol Esteroide

HO

17
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
Combretum olivaeforme B-§|to§terol Elster.0|de CHENet al, 2008
glicosilado glicosilado
Combretum olivaeforme Acido oleondico Triterpeno CHENZet al, 2008
Combretum olivaeforme Lupeol Esterdide CHENZet al, 2008
CHENet al, 2008
Combretum olivaeforme | Acido serratagénico Triterpeno

18
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
Combretum olivaeforme Estigmastatrienol Esteroide CHENet al, 2008
HO
Combretum sundaicum Acido 23-acetoxi- Triterpeno LITAUDON etal,
3-acetilimberbico 2009
AcO
LITAUDON et al,
2009
29-metil éster do
Combretum sundaicum acido 23-acetoxi- Triterpeno

imberbico

19
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
Acido 23-O-[a-L-
. 3, 4'-diacetilrhamno- Triterpeno LITAUDON et al,
Combretum sundaicum . . . b
piranosil]-3- glicosilado AcO 2009
acetilimberbico
| Acido 230-[a-L- 4~ | rpieeng LITAUDON et al,
Combretum sundaicum | acetilrhamnopiranosil . r
. . glicosilado 2009
-3-acetilimberbico
LITAUDON et al,
2009
Acido 23-O-[a-L-4'- Triterpeno
Combretum sundaicum | acetilrhamnopiranosil riterp
glicosilado

imberbico

20
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
29-metil éster do
. acido 230-[a-L-4'- Triterpeno LITAUDON et al,
Combretum sundaicum ) . . . b
acetilrhamnopiranosil glicosilado A0 2009
-3-acetylimberbico 5
O
AcO
OH OH
Acido 23-O-[o-L-
. 2'4-diacetil- Triterpeno LITAUDON et al,
Combretum sundaicum : : . b
rhamnopiranosil]- glicosilado HO! 2009
imberbico
O
AcO.
OoH OAc
Acido 1-O-[a-L- .
Combretum sundaicum rhamnopiranosil]-23- Triterpeno o
acetoxi-3-acetil- glicosilado fo O~ LITAUDON et al,

imberbico

AcO

2009

21
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Espécie Constituinte Classe Estrutura Referéncia
29-metil éster do
Combretum sundaicum acido 10-[o- L- Triterpeno HO LITAUDON et al,
(rhamnopiranosil]-23- glicosilado fio 2009
acetoxi-imberbico
29-metil éster do
acido 10-[a-L- , o) :
Combretum sundaicum | rhamnopiranosil]-23- 'I'lrlterplego HO Oy = LITAUSON etal,
acetoxi3 - glicosilado fio 009

acetilimberbico

AcO

22
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3.1- Determinacéo estrutural de CFFE -1

A fracédo diclorometano (DCM) do extrato etandlicas dolhas deC. fruticosum
(tem 4.3.4.2, pag. 90) apoOs sucessivos tratamesrmwmatograficos, incluindo CLAE,
forneceu 25 mg de um sélido branco, com ponto s&duna faixa de 254-257 °@]Tx0 +
39,1° (c. 0,25 g/100 mL, MeOH), codificado como EFE.

O espectro de absorcéo na regiao do infravermeéilgo §, pag 28), apresentou uma
banda larga em 3428 &htorrespondente a deformacado axial de ligacdo Oldlamwis
e/ou fendis, além de bandas entre 1050-1273 rgferentes & deformacéo axial de ligacdo
C-O. Exibiu também absorcdes em 2944 'cen em aproximadamente 2900 tm
caracteristicas de deformacdes axiais de ligacélds(C-sp) e absorcées em 1692 ¢m
referente a ligacdo C=0.

O espectro de Ressonancia Magnética Nucf@rcom desacoplamento com pulso
composto (RMN'C-CPD) [125 MHz, piridinads] (Fig. 6, pag. 29), revelou sinais
correspondentes a trinta atomos de carbono. A camga dos espectros de RMRC e
DEPT 135° (Fig. 7, pag. 30) permitiu determinar admo de hidrogenacéo
correspondentes a seis carbonos metinicos, um sigl¢& 122,9) e dois oxigenaddg
69,1 (C-2) e 84,3 (C-3), nove carbonos metilénicaete carbonos metilicos e oito
carbonos nédo-hidrogenados, sendo o sinabeB0,7 relativo a carbonila de acido e o
sinal emd¢ 145,3 relativo a um carbono’ss valores dos deslocamentos quimico$em
122,9 (C-12) e 145,3 (C-13) sdo compativeis com estaitura triterpenica de esqueleto
oleanano.

O espectro de Ressonancia Magnética NucleaHdB00 MHz, piridinads] (Figs.

4 e 5, pags. 28 e 29), mostrou sinaisogrd,47 (1H, sl, H-12) caracteristico de hidrogénio
olefinico e emdy 4,09 (1H, m, H-2) e 3,41 (1H, d, H-3) relativos arbgénios
carbindlicos. A concentragdo de sinais nas regifie; 0,95-1,27, referentes a grupos
metilicos, e déy 1,45-2,25, referentes a grupos metilénicos e noegniforam coerentes
com uma estrutura de natureza terpénica. A muig@ide correspondente ao H-13 (
2,29, J=11,8 Hz) como um dd confirma o esqueleto olean@omo deduzido
anteriormente.

Os dados espectroscopicos acima descritos pemmipiropor a formula molecular
C30H4804 em acordo com o ion molecular emiz472 Daltons, apresentado pelo espectro

de massas (Fig. 13, pag. 33). Através da formulecuntar pode-se calcular sete graus de

24
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insaturacao, retificados pela presenca de umamidebama dupla ligagéo entre C-12 e C-
13 e cinco ciclos, confirmando a estrutura de ut@rpeno.
Tabela 3.Dados espectrais de RMRC e DEPT 135° (125 MHz, piridinds) de CFFE -1

C CH CH, CHs Formula Molecular
180,7 (CGH) 122,9 (CH-sp 48,2 33,7
145,3 (C-sp) 84,3 (CH-OH) 46,9 29,8
47,2 69,1 (CH-OH) 34,7 26,6
42,7 56,4 33,7 24,2
40,3 48,6 33,7 18,1
40,3 425 28,8 17,9
39,0 - 24.4 17,3
31,4 - 24,1 .
- - 19,4 -
8C 6CH 9CH, | 7CHs Cs0H404

Através do espectro HSQCHéteronuclear Single Quantum Correlation
Correlacdo Heteronuclear Simples-Quéntica) (Fige 8, pags. 30 e 31) foi possivel
correlacionar cada sinal de hidrogénio ao seu ofispesinal de carbono (Tab. 3, pag 25).
Com este experimento 0s sinais correspondenteshidosgénios oximetinicos foram
atribuidos de forma inequivocdy( 6c: 4,09/69,1 e 3,41/84,3).

O espectro COSYQorrelation Spectroscopy espectroscopia de correlagéo) (Fig.
12, pag. 32), reforcou a posicdo dos grupos fuisono anel A, através do acoplamento
vicinal entre o hidrogénio ewy 4,09 (H-2), com os hidrogénios €mn2,25 e 1,30 (2H-1)

e com o hidrogénio ey 3,41 (H-3).

Com base na analise do espectro HMBIetéronuclear Multiple Bond Correlation
— Coeréncia Heteronuclear através de Muitas Liggg@egs. 10 e 11, pags. 31 e 32), foi
determinado com seguranca a localizacéo da du@edo entre os carbonos C-12 e C-13,
em funcdo da correlacdo a trés ligac8ds ] do hidrogénio olefinico erdy 5,47 (H-12)
com os sinais de carbono &g 48,6 (C-9) e 42,5 (C-18)) A posicdo dos carbonos
oxigenados também pode ser determinada em funcéorddacdo a duas ligac6€d,)
do hidrogénio endy 4,09 (H-2) com o carbono etz 84,3 (C-3) e da correlacdo a trés
ligacdes {JcH) do hidrogénio endy 3,41 (H-3) com os sinais de carbono &m8,2 (C-1)

e 18,2 (C-24). Outras correlagbes de H5 1,05) a trés ligagbes com os carbonos C-23
(6¢c 29,8), C-24§c 18,1) e C-258¢ 17,3) e de H-9 a trés ligacdes com os carbonas €-2
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C-26 ©c 17,9), foram também importantes para a elucidag@cestrutura conforme

mostrado nas subestruturas abaixo.

(1) (In

Figura 2- Acoplamento a longa distancia (HMBC) de CFFE -1

Apéds andlise dos dados espectrais e comparacaaa@gos descritos na literatura
(W. How et al., 2009), pode-se concluir que CFHEafa-se de um triterpeno de esqueleto
oleaneno denominado &cido maslinico. Apesar dergghos serem constituintes
majoritarios deCombretum este é o primeiro relato do referido compostoagipdo
género. O acido maslinico foi isolado anteriormeatg&agerstroemia speciosa@V. How

et al., 2009), pertecente a familia das Lythraceas.

Acido maslinico — CFFE-1
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Tabela 4. Dados de RMN'H (500MHz) e *C (125MHz, piridinads) de CFFE -1,
comparado com os valores na literatura (Chen,e2@09) para o acido maslinico.

c HSQC HMBC Literatura*
dc OH “Jen *Jen dc OH
1 48,2 2,25; 1,30 - - 47,3 -
2 | 69,1 4,09 (m) H-3 i 68,0 4,09 (ddd)
3| 843 341(W=92)| H-=2 i 82,4 3’3% %d)'J =
4 | 40,4 i - - 39,4 -
3H-23; 3H-
5 56,4 1,05 - 24: 3H-25 55,4 -
6 19,4 1,60; 1,40 - - 18,4 -
7 33,7 1,80; 1,30 - - 32,7 -
8 40,3 - - - 39,3 -
3H-25;
9 48,7 1,80 - 3H-26 47,7 -
10 | 39,0 - 3H-25 - 38,0 -
11| 24,4 2,10; 1,90 - - 23,5 -
12 | 122,3 5,47 (sl) - H-18 1216 5,46 (s)
13 | 145,8 - H-18 - 144.,4 -
14 | 42,7 - - - 41,7 -
15| 28,8 2,15; 1,30 - - 27,8 -
16 | 24,1 2,15; 1,20 - - 23,3 -
17 | 47,2 ) ; ; 46,2 ]
229 (dd,J =
18 | 42,5 118) - - 41,5 -
19 | 46,9 1,80; 1,25 - - 46,0 -
20| 31,5 - - - 30,5 -
21 | 34,7 1,45; 1,20 - - 33,8 -
22 | 33,7 2,05; 1,50 - - 32,8 -
23| 29,8 1,27 (s) i i 28,9 1,26 (s)
24| 18,2 1,08 (s) i i 17,2 1,07 (s)
25| 17,3 0,98 (s) i i 16,4 0,98 (s)
26 | 17,9 1,00 (s) i i 17,1 0,99 (s)
27 | 26,7 1,25 (s) - - 25,7 1,25 (s)
H-18;
28 | 180,8 - - H-22a 178,7 -
29| 338 0,95 (s) i i 32,8 0,93 ()
30| 243 1,01 (s) i i 23,3 1,01 (s)

* RMN 'H e °C (400MHz) usando DMSO



Determinacdo Estrutural

14,59
4.0
43,5
43,0
42,5
42,0
41,5 | J 937,68
sl fl 127345
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370
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335
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Figura 3. Espectro de absorgao na regido do infravermelho (KBr) de CFFE-1.

Figura 4. Espectro de RMN 'H (500MHz, piridina ds) de CFFE-1.
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Figura 5. Espectro de RMN *H- expansdo (500MHz, piridina ds) de CFFE-1.

|

‘U;h !j

Figura 6. Espectro de RMN “*C (125 MHz, piridina ds) de CFFE-1.
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Figura 7. Espectro de RMN *3C - DEPT 1352 (125 MHz, piridina ds) de CFFE-1.

Figura 8. Espectro de HSQC (500 e 125 MHz, piridina ds) de CFFE-1.
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I

Figura 9. Espectro de HSQC- expansado (500 e 125 MHz, piridina ds) de CFFE-1.

RN

Figura 10. Espectro de HMBC (500 e 125 MHz, piridina ds) de CFFE-1.
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Figura 11. Espectro de HMBC - expansdo (500 e 125 MHz, piridina ds) de CFFE-1.
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Figura 12. Espectro de 'H, "H-COSY (500 MHz, piridina ds) de CFFE-1.
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Figura 13. Espectro de Massas de CFFE-1.
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3.2- Determinacéo estrutural de CFFE -2

A partir da fracdo DCM das folhas @ fruticosumobteve-se um material solido
amarelo insoltvel em solventes como cloroformioidpia, metanol e acetona. Devido a
essa insolubilidade 100,4 mg desse material fofilade em piridina/anidrido acético
(tem 4.3.4.5, pag. 91) fornecendo, ap6s cromafiagean gel de silica 15 mg de um
composto solido de cor branca com ponto de fusafaira de 264-265°C, denominado
CFFE-2.

O espectro de absorcéo na regido do IV (Fig. 44, 6), apresentou uma absor¢cao
intensa em 1739 cinde deformacdo axial de ligagdo C=0O de éster, baenrd203 e
1253 cnt indicativas de ligagdo C-O, além de uma bandangsteem 1097 cihde
deformacéo axial assimétrica de C-O-C.

O espectro de RMN°C-CPD [125 MHz, CDGJ (Fig.16, pag 37), mostrou 18
linhas espectrais, uma delas 62,3) com intensidade elevada, sugerindo sobrgfmsie
sinais. A comparacdo entre os espectros de RfNe DEPT 135° (Fig. 17, pag. 38),
permitiu determinar o padrédo de hidrogenacéo pada @tomo de carbono: dois carbonos
metinicos, quatro metilicos e treze carbonos ndmfenados, sendo os sinais &M58,3
(C-7); 158,5 (C-7’) e 168,8 (C-1") ppm correspentks a trés carbonilas, enquanto que
os deslocamentos quimicos &n141,0 (C-4); 141,7 (C-3); 142,2 (C-27); 144,5(Q:3
144,8 (C-4’) e 155,3 (C-2) ppm sao compativeis @iomos de carbonos aromaticos
oxigenados.

O espectro de RMNH [500 MHz, CDC}] (Fig. 15, pag. 37), revelou um sinal
simples, correspondente a um grupo acetoxilicogge36 (s), sinais intensos na regiao
de hidrogénios ligados a carbonos oxigenadosognd,02 (s); 4,18 (s) e 4,25 (s),
caracteristicos de grupos metoxilas e ainda do&sshna regido de hidrogénios arométicos
emdy 7,68 (s) e 7,85(s).

A comparac¢éo dos dados de RMN acima descritoarjuerite com o ion molecular
em m/z 386 Daltons, apresentado pelo espectro de maBgasl@, pag 38), permitiram
determinar a formula moleculari§E1:409 a qual apresenta treze graus de insaturacéo,

justificados pela presenca de trés carbonilas/)igaisdes duplas e quatro ciclos.
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Tabela 5.Dados espectrais de RMRC e DEPT 135° (125MHz, cloroférmio) de CFFE -2.

C CH CH3 Formula Molecular
168,8 (C=0) 120,3 62,1
158,5 (C=0) 108,1 62,1
158,3 (C=0) - 57,0
155,3 (C-0) - 20,6
144,8 (C-0O) - -
144,5 (C-0) - -
142,2 (C-0O) - -
141,7 (C-0O) - -
141,0 (C-0O) - -
117,8 - -
113,0 - -
112,1 - -
105,4 - -
13C 2CH ACH; C19H1409

Estes dados evidenciam uma estrutura de naturezeaca e policiclica. A analise

dos dados espectrais mencionados exibidos por @FEEa comparagdo com dados

descritos na literatura (Khat al, 1989), permitiram concluir que o composto tsdado

acido 4’-OAcetit3’,3,4ri-O-metilelagico,um derivado do acido elagico ja isolado de

Combretum kraussiiBrookeset al, 1999), no entanto, esta sendo relatado pelagpam

vez a partir da espécie.

=

o

AN

4-0O-Acetil-3,3",4’-tri-O-metilelagico—- CFFE-2
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Tabela 6: Dados de RMNH (500MHz) e'*C (125MHz, CDCJ) de CFFE -2, comparado
com os valores na literatura (Khac et al, 1989aparacido 4’-O-Acetil-3’,3,4-tri-O-

metilelagico.

CFFE-2 Literatura*
Carbono
On d¢ On d¢
1 - 113,0 - 112,6
2 - 155,3 - 141,5
3 - 141,7 - 141,2
4 - 141,0 - 154,8
5 7,68 (s) 108,1 7,73 (s) 108,2
6 - 105,4 - 114,8
7 - 158,3 - 158,0
1 - 117.8 - 113,5
2 - 142,2 - 142.,6
3’ - 1445 - 145,0
4 - 144,8 - 151,4
5 7,85 (s) 120,3 7,94 (s) 120,3
6 - 1121 - 114,8
7 - 158,5 - 158,0
1” - 168,8 - 169,9
2" 2,36 (s) 20,6 2,35 (s) 20,6
OMe (4) 4,02 (s) 57,0 4,02 (s) 57,0
OMe (3) 4,25 (s) 62,1 4,27 (s) 62,0
OMe (3) 4,18 (s) 62,1 4,20 (s) 62,0

* RMN *H (200MHz) e**C (400MHz) usando DMSO

42.5
42,0
41,5
41,0
40,5

400

39.0

3435

320
31,66
4400,0

424,29

290423

3000

1500

550,94

1000

Figura 14. Espectro de absorcéo na regiao do infravermellBr)(de CFFE-2.




Determinacdo Estrutural

Figura 15. Espectro de RMN *H (500MHz, CDCl;) de CFFE-2.

Figura 16. Espectro de RMN°C (125 MHz, CDCJ) de CFFE-2.
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Figura 17. Espectro de RMN **C - DEPT 1352 (125 MHz, CDCl;) de CFFE-2.
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Figura 18. Espectro de Massas de CFFE-2.
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3.3- Determinacéo estrutural de CFFE -3

O tratamento cromatografico da fracdo acetato da €AcOEt) do extrato
etanolico das folhas de. fruticosum(item 4.3.5.1, pag. 92), permitiu o isolamenta28e
mg de um solido amorfo amarelo com ponto de fuséfaia de 262-265 °C, denominado
CFFE -3.

O espectro de absorcdo na regido do IV (Fig. 29, 48 apresentou absorcdes em
3390 e 3250 cih tipicas de deformacdo axial de ligacdo O-H dedidce/ou fendis
corroborado pela absorcdo em 1363 cmeferente & deformacdo angular no plano de
grupo O-H. Exibiu uma forte absorcéo em 1657 ae deformacéo axial de ligagdo C=0
conjugada, além de bandas entre 1614 e 1428 compativeis com deformac&o axial de
C=C de aromaticos. As bandas em 1228 e 1041 mferentes & deformacdo axial
assimétrica e simétrica de ligacdo C-O-C, confiemao carater oxigenado de CFFE-3.

O espectro de RMNC-CPD [125 MHz, piridinads] (Fig. 23, pag. 44), apresentou
21 linhas espectrais cujo padréo de hidrogenagadeferminado pelo espectro de RMN
13C e DEPT 135° (Fig. 24, pag. 44). Deste modo \cmifise a presenca de um carbono
metilénico emdc 63,3 (C-6"), onze carbonos metinicos eda 99,4 (C-3); 103,4 (C-6);
129,8 (C-2"); 117,0 (C-3)); 117,2 (C-5"); 129,4 &), 75,7 (C-1"); 73,6 (C-2"); 81,1 (C-
3"); 73,2 (C-4"); 83,7 (C-5") e oito carbonos naimHogenados, sendo o sinal ép1106,2,
referente a carbono anomeérico, enquanto o sinal€B83,2 foi inferido a uma carbonila
conjugada, corroborando com o espectro de IV.

O espectro de RMNH [500 MHz, piridinaes] (Figs. 21 e 22, pags. 43), mostrou
na regido de campo baixo sinais &g6,78 (s); 6,85 (s); 7,30 (d,=8.5 Hz) e 8,30 (d)=
8.5 Hz) caracteristicos de uma estrutura do tigeofidide, onde o sinal edgy 13,93 (s),
consistente com a presenca de um grupo hidroxil€-&mnformando ligagéo de hidrogénio
com a carbonila em C-4. Apresentou também sinaiseg@o de hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados entig 4,50 e 5,94 permitindo inferir a presenca de umdade de
acucar.

Os dados de RMN acima descritos permitiram deteama formula molecular
Co1H20010 @ qual apresenta doze graus de insaturagdo dtg@d uma carbonila, sete
ligacBes duplas e quatro ciclos, um deles refer@uot@a unidade de agucar.
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Tabela 7.Dados espectrais de RMRC e DEPT 135° (125MHz, piridings) de CFFE 3.

C CH CH, Formula Molecular
183,2 (C=0) 129,8 63,3 (C-0)
165,3 (C-0) 129,4 -
164,8 (C-O) 117,2 -
162,9 (C-O) 117,0 -
162,4 (C-O) 103,4 -
157,6 (C-O) 99,4 -
122,7 (C-O) 83,7 (C-0) -
106,2 81,1 (C-0) -
105,5 75,7 -
- 73,6 (C-0O) -
- 73,2 (C-0) -
9C 11CH 1CH, C1H2O1¢

O espectro de COSY (Fig. 27, pags. 46) evidenciosistema AA'BB’ pelos

acoplamentos mostrados entre os pares de hidrogéi-6° com H-3'/H-5’, enquanto

o acoplamento sequenciado entre os hidrogénios/H-2", H-2"/H-3"; H-3"/H-4"; H-

4"H-5" e H-5"/H-6" foram atribuidos aos sinais te&lrogénio referentes a uma unidade
de acucar, glicose. Através do espectro de HSQLCZb, pag. 45), foi possivel atribuir os

sinais de hidrogénio aos seus respectivos carbamdasive determinar o deslocamento

quimico do carbono anomérico em75,7 (C-1"), pela correlacdo com o sinal &yb,94

(d, J=10Hz, H-1"). Com essa informacao foi possideterminar que o composto em

discusséo trata-se de um flavondide C-glicosilado.

O espectro HMBC (Fig. 26, pag. 45), mostrou aetagédo a duas ligacbes entre o

hidrogénio anomérico ery 5,94 (H-1") com o carbono endc 73,6 (C-2") e com 0

carbono endc 106,2, estabelecendo assim a posi¢cao da unidagkcdse no carbono 8.

Correlacéo a trés ligacdes para esse mesmo hidooigéiobservada com os carbonos C-7
(6c164,8), C-9 §:157,5) e C-3"§c 81,1), como mostrados na Figura 3.

0]

(In
Figura 19 - Acoplamento a longa distancia (HMBC) de CFFE -3
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O espectro HMBC ainda exibiu correla¢des a duges;ties de H-35(, 6,85) com
C-2 (¢ 165,3) e C-4g¢ 183,2) e a trés ligacdes com C-BQ 105,5) e C-1' ¢ 122,7);
assim como correlacdes de Hd&p 6,78), a duas ligacdes com Cd& (162,4) e C-7d¢
164,8) e a trés ligacdbes com C-1& (105,5) (I), confirmando as atribuices feitas
anteriormente, a partir dos espectros de RN °C.

A interpretacdo dos dados espectroscopicos de GBFBem como a analise
comparativa com dados da literatura (Darcy et 2007) permitiram concluir que o
metabodlito secundario em discussao trata-se doorftade glicosilado denominado
apigenina 8-(B-D-glicosideo, o qual j& foi isolado anteriormentee C. quadrangulare
(Adnyana et al., 2000) e de. micranthum(Bassene et al., 1987), contudo esta sendo

relatado pela primeira vez na espécie.

Apigenina 8-CB-D-glicosideo- CFFE -3
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Tabela 8. Dados de RMN'H (500MHz) e *C (125MHz, piridinads) de CFFE -3,
comparado com os valores na literatura (March t28l07) para apigenina 8{&b-

glicosideo.

c HSQC HMBC Literatura*
dc OH “Jen *Jem d¢
2 165,3 - H-3 H-2'/ H-6’ 163,5
3 99,4 6,85 (s) - - 120,2
4 183,2 - H-3 - 181,8
5 162,4 - H-6 - 160,2
6 103,4 6,98 (s) - - 97,9
7 164,8 - H-6 H-1" 162,2
8 106,2 - H-1" H-2" 104,3
9 157,6 - - H-1" 155,7
10 105,5 - - H-6/ H-3 103,8
T 122,7 - - H-3/ H-3'/ H-5’ -
2’6 129,8/129,4 8,30 (d,= 8.5) - - 128,7
35 117,0/ 117,2 7,30 (d,=8.5) - - 115,5
4 162,9 - H-3'/ H-5’ H-2'/ H-6’ 160,8
1 75,7 5,94 (dJ = 10.0) H-2" H-3” 73,2
2" 73,6 5,04 (tJ=10.0) H-3"/ H-1" - 70,6
3 81,1 4,50 (t)=10.0) H-2" H-1"-- 78,4
4” 73,2 4,68 (tJ) = 10.0) H-3” - 70,3
5” 83,7 4,23 (m) H-4"/ H-6” H-1" 81,5
6" 63,3 4,64 /4,56 - H-4” 61,0
* RMN '°C (125MHz) usando DMSO
410
35.0
Figura 20. Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de CFFE-3. 41
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Figura 21. Espectro de RMN *H (500MHz, piridina ds) de CFFE-3.
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Figura 24. Espectro de RMN *C - DEPT 1352 (125 MHz, piridina ds) de CFFE-3.
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Figura 26. Espectro de HMBC (500 e 125 MHz, piridina ds) de CFFE-3.
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Figura 27. Espectro de 'H, "H-COSY (500 MHz, piridina ds) de CFFE-3.
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3.4 - Determinacéo estrutural de CFTH -1

O metabdlito CFTH-1 foi isolado a partir do fracomento cromatografico do
extrato hexanico dos talos @e fruticosum(item 4.3.6.1, pag. 93), sob a forma de cristais
com ponto de fusdo na faixa de 130-132 °C.

O espectro de absorcéo na regido do IV (Fig. 28, $9), apresentou banda uma
larga em 3424 cthcompativel com deformacao axial de ligacédo O-Kpatbes em 2935
e 2866 crit caracteristicas de deformacédo axial de ligacédo, @ddorcédo em 1640 ¢
associada a vibracdes de deformac&o axial C=Cefia@| além da banda em 1052 tde
deformacéo axial atribuida a ligacao C-O.

Os espectros de RMN'H *C, mostraram um grande niimero de sinais sugerindo
uma mistura de dois compostos. O espectro de RI@NCPD [125 MHz, CDGJ (Figs.

30 e 31,p4g. 50), apresentou sinaiségni40,9 (C), 138,9 (CH), 129,5 (CH) e 121,9
(CH), peculiar de carbonos olefinicos, caractedpaduas dupla ligacdes. Observou-se
ainda um sinal endc 72,0, condizente com a presenca de um carbonandéhcb na
molécula.

O espectro de RMRH [500 MHz, CDC}] (Fig. 29, pag. 49), apresentou sinais em
oy 5,38 (d); 5,17 (ddJ = 15 Hz) e 5,03 (dd) = 15 Hz) correspondentes a atomos de
hidrogénios olefinicos, um sinal efy 3,53 (m) caracteristico de hidrogénio ligado a
atomo de carbono carbindlico e uma grande quariddal sinais caracteristicos de
hidrogénios ligados a atomos de carbono hibridigai revelando o perfil esteroidal dos
compostos. Os dados acima foram compativeis constanm dos esteroidgssitosterol e
estigmasterol. Essa proposta foi reforcada aindacpmparacdo em CCD, com amostra
padrao.

A andlise dos dados espectroscopicos de CFTH-inparacdo desses com aqueles
descritos na literatura (Albuquerque, 2006), pararit afirmar que a mistura em analise se
tratava dos esterdide$-sitosterol e estigmasterol, bastante comuns nailiéam

Combretaceae.

Sitosterol, A’

Estigmasterol, N
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Tabela 9.Dados de RMN?C (125MHz,CDC}) de CFTH - 1, comparado com os valores
na literatura (Albuquerque, 2006) para a mistuaekierdidef-sitosterol e estigmasterol.

p-sitosterol Estigmasterol
c CFTH-1 (CDCl) CFTH-1 (CDCl)
dc dc dc dc
1 37,4 37,5 37,4 37,5
2 29,1 29,1 29.1 29,1
3 72,0 72,0 72,0 72,0
4 42,5 42,5 42,5 42,5
5 140,9 140,9 140,9 140,9
6 1219 1219 121,9 1219
7 31,8 31,9 31,8 31,9
8 32,1 32,1 32,1 32,1
9 50,3 50,4 50,3 50,4
10 36,3 36,7 36,7 36,7
11 21,3 21,3 21,3 21,3
12 39,9 39,9 39,9 39,9
13 42,4 42,5 42,4 42,5
14 56,9 57,1 56,9 57,1
15 24,5 24,6 24,5 24,6
16 29,4 29,1 29,9 29,1
17 56,3 56,2 56,3 56,2
18 12,0 12,0 12,0 12,3
19 20,0 19,6 20,0 19,6
20 36,0 36,7 40,6 40,7
21 19,2 19,3 19,2 19,3
22 34,1 32,1 138,5 138,5
23 24,5 25,6 129,5 129,5
24 46,0 46,1 51,4 51,5
25 28,4 29,1 29,1 29,1
26 19,6 19,2 19,2 19,2
27 21,4 21,3 20,4 21,4
28 23,3 23,3 26,3 25,6
29 12,2 12,2 12,2 12,4
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3.5 - Determinacéo estrutural de CFTE -1

A fracdo DCM do extrato etanolico dos talos@lefruticosum(item 4.3.8.2, pag.
95), apos sucessivos tratamentos cromatografinokiimdo CLAE, forneceu 15,5 mg de
um solido branco, com ponto de fusdo na faixa @e28B °C, §]°, - 46,4° (c. 0,25 g/100
mL, MeOH), codificado como CFTE -1.

O espectro de absorcao na regido do IV (Fig. 32, & mostrou uma banda larga
centrada em 3424 ¢ caracteristica de grupo hidroxila, uma absorgéiensa em 1771
cm’ de deformac&o axial de ligacdo C=0 de lactonasprabes em 1601, 1517 e 1459
cm’® compativeis com deformacéo axial de C=C de aioosi além de bandas em 1271
e 1025 crit, referentes a deformacéo axial assimétrica e siaéte ligacdo C-O-C.

O espectro de RMRPC-CPD [125 MHz, piridinads] (Fig. 35, pag. 55), exibiu 20
linhas espectrais, uma delag $6,6) com intensidade elevada sugerindo sobreposiea
sinais. A analise comparativa com o espectro DEBI° 1Fig. 36, pag. 56), revelou a
presenca de sete carbonos metinicos, seis dos sfimisf; trés carbonos metilénicos,
sendo o sinal erd¢ 71,9 oxigenado; trés carbonos metilicos, todareates a metoxilas e
oito carbonos ndo-hidrogenados, onde o sinaléem80,7 (C-9) foi compativel com
carbonila de lactona, enquanto os sinaiséem46,8 (C-3); 150,6 (C-4); 149,5 (C-3) e
150,6 (C-4’), foram correspondentes com atomosadegonios aromaticos e oxigenados.

O espectro de RMNH [500 MHz, piridinaes] (Fig. 33, pag. 54), apresentou seis
sinais na regido de hidrogénios aromaticos comgiatbom dois sistemas AMX 6,85
(d, J= 8.5); 6,71 (dJ=2.0); 6,57 (dIJ=7.9) e 6,83 (dJ=8.5); 6,69 (sl); 6,70 (d}=2.0). O
espectro revelou ainda dois duplos dubletoség,79 (0=13,4;J=4,5) e 2,50 J=13,4;
J=9,4), cujos valores de constantes de acoplamevidenciam hidrogénios em posicao
geminal e vicinal. Os sinais intensos &B,77(s), 3,77(s) e 3,78 (s), foram caracteristicos
de grupos metoxilas.

O espectro de massas (Fig. 40, pag. 58) de CFHprsentou um pico em/z
388 Daltons condizente com a férmula moleculaiHg,O; determinada a partir dos dados
de RMN (Tab. 10, pag. 52). A férmula molecular ericada exibe dez graus de
insaturacao, explicados pela presenca de uma cakbseis ligacdes duplas e trés ciclos.
Estes dados permitiram inferir a presenca de da@isaromaticos trisubstituidos e de uma

lactona.
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Tabela 10.Dados espectrais de RMRC e DEPT 135° (125MHz, piridiné) de CFTE -1.

C CH CH» CH3 Formula Molecular
180,7 (C=0) | 124,2 719 (C-Q) 56,6
150,6 (C-O) 122,9 42,0 56,6
149,6 (C-O) 116,2 32,3 56,5

149,5 (C-0) | 115,0 - -
146,8 (C-0) | 113,9 - -

133,5 113,3 - -
128,3 44.6 - -
77,5 (C-O) - - -

8C 7CH 3CHp 3CH; Co1H2407

Através do espectro COSY (Fig. 39, pag. 57), destae os acoplamentos entre 0s
sinais de hidrogénio e 6,71 (H-5) com o hidrogénio ebp 6,57 (H-6) e endy 6,83 (H-

5’) com o hidrogénio ey 6,70 (H-6"), assim como do hidrogénio ém2,48 (H-8') com
os hidrogénios metilénicos eipn 2,50 (H-7'a)/2,79 (H-7'b) e 3,96 (H-9'a)/3,99 (FbY.

O espectro bidimensional HSQC (Fig. 37, pag. 58similitou correlacionar cada
sinal de carbono hidrogenado com seu respectiva din hidrogénio (Tab. 11, pag. 53),
incluindo os sinais dos carbonos metilénicos corhidsgénios diastereotopica¥; /oy,
32,3 com 2,50/2,79 e 71,9 com 3,96/3,99.

Com base no espectro HMBC (Fig. 38, pag. 57), deteru-se a relacdo entre os
anéis aromaticos e o anel lacténico. Através da=legbes a duas e a trés ligacdes entre
os hidrogénios metilénicos 2H-8y( 2,85/3,12) com os carbonos C-dc (128,3), C-8
(77,5), C-9 (180,7) e C-&8¢ 44,7) e 2H-7'¢4 2,50/2,79) com os carbonos CéL(133,6),
C-6’ (6c 122,9), C-8'6c 44,7) e C-9'§c 71,9) foi possivel determinar que CFTE-1 tratava-
se de uma lignana. . A posicdo dos substituinteadonos C-3¢ 56,3), C-4 §c 149,7)

e C-3'(0¢c 56,3) e C-4'c 56,5) dos anéis aromaticos também foram confirmattasés
deste experimento.

De acordo com os dados espectroscopicos do comeosiguestdo apresentados,
bem como comparagédo com os dados os descritogeraura (Jonh et al.,1992), chegou-
se a conclusao de que CFTE-1 tratava-se da ligrptrachelogenina, a qual ja foi isolada
anteriormente das folhas d&lycydendron amazonicunmpertencente a familia
EuphorbiaceadJonh et al.,1992), no entanto, esta sendo relgiatia primeira vez no

géneroCombretum
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(-)-Trachelogenina

Tabela 11. Dados de RMN'H (500MHz) e*C (125MHz, piridinads) de CFTE -1,
comparado com os valores na literatura (John ®,T1%92) para (-) trachelogenina.

c HSQC HMBC Literatura*
5(; 5H 2J(:H 3J(:H 5C 8H
1 128,3 - 2H-7 - 126,43 -
2 115,0 6,71(d) = 2.0 Hz) - - 112,7 6,71 (d= 2.0 Hz)
3 146,8 - - - 146,6 -
4 149,7 - - - 1449 -
5 116,2 6,85(d) = 8.5 Hz) - - 114,3 6,83 (d,=8.0 Hz)
6 124,2 6,57 (dlJ = 7.9 Hz) - H-2; 2H-7 123,0 6,63(d,=8.0; 2.0 Hz)
3,12 (d,J =13.7 Hz) . 3,13
! 42,0 2,85 (d,J =13.7 Hz) H-2;H-6;H-8"| 418 2,93
77,51 ; ZH'87,; H-1 on7:2n9 | 768 ;
9 180,7 - - 2H-7; 2H-9’ 178,7 -
1 133,6 - 2H-7 H-5": H-8’ 131,0 -
2’ 113,9 6,69 (sl) - - 112,0 6,63 € 2.0 Hz)
3 149,6 - - H-5": MeO-3' | 147,7 -
4 150,7 - - - 148,9 -
5’ 113,3 6,83 (dJ =8.5 Hz) H-6 - 111,3 6,78)(= 8.1Hz)
6’ 122,9 6,70 (dJ =2.0 Hz) H-5’ H-2'; 2H-7’ 120,8 6,670(=8.1; 2.0 Hz)
, 2,79 (ddJ =13.4; 4.5 Hz) H-2': H-6’; 2,92
! 32.3 2,50 (ddJ = 13.4, 9.4 Hz) H-8 2H-9’ 314 2,53
, 2H-7";
8 44,7 2,48 (m) oH.O 2H-7 43,6 2,51
, 3,99 (dd) , , 4,02
9 71,9 3.96 (dd) H-8 2H-7 70,3 4.02
MeO-3 56,6 3,77 (s) - - 55,9 -
MeO-3’ 56,6 3,77 (s) - - 55,9 -
MeO-4’ 56,5 3,78 (s) - - 55,8 -

* RMN 'H (400MHz) €°C (100,66 MHz) usando CD&I
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Figura 32. Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (KBr) de CFTE-1.

Figura 33. Espectro de RMN *H (500MHz, piridina ds) de CFFE-1.
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Figura 40. Espectro de Massas de CFTE-1.
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3.6 - Determinacéo estrutural de CFTE-2

O metabdlito CFTE-2 (9,6 mg) foi isolado a parta fftacdo DCM do extrato
etanolico dos talos d€. fruticosum(item 4.3.8.3, pag. 96), utilizando cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). Este compostaesgntou-se como um soélido branco,
com ponto de fus&o na faixa de 281-283 °@]®§ -8° (c. 0,25 g/100 mL, MeOH).

O espectro de absorcéo na regido do infraverméligo 42, pag 63), revelou uma
banda larga em 3414 &mcaracteristica de deformacdo axial de ligacdo ©Hima
absorcdo em 2932 ¢hnde deformacéo axial da ligacdo C-H de grupamemiilico e
metilénico. Observou-se também uma banda intensa 1684 cni, associada a
deformac&o axial de ligacdo C=0 de lactona, alérhamhelas em 1611, 1519 e 1458%tm
compativeis com deformacédo axial de C=C de aroowsitic

O espectro de RMYC-CPD [125 MHz, piridinads] (Fig. 44, pag. 64), apresentou
sinais correspondentes a vinte atomos de carbamoapods a analise comparativa com o
espectro DEPT 135° (Fig. 45, pag. 64), revelou esgca de sete carbonos metinicos
(cinco sp e dois sp), incluindo um oxigenadd¢ 88,3), quatro carbonos metilénicos, dos
quais, dois sdo oxigenadak 64,6 e 61,3), além de dois carbonos metilicos mades.
Por subtracdo dos referidos espectros, constat@u-geesenca de sete carbonos néo-
hidrogenados, dos quais os sinais &mil49,0; 148,3; 147,5 e 144,9 sao referentes a
carbonos ligados a atomos de oxigénio.  Estessdpdaomitiram deduzir a formula
molecular GoH»2406, a qual apresenta nove graus de insaturagadigadas pela presenca
de seis ligacdes duplas e trés ciclos.

O espectro de RMNH [500 MHz, piridinaes] (Fig. 43, pag. 63), exibiu cinco
singletos largos e 6,92 (H-2'); 7,05 (H-6'); 7,24 (H-5); 7,25 (H-6) &34 (H-2), cada
um com integracdo para um atomo de hidrogénio, eatingls com hidrogénios
arométicos. Exibiu também dois sinais intensosogn3,64 e 3,69 referentes a duas
metoxilas, bem como sinais referentes a hidrogég@esinados ligados a carbonos
oxigenados entr&, 3,92 e 4,28.
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Tabela 12.Dados espectrais de RMRC e DEPT 135° (125MHz, piridingy) de CFTEZ.

C CH CH» CH3 Formula Molecular
149,0 (C-0O) 119,9 64,6 (C-Q)56,4
148,3 (C-0O) 117,7 61,6 (C-0)56,0
147,5 (C-0) | 116,7 36,2 -
1449 (C-0O) 113.78 32,9 -
136,1 111,0 -
134,1 88,6 (C-O -
130,3 55,3 - -
7C 7CH 4CH, 2CH3 C20H2406

O espectro de massas obtido por impacto eletrémié¢é eV (Fig. 50, pag. 67),
apresentou o pico ion molecular emz 360 Daltons, confirmado pelo espectro de massas
de alta resolucdo (Fig. 49, pag. 66), que fornegmeos correspondentes a molécula
cationizada, formando adutos com sédio [M+Nam m/z 383,1379 Daltons e com
potassio [M+K], emm/z399,1109 Daltons. Em conformidade com o espe@rmassas
de baixa resolucéo, justifica-se facilmente os pemm/z 342 Daltons, correspondente a
perda de uma molécula de aguagkG,0s — HO) e emm/z 327 Daltons, compativel com

a perda de um radical metila, conforme mostradaguaolro abaixo.

HO OChH HO OCH, HO OCH

m/z 360 m/z 342 m/z 327

Quadro 1 — Proposta mecanistica para as fragmentacdesugtibcam alguns picos
registrados no espectro de massas de CFTE -2.

Pelo espectro de COSY (Fig. 48, pag. 66), obseseoa-acoplamento do sinal de
hidrogénio enmdy 6,07 (H-7) com o hidrogénio efy 3,95 (H-8) e deste com hidrogénios
emody 4,22 (H-9a)6n 4,28 (H-9b), bem como dos hidrogénios metilénicog2,86 (2H-
7’) comédy 2,08 (2H-8’) e deste cowy 3,92 (2H-9).
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O experimento HSQC (Fig. 46, pag. 65) foi essénuaaa correlacionar com
seguranca todos os sinais de hidrogénio aos seaecte/os atomos de carbonos,
conforme a Tabela 13 (pag. 62).

O espectro bidimencional de correlagdo heteronuelddMBC (Fig. 47, pag. 65),
mostrou correlacdes do hidrogénio arométicodgrd,92 (H-2’, sl) a trés ligacdes com os
carbonos endc 147,5 (C-4');6c 117,7 (C-6’) edc 32,9 (C-7’) e a duas ligagcdes com o
carbono emdc 144,9 (C-3’), como mostra a subestrutura (I). Té@mbpor meio deste,
pode-se determinar a posi¢do dos substituintegéatida correlacdo a trés ligacdes entre 0s
carbonos C-33c 144,9) e C-3 ¢ 148,3) e os hidrogénios dos grupos metoxilas. As
correlacbes a duas e a trés ligacdes do hidrogéniy 6,07 (H-7; d,J= 6,5), exibidas na

subestruturall) determinam a relacéo entre os trés anéis da alaléc

HO OCH,
0} (I
Figura 41- Acoplamento a longa distancia (HMBC) de CFTE -2
Levando-se em consideragdo as informacdes acincatididgs e comparando-as
com dados descritos na literatura (Lee et al., g0&ahclui-se que o referido composto
trata-se da lignana denominada de vladinol F. [@edaccom levantamento bibliografico
realizado ndci Finderesse metabolito, isolado anteriormentéCdenus Kousgertecente
a familia Comaceae (Lee et al., 2007), esta saxldtado pela primeira vez no género.
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Tabela 13.Dados de RMN'H (500MHz) e *C (125MHz, piridinads) de CFTE -2,
comparado com os valores na literatura (Lee e2@07) para o vladinol F.

c HSQC HMBC Literatura*
dc SH “Jet *Jen dc OH
1 | 1341 . 2 e s | 1339 .
H-6
2 111,0 7,34 (s)) - H-7-H-6| 1108 "°° ﬂdz’;z 1.6
3 148,3 i i H-S; :L)V'eo' 148,8 i
4 149,0 ; ; H-2 147,73 ;
5 116,7 7,24 (s)) H-6' ; 1175 it(dI=84
Hz)
_ 7,24 (dd J= 8.4:
6 119,9 7,25 (sl) - H7 2| 119t AT
7 88,6 | 6,07 (dJ= 6.5 Hz) - 2H-9:H-2| s8g5| ©0° ﬂdz’;z 6.4
. 3,96 (dddJ=
8 55,3 3,95 ! i 498 | 6.4:6.4: 5.6
2H-9
Hz)
4,28 (dd,J=10.5: 4,27 (dd,J=
5.5 Hz) 10.4; 5.6 Hz)
9 646 1 4 22 (ddJ=10.5: H-8 H-7 644 | 420 (dd=
7.0 Hz) 10.4; 6.4 Hz)
1 | 1362 - H-7 oH-8' | 136,1 -
2 | 1138 6,92 (sl) - OH-7': H-6] 113,6 6,91 (s)
3 | 1449 . H-2 MeO-3' | 1446 ;
, H-7; H-2";
4 1475 . ; o g | 1481 ;
5 | 1304 . H-8 H-7:2H-9| 130,2 ;
6 | 1177 7,05 (s) ; H-2": 2H-7] 1165 7,06 (3)
, ~ | H-2" H-6"; 2,87 (tJ=7.2
7 32,9 | 2,86 (tJ=7.5 Hz) 2H-8 o 36,2 )
, 2H-7" 2,07 (tt,J= 7.2,
8 36,2 2,08 (m) s 32,8 6.4 1)
9 61,6 3,92 (m) 2H-8' OH-7" 61,5 >92 S'Z’;: 6.4
MeO-3 | 56,0 3,64 (sl) - - 55,8 3,61 (s)
MeO-3' | 56,4 3,69 (s) - - 56,3 3,82 (s)

* RMN 'H (400MHz) e™*C (100 MHz) usando MeOH

61



Determinacdo Estrutural

1278, 56
14 145840

28 138,65

161057

341414
25 1204, 84

oy

4404, 10 4000 3000 200 1500 1000 600,10
cm-1

Figura 42. Espectro de absorgdo na regido do infravermelho (KBr) de CFTE-2.
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Figura 45. Espectro de RMN *3C - DEPT 1352 (125 MHz, piridina ds) de CFTE-2.
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Figura 48. Espectro de 'H, 'H-COSY (500 MHz, piridina ds) de CFTE-2.

MSMS: Precursor Mz --— /+ Base Peak 553.36(7912254)

3171063

-y -t - T Ty )
225 250 275 300 315

341.0908

—
50

383,137

Tt
I7s

e

et

450 475

Figura 49. Espectro de Massas de Alta Resolugdo de CFTE-2
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Figura 50. Espectro de Massas de CFTE-2
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3.7 - Determinacéo estrutural de CFRE -1

A fracdo hexanica do extrato etandlico das raize€.druticosum(item 4.3.10.1
pag. 98) apos sucessivos tratamentos cromatogsdiicneceu 6,8 mg de um fino sélido
branco, com ponto de fusdo na faixa de 279-28x8@dificado como CFRE -1.

O espectro de absorcao na regido do IV (Fig. 54, p&), destacou uma larga
absorcdo em 3421 chreferente a estiramento de ligacdo O-H, que juetdencom a
banda em 1692 chpara a ligacdo C=0, indicam a presenca de uno @citboxilico.
Observou-se também absorces em 2930, araracteristicas de deformacéo axial de
ligacdo C-H e em 1271 e 1031 ¢neferentes a deformacéo axial assimétrica e soaét
de ligacédo C-O-C.

O espectro de RMNC-CPD [125 MHz, CDG] (Fig. 53, pag. 72), mostrou trinta
linhas espectrais, sugerindo uma estrutura deawuriterpénica para CFRE-1. A andlise
comparativa com o espectro DEPT 135° (Fig. 54, pay. mostrou a presenca de cincos
carbonos metinicos, um deles® §pc 122,8) e um oxigenado el 79,2 (C-3), dez
carbonos metilénicos, sete carbonos metilicosceaaitbonos nao-hidrogenados, sendo o
sinal emdc 183,4 referente a uma carboxila de acido e o simalc 143,2 relativo a um
carbono sh

O espectro de RMRH [500 MHz, CDC}Y] (Fig. 52, pag. 71), mostrou sinais ém
5,29 (d,J = 12,3 Hz) tipico de um hidrogénio vinilico (H-12moédy 3,22 (dd,J =45 e
10,5 Hz) pertencente a hidrogénio carbindlico (Ht®m o4 2,83 (dd, J=3,9 e 13,6 Hz),
compativel com hidrogéni@ a carbonila (H-18). O espectro exibiu também sigigletos
atribuidos a hidrogénios metilicos @m 0,99 (H-23), 0,77 (H-24); 0,90 (H-25), 0,75 (H-
26), 1,13 (H-27), 0,93 (H-29) e 0,91 (H-30).

Os dados de RMN acima descritos permitiram detenxmén formula molecular
Cs0H4603 a qual apresenta sete graus de insaturacdo etth@d uma carbonila, uma
ligacdo dupla e cinco ciclos, confirmando a estautle um triterpeno contendo a funcao

acido.
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Tabela 14.Dados espectrais de RMRC e DEPT 135° (125 MHz, CD§}lde CFRE -1

C CH CH, CHs; Formula Molecular
183,4 (CQH) 122,8 (CH-sp | 38,6 33,3
143,2 (C-sp) 79,2 (CH-OH) 27,4 28,3
46,7 41,2 55,4 26,1
41,8 37,3 18,5 23,8
47,8 39,5 23,1 17,5
38,9 - 27,9 15,7
32,8 - 23,6 15,5
30,9 - 46,1 -
- - 34,0 -
- - 32,6
8C 5CH 10CH, | 7CHs3 C30H4603

As atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos dphios e carbonos (Tab. 15,
pag. 70) foram confirmadas através das correlagbssrvadas no espectro HSQC (Fig.
55, pag. 73).

Apds a comparacdo dos dados espectrais obtidoCOp&E&-1 e comparagdo com
os dados da literatura (Vandrensen, 2005) consleigue esta substancia trata-se de um
triterpeno da série oleananos, denominado acidmolieo (acido B-hidréxi-olea-12-en-

28-6ico), comum em plantas do géneombretum

Acido oleandlico — CFRE-1
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Tabela 15. Dados de RMN'H (500MHz) e *C (125MHz, CDC)) de CFRE -1,

comparado com os valores na literatura (VandrerZ¥§) para o acido oleandlico.

c HSQC Literatura*
dc OH dc OH

1 38,6 1,62 (m) 38,6 1,62 (m)

2 27,4 1,65 (m) 27,4 1,63 (M)

3 79.2 3,22 (ddJ=4,5e10,5 79.2 3,22 (ddJ=4,5e10,2
Hz) Hz)

4 38,9 - 38,9 -

5 55,4 0,73 (sl) 55,4 0,73 (m)

6 18,5 1,53 (m) 18,5 1,55 (m)

7 32,8 0,88 (m) 32,9 0,87 (m)

8 39,5 - 39,4 -

9 47,8 1,56 (m) 47,8 1,55 (m)

10 37,3 - 37,2 -

11 23,1 1,90 (m) 23,2 1,90 (m)

12 122,8 5,29 (d] = 12,3Hz) 1229 5,30 (8= 3,6 Hz)

13 143,2 - 143,7 -

14 41,8 - 41,9 -

15 27,9 0,99 (m) 27,9 0,95 (m)

16 23,6 0,88 (m) 23,6 0,85 (m)

17 46,7 - 46,6 -

18 412 2,83 (ddJ=3,9e 13,6 41.4 2,82 (ddJ=39e129
Hz) Hz)

19 46,1 1,71 (m) 46,1 1,71 (m)

20 30,9 - 30,8 -

21 34,0 1,59 (m) 34,0 1,55 (m)

22 32,6 1,60 (m) 32,6 1,60 (m)

23 28,3 0,99 (s) 28,3 0,99 (s)

24 15,7 0,77 (s) 15,8 0,78 (s)

25 15,5 0,90 (s) 15,5 0,90 (s)

26 17,5 0,75 (s) 17,2 0,77 (s)

27 26,1 1,13 (s) 26,1 1,14 (s)

28 183,4 - 180,5 -

29 33,3 0,93 (s) 33,2 0,93 (s)

30 23,8 0,91 (s) 23,7 0,91(s)

* RMN 'H e °C (500MHz) usando CDgl
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3.8 - Determinacéo estrutural de CFRE -2

O composto denominado CFRE-2 (item 4.3.11.1, pfy.f@ isolado a partir da
fracdo DCM do extrato etandlico das raizesGdefruticosum sob forma de um solido
branco com ponto de fusdo 294-296 °C.

O espectro de absor¢édo na regido do IV (Fig. 8§, p5) apresentou uma banda
larga em 3414 cthcorrespondente a deformacéo axial de ligacdo BaHdas em 2933 e
2869 cm' correspondentes a deformacdes axiais de ligagdp €Cna faixa entre 1166 e
1024 cnitatribuida a deformacdes axiais de ligacdo C-O.

A andlise dos dados espectroscépicos de RNIN°C e DEPT 135° (Figs. 57, 58 e
59, pags. 75 e 76) de CFRE-2, incluindo comparapAocCCD com amostra padrdao da
mistura dos esteroides glicosilados sitosteroltigraasterol permitiram determinar que o

metabdlito em questdo se tratava da mistura dpsctgas substancias.

R = O-Glic
Sitosterol, A’

Estigmasterol, A>*
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Figura 57. Espectro de RMNH (500MHz, piridinads) de CFRE-2.
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Figura 58. Espectro de RMNC (125 MHz, piridina €s) de CFRE-2
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Figura 59. Espectro de RMN°C — DEPT 135 © (125 MHz, piridinals) de CFRE-2
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3.9 - Determinacéo estrutural de CFRE -3

A fracdo diclorometano (DCM) do extrato etanolicasdaizes de&. fruticosum
(tem 4.3.11.2, pag. 99) apds sucessivos tratarmerrtmmatograficos, incluindo CLAE,
forneceu 36 mg de um soélido branco, com ponto ddduna faixa de 332-335 °C,
codificado como CFRE -3.

O espectro de absorcéo na regido do infravermdéligp 61, pag. 80), apresentou
uma banda larga em 3430 ¢ntorrespondente a deformacdo axial de ligacdo OH,
absorcées em 2944 ¢he em aproximadamente 2900 tnaaracteristicas de deformacées
axiais de ligacdes C-H (C-¥palém de uma absorcdo em 1697 creferente & ligacéo
C=0, e uma absorcdo em 1050 traferente & deformac&o axial de ligacdo C-O.

Os espectros de RMRH e °C apresentaram dados caracteristicos do esqueleto
basico de triterpenos oleananos. A analise coniparatos dados espectrais deste
composto com CFRE-1 mostram-se semelhantes, entretnais no espectro de RMN
13C emé¢ 69,2 e 66,8 revelaram dois carbonos oxigenadaioadis.

O espectro de RMRC-CPD [125 MHz, piridinals] (Fig. 63, pag. 81) de CFRE-3,
mostrou sinais referentes a trinta atomos de catb&rcomparagéo entre os espectros de
RMN *°C e DEPT 135° (Fig. 64, pag. 81) inferiu a presedgaeis carbonos metinicos,
um deles sp(5c 122,8) e dois oxigenados e¥g 69,2 (C-2) e 78,6 (C-3), dez carbonos
metilénicos, sendo o sinal edg 66,8 (C-23) oxigenado, seis carbonos metilicost@ oi
carbonos nédo-hidrogenados, sendo o sinabeB0,5 relativo a carboxila de acido e o
sinal emd¢ 145,2 relativo a um carbono’sp

O espectro de RMNH [500 MHz, piridinads] (Fig. 62, pag. 80), mostrou sinais
relativos a hidrogénios carbindlicos eém4,24 (1H, m, H-2) e 4,22 (1H, m, H-3) e um
sinal emdy 5,47 (1H, sl, H-12) caracteristico de hidrogénfinico. Observou-se ainda
singletos na regido d&; 0,92-1,25, referentes a grupos metilicos, e sireferentes a
grupos metilénicos e metinicos na regidoge,45-2,25.

Conforme analise dos dados espectrais de RMN eedifa entre CFRE-1 e CFRE-
3 encontra-se no anel A, pela presenca de doiogridroxilas adicionais localizados no
carbono metinico C-2¢ 69,2) e no carbono metilénico C-23 (66,8). Estegmmzamento
foi baseada nas correlagbes observadas nos espédaiimencionais HSQC e HMBC
(Figs. 65 e 66, pag. 82pnde foi verificado a correlacdo a duas ligac&dsy) do

hidrogénio emdy 4,24 (H-2) com o carbono edtx 78,6 (C-3) e da correlacdo a trés

76



Determinacdo Estrutural

ligacdes {Jck) do hidrogénio endy 4,22 (H-3) com os sinais de carbono &ur66,8 (C-
23) e 14,7 (C-24).

Figura 60: Acoplamentos a longa distancia (HMBC) de CFRE-3

Com base nos dados espectroscépicos de CFRE-Bodeivel propor a férmula
molecular GoH4s0s em acordo com o ion molecular eniz488 Daltons, apresentado pelo
espectro de massas (Fig. 67, pag. 83). A foérmuldecumr mostra sete graus de
insaturacao, retificados pela presenca de uma midebama dupla ligacao e cinco ciclos,
confirmando a estrutura de um triterpeno.

Tabela 16.Dados espectrais de RMRC e DEPT 135° (125 MHz, piridinds) de CFRE -
3

C CH CH, CH3 Formula Molecular
180,5 (CQH) | 122,8 (CH-sp 66,8 (CH-OH) | 31,3
145,2 (C-sp) | 78,6 (CH-OH) 48,0 26,5
46,9 69,2 (CH-OH) 46,7 24,0
44.9 48,5 34,5 17,9
42,3 48,3 33,6 17,7
40,2 42,3 33,5 14,7
38,7 - 28,6 -
33,2 - 24,3 -
- - 24,1 -
- - 18,8 -
8C 6CH 10 CH, 6CHs CaoH4g0s

A interpretacdo dos dados espectroscopicos de CFRé&rmitiu determinar este
composto como acido arjundlico, isolado anterionmeate C. laxum (GARCEZ et al,
2008),C. leprosum(FACUNDO et al, 2008) eC. nelsonii(MASOCOet al, 2008), cujos
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dados de RMN®C (Tab. 17, pag. 79) estdo em acordo com aquetEsitds na literatura

(Mahatoet al,, 1992).

Tabela 17.Dados de RMN"C (125MHz, piridinags) de CFRE-3, comparado com 0s
valores na literatura para o acido arjunélico (Mah&992)

c HSQC HMBC Literatura*
dc OH “Jen Jen dc
2,31(dd)

1 | 48,0 2.20(dd) - - 47,1

2 | 69,2 4,24 (m) H-3 - 68,9
3 | 786 4,22 (m) H-2 - 78,7
4 | 439 - - - 435
5 48,3 1,89 - 3H-23; 2H-24; 3H-2 48,4
6 18,8 1,72; 1,43 - - 18,6
7 33,6 2,03; 1,82 - - 33,1
8 40,2 - - - 40,1
9 48,5 1,92 - 3H-25; 3H-26 48,5
10 38,7 - 3H-25 - 38,5
11 24,1 2,09; 1,91 - - 23,8
12 | 122,8 5.47 (sl) - H-18 123,5
13 | 145,2 - H-18 - 144,1
14 42,3 - - - 42,4
15 28,6 2,16; 1,20 - - 28,3
16 24,3 2,06; 1.20 - - 23,9
17 46,9 - - - 47,0
18 | 426 3.29 (dd, J=13.7 ] ] 435

Hz)

19 | 46,7 | 1,79(m); 1,29 (m) - - 46,3
20 33,2 - - - 30,7
21 34,5 1,43; 1,24 - - 34,2
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22
23

24
25
26
27
28
29
30

33,5 2,05; 1,65
4,22 (m)

©0.8 | 372 (d, 3= 10.5 Hz

14,7 1,07 (s)

17,9 0,99 (s)

17,7 1,04 (s)

26,5 1,25 (s)

180,5 -

31,3 0,92 (s)

24,0 1,01 (s)

H-18; H-22a

33,0
67,2

14,0
17,6
17,2
26,1
178,6
29,1
23,7

* RMN '°C (500MHz) usando piridinads

Figura 61. Espectro de absor¢éo na regiao do infravermellBr)(de CFRE-3
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4.1 — Métodos Cromatograficos
4.1.1 — Cromatografia de Adsor¢ao

Para o fracionamento dos extratos empregou-sen&céede adsorcdo em coluna,
utilizando como fase estacionaria gel de silicac® granulometria de 70-30 mesh, da
marca VETEC (cromatografia gravitacional) e 230-4088sh da marca MERCK para
cromatografia sob média pressao (cromatografiq)las dimensdo e o comprimento das
colunas variam de acordo com as quantidades deiah@eer cromatografado e de gel de
silica utilizada. Para cromatografia em camadaadiel CCD), utilizou-se cromatoplacas
de gel se silica, 1.05735, 60 A, com indicador lderéscéncia na faixa de 254 nm
(MERCK) e placas de vidro cobertas com gel deasBi¢ G VETEC cod 1094.

As substancias foram reveladas nas cromatoplacagetiede silica sob luz
ultravioleta (254 e 366 nm), e/ou pelas asperc¢édo solucdo de vanilina (5,0 g) / acido
perclorico 0,75 M/ etanol (100 mL), e/lou pela pulz@cdo com solucdo dpara
anisaldeido, seguido de aquecimento em estufa apacaquecedora a 100 °C por alguns
minutos, e/ou pela exposi¢ao ao iodo.

Os solventes utilizados nos procedimentos cromaficgs foram: hexano,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, anatametanol, acetonitrila e agua, puros
ou em misturas binarias em proporcdes crescentpsldadade. Todos 0s solventes eram
de qualidade P.A., destilado ou grau CLAE.

Os extratos e as fracdes resultantes das colunasatogréficas foram
concentrados sob presséo reduzida em evaporadtiriotBUCHI.

4.1.2 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (T.AE)

A cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAK)i realizada no laboratério de
cromatografia da Universidade do Estado do Rio @raio Norte (UERN), em aparelho
da marca SHIMADZU, constituido de duas bombas te mksséo, modelo LC-10Atvp,
detector com arranjo de diiédo e um forno termasigtara acomodacao da coluna. Para
as corridas utilizou-se uma coluna semi-prepar&iwaercosil (LC, 250 x 10 mm, 5um) e
como fase movel os solventes metanol e agua comhpd C, que foram filtrados em
membranas de nylon com poros de PTFE de 0,45 pesgasdeificados com gas hélio por

aproximadamente 10 minutos. As amostras foram ldidas com os solventes utilizados
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na fase movel e filtradas num sistema manual de breemas de teflon 0,45um da
Whatman.
4.2 - Métodos Espectométricos

Os espectros apresentados neste trabalho forardosbém equipamentos da
Central de Analitica do Departamento de Quimica €edntro Nordestino de Aplicacdo e
Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMM),Uthiversidade Federal do
Ceara.

4.2.1 — Espectroscopia na regido do infravermelhd\)

Os espectros de absorcdo na regidao do infraverm&nam obtidos em
espectrémetro da marca Perckin- EImer, modelo FEFECTRUM 1000 e VERTEX70
da maraca BRUKER, utilizando-se pastilhas de brordetpotassio (KBr).

4.2.2 — Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas foram obtidos em espettwdrenassa QP5050A
da SHIMADZU com impacto eletrénico de 70 eV, endqoars espectros de massa de alta
resolucdo foram adquiridos usando um espectrérdetroassa mod. LCMS-IT-TOF (225-
07100-34) - SHIMADZU, equipado com fonte de ion&a@orelectrospray
4.2.3 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Mz (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nucleadg@nio (RMN'H) e carbono
13 (RMN **C), uni- e bidimensionais, foram obtidos em espacttro Bruker, modelo
DRX-500 e DPX-300, operando na frequéncia de 5800Hz para hidrogénio e 125 e
75 MHz para carbono-13, ambos pertencentes asdCntdestino de aplicagdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Bedier Cearda (CENAUREMN —
UFC).

Os solventes deuterados utilizados na dissolugéo amnostras e obtencdo dos
espectros foram: cloroférmio (CD{l metanol (CROD) e piridina (GDsN). Os
deslocamentos quimico8) (foram expressos em parte por milhdo (ppm) e eaféados
nos espectros de RMN 1H pelo pico de hidrogénitepeente a fracdo ndo deuterada dos
solventes: cloroformios, 7,27), metanoldH, 4,87; 3,30) e piridinasH, 8,70; 7,59;
7,22) e para os espectros de RMN 13C pelos picosatleono-13 dos solventes:
cloroférmio C 77,23), metanobC49,15) e piridinadC 123,87; 135,91 e 150,35).
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As multiplicidades das absor¢bes foram indicadegusdo a convengao: s
(singleto), sl (singleto largo), d (dupleto), daiitb dupleto), dl (dupleto largo), dt (dupleto
triplo), td (tripleto duplo), t (tripleto) e m (miipleto).

O padrdo de hidrogenagdo dos carbonos foi detaduiatravés da utilizacdo da
técnica DEPT 135° e segundo a convencgdo: C (carbaachidrogenado), CH (carbono

metinico), CH (carbono metilénico) e GHcarbono metilico).

4.2.4 — Ponto de Fuséo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foesenminados em aparelho de
microdeterminacéo digital da Metter Toledo com glaquecedora FP82HT e uma central
de processamento FP90. As determinacfes foramzada a uma velocidade de

aquecimento de 3°C/min e n&do foram corrigidos.

4.2.5 — Rotacao oOptica
As rotacOes Opticas foram obtidas em Polarimeigdatida Perckin-Elmer 341 a

temperatura de 25°C e concentracdo de 1mg/2mLldende.

4.3 — Estudo dos Constituintes Fixos déombretum fruticosum
4.3.1 - Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal (folhas, talos e raizes) foetalo em seu habitat natural no
quilometro 15, Br 020, no municipio de Caucaia-G& &ulho de 2008, pelo Prof. Dr.
Edilberto Rocha Silveira.

Este material vegetal foi identificado cor@@mbretum fruticosunmpela botanica
Maria Iracema Bezerra Loiola, cuja exsicata n°.54B88ncontra-se depositada no Herbario
Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara.
4.3.2 - Preparacédo dos extratos

As folhas (2.33 Kg), os talos (3.135 KQ) e as mi@&325 Kg) deC. fruticosum
foram secos a temperatura ambiente, trituradometidos individualmente a extracao
exaustiva com hexano e posteriormente com etanmis A procedimento de extragéo, o
solvente foi eliminado com auxilio de um evaporaduatério, a pressao reduzida, para a
obtencéo do extrato etandlico. As massas e osmemtbs obtidos para cada extrato estao

sumarizados na tabela 18, pag. 88.
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Tabela 18— Dados referentes aos extratos das folhas, éataizes d€. fruticosum

Extrato Sigla Peso (g) Rend. (%)*
Hexanico das folhas CFFH 48,43 2,08
Etandlico das folhas CFFE 184,6 7,92
Hexanico dos talos CFTH 3,245 0,10
Etandlico dos talos CFTE 64,70 2,06
Hexanico das raizes CFRH 3,104 0,13
Etandlico das raizes CFRE 53,97 2,32

* Rendimento baseado no peso do material seco

4.3.3- Particdo liquido-liquido do extrato bruto denominad CFFE
O extrato etandlico das folhas CFFE (184,69) fesdivido em metanol/agua 70% e

fracionado por particao liquido — liquido utilizands solventes diclorometano, acetato de

etila e n-butanol.

Extrato etandlico das folhas
de Combretum fruticosum

Particdo liquido - liquido

Fragao DCM Fragao AcOEt Fragdo n-butanol Fragao aquosa
(53.10a)

Fluxograma 1: Particdo liquido-liquido do extrato bruto CFFE

4.3.4 - Fracionamento Cromatografico da Fragdo DCMio extrato CFFE
A fracdo DCM (52,99) foi submetida & cromatografim coluna, sendo adsorvida em
71 g de gel de silica, pulverizada em grau de jemaee disposta sobre 92,97 g de gel de

silica em coluna de 8,0 cm de diametro internoluic@o foi realizada com os solventes
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hexano, acetato de etila e metanol, puros ou erurassbinarias, em gradiente crescente

de polaridade nas proporc¢des indicadas na tabelzat)989.

Tabela 19:Dados resultantes do fracionamento cromatografichattdo DCM de CFFE

Eluentes Fracoes Peso(g)
n-hexano/AcOEt (8:2) 1 9,55
n-hexano/AcOEt (6:4) 2 5,53
n-hexano/AcOEt (4:6) 3 3,95
n-hexano/AcOEt (2:8) 4 2,25
AcOEt 5 1,80
AcOEt/MeOH (8:2) 6 10,45
AcOEt/MeOH (1:1) 7 18,12
MeOH 8 1,34

As fracOes resultantes foram comparadas por cr@reia em camada delgada e

reunidas adequadamente.

4.3.4.1 - Fracionamento Cromatografico da Fracédo F3

A fracdo F3 (3,95 @), resultado da eluicho com xahe/AcOEt (4:6) foi
fracionada sobre gel de silica (87,7 g) em colwra 6 cm de diametro interno utilizando
combinagdes binarias dos solventes hexano e ace¢atetila em ordem crescente de
polaridade. As fracfes resultantes, apés o monitenégo em CCD, foram reunidas como

descritas na tabela 20.

Tabela 20.Resultado do fracionamento cromatografico da &ra&

Eluentes Fracdes
n-hexano/AcOEt (8:2) 1-29
n-hexano/AcOEt (7:3) 30-45
n-hexano/AcOEt (6:4) 46-54
n-hexano/AcOEt (5:5) 55-65
AcOEt 66-73
MeOH 74-85
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As fracOes F62-73 apresentaram-se uniformes e fogamdas resultando em 2,52
g de material. A mesma foi submetida a sucessnamsohamentos cromatograficos sobre
gel de silica utilizando como eluentes os solve@idsCl,, AcCOEt e MeOH puros ou em
combinacgdes binarias. Na eluicdo com,CHACOEt foram reunidas as frac6es uniformes
C15 F7-17 resultando num material sélido brancg3(87g) soluvel em metanol.

4.3.4.2 — Tratamento Cromatografico da Fracdo F7-1gor CLAE

O sdélido branco obtido (97,3 mg) resultante da&doaE7-17 foi solubilizado 5mL
de uma mistura dos solvents grau HPLC metanol/aiteta 10% e filtrada num sistema
manual com filtros de 0,45 pum. Aliquotas de 100puarn injetadas num aparelho CLAE,
provido de coluna semi-preparativa de fase revefsafase movel utilizada foi
metanol/dgua com TFA 0,1% (84:16), adotando unoflde 3,0 mL/min e uma corrida de
25 minutos. Selecionando-se a deteccdo de UV pfefan@, obteve-se um cromatograma
gue exibiu dois picos cujo os tempos de retencénfale 22,17 min (pico 1) e 23,84 min
(pico 2). O pico 1 rendeu 25 mg de um solido boasam ponto de fusdo na faixa de 254-
257 °C, codificada como CFFE -1. A caracteriza¢do desteposto encontra-se na pag.
24,
4.3.4.3- Fracionamento Cromatografico da Fracédo F6

A fracdo F6 (10,45 g), resultado da eluicdo com BitReOH (8:2) foi submetida
a cromatografia em colun@{£ 8 cm) sobre gel de silica (76,7 g), utilizand@mseluentes
CH.Cl,, AcOEt e MeOH, fornecendo respectivamente as émgnforme disposto na
tabela 21.

Tabela 21.Resultado do fracionamento cromatografico da &rag&

Eluentes Fracoes
CH.Cl, 1-23
CH,CI,/ACOEt (7:3) 24-39
CH,CI,/AcOEt (4:6) 40-56
CH,CI,/AcOEt (1:9) 57-68
AcOEt/MeOH (8:2) 69-74
MeOH 75-91
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As fragbes coletadas foram monitoradas por CCDnpiedo o agrupamento das
semelhantes. As fracbes F27-53 foram reunidas € apdaporacao do solvente obteve-se

2,81g desse material.

4.3.4.4 - Fracionamento cromatografico da fragdo F253

A fracdo F27-53 (2,81 g) foi recromatografada exura flash ¢ 4 cm) sobre gel
de silica (78 g) e eluida com Q@El,/ACOEt 10%. As fragcbes F27-43 apresentaram
uniformidade e foram reunidas fornecendo um predpi de cor amarelo (206 mg) de
dificil solubididade. Esse precipitado foi novameestibmetido a cromatografia em coluna
flash @ 2,5 cm) sobre gel de silica (57,8 g) usando colmenée CHCI/ACOEt 5%. As
fracOes reunidas F21-48 (100,4 mg) mostraram-derne de solido amarelo, também de

dificil solubilidade. O espectro de infravermellod dbtido para o material.

cgustmesicETnect sp - GET Fri 21 & 48] &, Smg ThicisnwCiils KHir) oper. Thiciens 022008

Figura 68: Espectro de absorcao na regido do infravermelho)(H&F21-48

90



Procedimentos Experimentaisl

4.3.4.5 - Reacédo de Acetilacdo da fracao F21-48

30 mg de F21-48 e 0,9mL da mistura piridina/admriacético (1:2) foram
acondicionados em um baldo de 25 mL, sob agitag@gnética e aquecimento por 12
horas. A reacgao foi monitorada por CCD e pelo dspete infravermelho. Ao termino da
reacdo foi adicionado gelo seguido da adicdo demll@e agua destilada. A mistura foi
neutralizada por uma solucdo de HCI 20%. O matéoiatransferido para um funil de
separacao de 50 mL e extraido com,Cll (3 x 10 mL). O produto foi entdo seco com
NaSO, e concentrado em evaporador rotativo até a sefomaecendo 33mg de um
material sélido amarelo que foi submetido a crogatia em colunad§ 1,5 cm) com gel
de silica (12,96 g) utilizando na eluicdo £ e MeOH puros ou combinados. A analise
em CCD permitiu reunir as fracdes F5-7 (15,1 md)dals por eluicdo com CiEl, que
apos a evaporacdo do solvente forneceram um niaélido branco com ponto de fusédo
na faixa de 264-265 °C, codificado co@&FE -2, cuja determinagao estrutural encontra-

se descrita na pag. 34.

4.3.5 - Fracionamento Cromatografico da Fracdo AcOEt do exato CFFE

A fracdo AcOEt (53,1g) foi submetida a fracionanseatomatografico em coluna,
sendo absorvida em gel de silica, pulverizada em de porcelana e disposta sobre 93,7 g
de gel de silica em coluna de 8,0 cm de diametesrin. A eluicdo foi realizada com os
solventes acetato de etila e metanol, puros ou istanas binarias, em gradiente crescente
de polaridade nas proporc¢des indicadas na tabel@ég292.

Tabela 22:Resultado do fracionamento cromatografico da fragdoEt de CFFE

Eluentes Fracoes Peso(qg)
AcOEt 1 2,27
AcOEt/MeOH (9:1) 2 5,92
AcOEt/MeOH (7:3) 3 2,27
AcOEt/MeOH (1:1) 4 21,62
MeOH 5 15,70
MeOH/H,0 (7:3) 6 5,22
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As fracdes resultantes foram analisadas por cr@grafta em camada delgada e as

que se apresentaram uniformes foram reunidas adi@aeate.

4.3.5.1 - Fracionamento Cromatografico da Fracdo F2

A fragdo F2 (5,92 g), resultado da eluigdo com AZMEOH 9:1, foi
recromatografada em colurda 6 cm) sobre gel de silica (92 g) percolada comlwsntes
conforme descritos na tabela 16. As fracbes F8m886traram-se uniformes em CCD e
foram reunidas, resultando em 25 mg de um sélidara@lm com ponto de fusédo na faixa de
262-265 °C. Este material foi codificado como CRFE sua elucidacdo estrutural

encontra-se discutida na pag. 39.

Tabela 23.Resultado do fracionamento cromatografico da &rac&

Eluentes Fracoes
CH,CI,/ACOEt (1:1) 1-19
CH,CI,/ACOEt (3:7) 20-30
AcOEt 31-61
AcOEt /MeOH (95:5) 62-94
AcOEt/MeOH (9:1) 95-105
AcOEt/MeOH (8:2) 106-117
AcOEt/MeOH (1:1) 118-121
MeOH 122

4.3.6 — Fracionamento cromatografico do extrato brio denominado CFTH

O extrato hexanico CFTH (3,25 g) foi submetidaacibnamento cromatografico
em coluna sobre gel de silica (30,2 g), utilizamdoeluentes hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, fornecendo respectintares fracbes conforme disposto na
tabela 24.

Tabela 24:Resultado do fracionamento cromatografico do extnaxanico CFTH

Eluentes Fracoes Peso(Q)
n-hexano 1 0,221
n-hexano /CHCI, (7:2) 2 0,224
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n-hexano /CHCI, (6:4) 3 0,089

n-hexano / CkCl, (4:6) 4 0,042

n-hexano / CkCl, (2:8) 5 0,037

CH.CI, 6 0,493

CH,Cl,/ACOEt (7:2) 7 0,464

CH,CI»AcOEt (1:1) 8 0,375
9

MeOH 0,654

4.3.6.1 — Fracionamento cromatografico da Fragéo 7
A fracdo 7 (464 mg) foi recromatografada em colflash sobre média pressab (

2,5 cm) contendo gel de silica (37,60 g), per@lastcraticamente com a mistura dos
solventes n-hexano/ GBI, (1:1). As fragBes obtidas F41-50, apds monitordmem
CCD, foram reunidas em 42 mg de um sdlido cristatiom PF. 130-132°C soltuvel em
CHCIl3;, denominado CFTH-1, cuja determinacao estruturabtra-se descrita na pag. 47.
4.3.7 -Particao liquido-liquido do extrato bruto denominad CFTE

O extrato etandlico dos talos CFTE (64,709g) fosdigido em metanol/agua 70% e
fracionado por particdo liquido — liquido utilizands solventes diclorometano, acetato de

etila e n-butanol.

Extrato etandlico dos talos de
Combretum fruticosum

Partigao liquido - liquido

{ Fragdo DCM ] [ Fracéo AcOEt Fracéo n-butanol Fragdo aguosa
(21,59)

Fluxograma 2: Particdo liquido-liquido do extrato bruto CFTE
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4.3.8 -Fracionamento Cromatogréafico da Fragdo DCM do extréo CFTE

A fracdo DCM (10,29) foi cromatografada em colufag(cm) contendo gel de silica
(43,11 g), percolada com os solventes,Clk] AcOEt e MeOH puros ou em misturas
binarias em gradiente crescente de polaridadeedentdo respectivamente as fracdes
conforme disposto na tabela 25, pag. 94.

Tabela 25:Resultado do fracionamento cromatografico da fra®@M de CFTE

Eluentes Fracoes Peso(g)
CHxClI, 1 0,596
CH.CIy/AcOEt (7:3) 2 2,190
CH,CI,/AcOEt (4:6) 3 1,096
AcOEt 4 0,257
AcOEt/MeOH (7:3) 5 3,835
AcOEt/MeOH (4:6) 6 0,325
MeOH 7 0,375

As fragOes resultantes foram comparadas por cr@redia em camada delgada e

reunidas adequadamente.

4.3.8.1 - Fracionamento Cromatografico da Fracéo 3

A fracdo F3 (1,096 g), resultado da eluicdo com,@HAACOEL (4:6) foi submetida
a cromatografia em colun& (3 cm) utilizando gel de silica (14,44 g) como adsote e
na eluicdo os solventes @El, seguida da mistura dos solventes ;CHMeOH,
finalizando com MeOH. As fra¢des resultantes, apdaonitoramento em CCD, foram
reunidas como descritas na tabela 26.
Tabela 26.Resultado do fracionamento cromatografico da &ra&

Eluentes Fracoes
CH.Cl, 1-10
CH,Cl,/MeOH (99:1) 11-21
CH,Cl,/MeOH (97:3) 22-31
CH,Cl,/MeOH (95:5) 32-36
CH,Cl,/MeOH (50:50) 37-47
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As fracGes foram analisadas por CCD e as que sseaparam uniformes foram
reunidas conforme o fluxograma 3, pag. 96.
As fracOes reunidas F8-15 e F28-40 foram lavadas @oetona e suas solugdes

mae selecionadas para isolamento por Cromatodrafiada de Alta Eficiéncia (CLAE).

4.3.8.2- Tratamento cromatografico da fragdo F8-15 por CLA

A fracdo SM F8-15 (98,4 mg) foi inicialmente soli#ada em 2,5 mL de metanol
grau HPLC e filtrada utilizando membranas de 0,45@mmétodo escolhido utilizou
coluna semi-preparativa de fase reversa e elueatanol/agua com TFA 0,1% (60:40),
adotando um fluxo de 3,6 mL/min e uma corrida deniifutos. Selecionando-se a
deteccdo de UV para 254 nm, obteve-se um cromabagope exibiu dois picos cujo 0s
tempos de retencéo foram de 8,60 min (pico 1) @ 8i& (pico 2). O pico 1 rendeu 16,5
mg de um solido branco com ponto de fusdo na @@x200-203 °C, codificado por CFTE-
1, cuja determinacao estrutural encontra-se daswipag. 51.
4.3.8.3— Tratamento Cromatografico da Fragdo F28-4por CLAE

A fracdo SM F28-40 (256,9 mg) foi inicialmente dwlizada em 9 mL de metanol
grau HPLC e filtrada utilizando membranas de 0,45 @©® método escolhido utilizou
coluna semi-preparativa de fase reversa e elueatanol/agua com TFA 0,1% (44:56),
adotando um fluxo de 3,0 mL/min e uma corrida den@@utos. Selecionando-se a
deteccao de UV para 254 nm, obteve-se um cromaaggae exibiu pico majoritario com
tempo de retencéo de3,93 min. O rendimento foi de 9,6 mg de um séhdanco com
ponto de fusdo na faixa de 281-283 ¥ddificado como CFTE-2, cuja elucidagao

estrutural encontra-se na pag. 59.
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Fracdo F3

l Fracionamento Cromatografico

CO D EEEE

Acetona
\ 4
ppt F 8-15 SM F 8-15
CFTE 1
{1 A 9 mo)

Acetona
\ 4
SM F 28-40 ppt F 28-40

CFTE-2 (9 6

ma\

Fluxograma 3: Fracionamento da fracdo F3 para o isolamento distituintes quimicos

CFTE-1e CFTE-2
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4.3.9- Particdo liquido-liquido do extrato bruto deominado CFRE
O extrato etandlico das raizes CFRE (59,09) faahsdo na mistura de solventes
metanol/agua (7:3) e fracionado por particdo liguid liquido utilizando os solventes

hexano, diclorometano e acetato de etila.

Extrato etanolico das raizes
de Combretum fruticosum

[ Fragdo n-hexano } [ Fragdo DCM ] [ Fracdo AcOEt ] [Fra(;éo metan()lica]

Fluxograma 4: Particdo liquido-liquido do extrato bruto CFRE

4.3.10 - Fracionamento Cromatografico da Fracédo n-ekano do extrato CFRE

A fracdo hexanica obtida da particédo liquido-liquidb extrato etandico das raizes
de C. fruticosumfoi submetida a fracionamento cromatografico erfure @ 2,5 cm)
sobre gel de silica (43,6 g), utilizando n-hexau®tato de etila e metanol como eluentes.
As fracdes resultantes, apds monitoramento em G@fm reunidas como descrito na
tabela 27.

Tabela 27.Resultado do fracionamento cromatogréafico da rachexano de CFRE

Eluentes Fracoes Peso(g)
n-hexano 1 0,376
n-hexano /AcOEt (8:2) 2 0,266
n-hexano /AcOEt (6:4) 3 3,355
n-hexano /AcOEt (2:8) 4 0,712
AcOEt 5 0,375
AcOEt/MeOH (8:2) 6 0,075
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4.3.10.1 - Fracionamento Cromatografico da Fracéo 2

A fracdo F6 (266 mg) foi recromatografada em colileegh sobre pressdo medé (
2,5 cm) utilizando gel de silica (41,9 g) e perdalasocraticamente com a mistura dos
eluentes n-hexano/AcOEt (85:15). As fracdes Fl12agdrésentaram uniformidade em CCD
possibilitando que fossem reunidas fornecendo 638den um material so6lido amorfo
branco com ponto de fusdo na faixa de 279-282 *hominado CFRE-1, cuja
determinacao estrutural encontra-se descrita negdag
4.3.11 - Fracionamento Cromatografico da Fracdo DCMio extrato CFRE

A fracdo DCM (23,7 g) foi submetida a fracionameatomatografico em coluna
(® 8 cm) utilizando gel de silica desativada (50,7egpercolada com os solventes
diclorometano, acetato de etila e metanol. A aea@im CCD permitiu reunir aquelas que
se apresentaram semelhantes, fornecendo 10 fragjas,massas encontram-se descritas
na tabela 28 abaixo.

Tabela 28:Resultado do fracionamento cromatografico da fray@M

Eluentes Fracoes Peso(Q)

CH.Cl, 1 0,011

CH,CI, / AcOEt (8:2) 2 0,765
CH,Cl, / AcOEt (6:4) 3 1,621
CH,Cl, / AcOEt (4:6) 4 0,158
CH,CI, / AcOEt (2:8) 5 2,017
AcOEt 6 1,440

AcOEt /MeOH(8:2) 7 0,681
AcOEt /MeOH(6:4) 8 5,978
AcOEt /MeOH(3:7) 9 0,670
MeOH 10 0,410

4.3.11.1 - Fracionamento Cromatografico da Fracéo 6

A fracdo F6 (1,44 g) foi fracionada em coluna crtogeafica sobre gel de silica
(17,1 g). Os solventes ACOEt e MeOH foram utilizadw eluicio em combinagoes
binarias ou puros (Tab. 29, pag. 99). As fracodstatdas foram monitoradas por CCD,

permitindo o agrupamento das semelhantes.

98



Procedimentos Experimentaisl

Tabela 29.Resultado do fracionamento cromatografico da orag&

Eluentes Fracdes
AcOEt 1-25
AcOEt /MeOH (9:1) 26-38
AcOEt /MeOH (8:2) 39-45
AcOEt /MeOH (1:1) 46-52
MeOH 53-54

As fracbes F11-14 (605,3 mg) foram reunidas e stidase a analise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Deaneira semelhante as fracoes F15-
32 foram reunidas e apds a evaporacéo do solvestéou na obtencdo de 43,5 mg de um
sélido branco com ponto de fusdo na faixa de 2%29 denominado CFRE-2, cuja
elucidacao estrutural encontra-se descrita naf#ag.
4.3.11.2 - Tratamento Cromatografico da Fracdo F114

A fragdo F11-14 foi submetida a analise em cromaf@gliquida de alta eficiéncia
- CLAE em fase reversa. Uma aliquota da fracdo FL{+30,9 mg) foi solubilizada em 5
mL acetonitrila grau HPLC (26,2 mg/mL) e filtradam sistema manual com filtros de
0,45 pm. Quantidades de 100uL foram injetadas rawedm provido de pré-coluna e
coluna semi-preparativa. A fase movel utilizadadogtonitrila/agua (8:2), adotando um
fluxo de 4,1 mL/min e uma corrida de 4,5 minutaseSionando-se a deteccdo de UV para
uma varredura entre 215 a 400 nm, obteve-se umatogmama que exibiu um pico
majoritario cujo o tempo de retencdo foi 3,94 mApos a coleta do material e a
evaporacao do solvente obteve-se 36 mg de um diigwo com ponto de fusdo na faixa
de 332-335 °C , codificada como CFRE -3. A caraaedo deste composto encontra-se
na pag. 77.
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5. CONCLUSOES

A prospeccao quimica do extrato etandlicdCddruticosum empregando metddos
cromatograficos classicos, inclusive cromatogréfiaida de alta eficiéncia, resultou no
isolamento e caracterizagdo de nove metabdlitosngécios (Quadro 3, pag. 102),
pertecentes a diferentes classes estruturais,anasns ao géneréombretum

Os constituintes isolados das folhas foram urerp@no da série oleanano, acido
maslinico; uma lactona derivada do acido elagicodoa 4’-O-Acetil3’,3,4ri-O-
metileldgico e um flavonoide glicosilado, apigenina 8B3eD-glicosideo. Do extrato
hexanico dos talos foi isolado a mistura dos estesop-sitosterol e estigmasterol,
enquanto do extrato etandlico foram obtidas dugsahias, cujas estruturas foram
determinadas como sendo (-) trachelogenina e \da#inA partir das raizes foram obtidos
os triterpenos acido oleanodlico e &cido arjundlieo,a mistura dep-sitosterol e
estigmasterol nas formas glicosiladas.

Dos compostos isolados, o triterpeno acido masline as lignanas (-)
trachelogenina e vladinol, estdo sendo registradagnerdCombretunpela primeira vez.

A lactona acido 4’-Cacetit3’,3,44ri-O-metilelagicq foi previamente isolada de
Combretum kraussiienquanto o flavondide apigenina 83¢D-glicosideo, foi isolado de

C. guadrangularee C. micranthum.Os acidos oleandlico e arjundlico sao bastantes
comuns no géner@ombretum

Conforme levantamento bibliografico acerca dos itgintes quimicos do género
Combretum os triterpenos sdo os compostos encontrados ear praporgcédo. Assim, a
constuticdo quimica d€. fruticosumesta, portanto, em acordo com o levantamento
realizado.

O estudo desenvolvido com a espéCie fruticosumpoderd contribuir para a
ampliacdo do conhecimento do potencial quimicoredaologico de espécies presentes
no ecossistema do nordeste brasileiro.

Os resultados obtidos impulsionam a continuacdo dstudo fitoquimico da
espécie, bem como a investigacao de possiveisdadies farmacoldgicas dos contituintes
isolados, visto que o génef@ombretumé reconhecido por suas inumeras propriedades

medicinais.
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Conclusoes

00H

cido maslinico CH;0 Acide 4-0-deeril- 33,
(CFFE-1)

o 4tri-O-metilelagico Apigenina 3-C-B-D-glicosideo
(CFFE-2) R=C-Glic
(CFFE-3)

WVladinol - F
(-) Trachelogenina OCH;y (CFTE-2)
(CFIE-1) OCH; HO OCH; H

Sitosterol, /4
Estigmasterol 4™
(CFTH-1)

00H 00H

HO,

Sitosterol, &' )
H Acido oleandico g Estigmasterol ™ H Acido afjunélico
(CFRE-1) R=C-GClic CHOH (CFRE-3)
(CFRE-2) :

Quadro 3: Constituintes quimicos isolados de isolado€ d&uticosum
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6. CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS

6.1. CFFE-1

Nome: Acido maslinico

Formula molecular: ¢H4s04

Peso molecular: 472 u

Ponto de fuséo: 254-257 °C

Rotacao otica: + 39,1° (c. 0,25 g/100 mL, MeOH)

Aspecto: solido branco amorfo

Espectroscopia na regido do 1.V (KBr, ¥m3428, 2944, 1692, 1462, 1386, 1050.
Espectrometria de RMRH (500 MHz, piridina €): ver Tabela 4, pag. 27
Espectrometria de RMNC (125 MHz, piridina ¢): ver Tabela 4, pag. 27

6.2. CFFE-2
e OCHs
o (o
CH30 o)
@)

Nome: Acido 4'-OAcetil-3’,3,44ri-O-metilelagico
Formula molecular: gH1409
Peso molecular: 386 u

Ponto de fusao: 264-265°C
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Aspecto: cristais brancos

Espectroscopia na regido do 1.V (KBr, &m3424, 2925, 1739, 1611, 1354, 1097.
Espectrometria de RMRH (500 MHz, CDC}): ver Tabela 6, pag. 36
Espectrometria de RMAC (125 MHz, CDGJ): ver Tabela 6, pag. 36

6.3. CFFE-3

R = C-Glic

Nome: Apigenina 8-@-D-glicosideo

Formula molecular: §H20010

Peso molecular: 432 u

Ponto de fuséo: 262-265 °C

Aspecto: sélido amarelo amorfo

Espectroscopia na regido do 1.V (KBr, ©m3390, 3250, 2914, 1657, 1568, 1363, 1178,
11009.

Espectrometria de RMRH (500 MHz, piridina €): ver Tabela 8, pag. 42

Espectrometria de RMNC (125 MHz, piridina ¢): ver Tabela 8, pag. 42
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6.4. CFTH-1

Nome:p-sitosterol °) e estigmastero’??)

Formula molecular: &Hs00 (B-sitosterol) e GH4s0 (estigmasterol)

Ponto de fuséo: 130-132 °C

Aspecto: cristais brancos

Espectroscopia na regido do 1.V (KBr, ¥m3424, 2935, 2866, 1465, 1381, 1052.
Espectrometria de RMKC (125 MHz, piridina ¢): ver Tabela 9, pag. 48

6.5. CFTE-1
OH P
CH:O
HO ! |
‘ OCH;

OCHs

Nome: (-) Trachelogenina

Formula molecular: §H»40;

Peso molecular: 388 u

Ponto de fuséo: 200-203 °C,

Rotacao otica: - 46,4° (c. 0,25 g/100 mL, MeOH)
Aspecto: sdélido branco amorfo

Espectroscopia na regiéo do 1.V (KBr, Om3424, 2930, 2881, 1771, 1517, 1025.
Espectrometria de RMRH (500 MHz, piridina €): ver Tabela 11, pag. 53
Espectrometria de RMKNC (125 MHz, piridina ¢): ver Tabela 11, pag. 53
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6.6. CFTE-2
CH30
DO
@]
OH
Nome: Vladinol F HO OCH;

Formula molecular: g&H240s

Peso molecular: 360 u

Ponto de fuséo: 281-283 °C

Rotacgéo dtica: -8° (c. 0,25 g/100 mL, MeOH)

Aspecto: sdélido branco amorfo

Espectroscopia na regido do 1.V (KBr, ¥m3414, 2932, 1684, 1611, 1204, 1138.
Espectrometria de RMRH (500 MHz, piridina €): ver Tabela 13, pag. 62
Espectrometria de RMNC (125 MHz, piridina ¢): ver Tabela 13, pag. 62

6.7. CFRE-1

Nome: Acido oleandlico

Formula molecular: §H4605

Peso molecular: 442 u

Ponto de fuséo: 279-282 °C

Aspecto: solido branco

Espectroscopia na regiéo do 1.V (KBr, Om3421, 2930, 1692, 1463, 1387, 1031.
Espectrometria de RMRH (500 MHz, piridina g): ver Tabela 15, pag. 70
Espectrometria de RMNC (125 MHz, piridina ¢): ver Tabela 15, pag. 70
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6.8. CFRE-2

R = O-Glic

Nome: Glicosideo dp-sitosterol °) e estigmasteroh’??)

Formula molecular: &Hs90s € GsHs70s

Ponto de fuséo: 294-296 °C

Aspecto: solido branco

Espectroscopia na regiéo do 1.V (KBr, Om3414, 2960, 2933, 1073, 1024.

6.9. CFRE-3

Nome: Acido arjunolico

Formula molecular: €H4s0s

Peso molecular: 488 u

Ponto de fuséo: 332-335 °C

Aspecto: solido branco

Espectroscopia na regiéo do 1.V (KBr, Om3430, 2944, 1697, 1462, 1389, 1050.
Espectrometria de RMRH (500 MHz, piridina g): ver Tabela 17, pag. 79
Espectrometria de RMN®C (125 MHz, piridina ¢: ver Tabela 17, pag. 79
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