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RESUMO

A composicdo quimica do dleo essencial das folhas e frutos de Triphasia trifolia
(Rutaceae) foi analisada por CG- DIC e CG-MS. Os constituintes majoritarios identificados
para os 6leos obtidos das folhas foram sabineno (39,2 e 33,8%) e mirceno (21,9 e 33,6%),
enquanto os compostos majoritarios para o 6leo dos frutos foram sabineno (35,5 e 22,8%),
B-pineno (21,2 e 29,9%) e y-terpineno (18,4 ¢ 12,9%). Os 6leos das folhas apresentaram
moderada atividade antimicrobiana. O decocto dos frutos também foi investigado levando
ao isolamento das cumarinas isopimpinelina, (R)-biakangelicina e (§)-mexoticina. Das
folhas foram isoladas as cumarinas (R)-biakangelicina, aurapteno, (S)-mexoticina,
isosibiricina, isomerazina € coumurraina e, o flavondide vitexina. Todas cumarinas em
CCD, mostraram atividade frente a enzima acetilcolinesterase.

De Cordia piauhiensis Fresen (Boraginaceae), cinco saponinas triterpénicas foram
isoladas. Suas estruturas foram caracterizadas como &cido 3/-O-[a-L-ramnopiranosil-
(1-2)-p-D-glicopiranosil] pomdlico, pomolato de 34-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)-/-D-
glicopiranosil] 28-O-f-D-glicopiranosil-(1—6)--D-glicopiranosila, ursolato de 34-O-[o-
L-ramnopiranosil-(1—2)-f3-D-glicopiranosil] 28-0O--D-xilopiranosil-(1—2)- S-D-
glicopiranosil-(1—6)--D-glicopiranosila, pomolato de 3/-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)-
S-D-glicopiranosil] 28-O-f-D-glicopiranosila e oleanolato de 3/-O-[a-L-ramnopiranosil-
(1—2)-4-D-glicopiranosil] 28-0O-4-D-glicopiranosil-(1—6)-4-D-glicopiranosila. As
estruturas foram estabelecidas usando uma combinagdo das técnicas de RMN 1D e 2D (‘H-

"H-COSsY, HMQC, HMBC, TOCSY e NOESY), ESIMS, além de evidéncias quimicas.
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ABSTRACT

The chemical composition of the essential oils from leaves and fruits of Triphasia
trifolia were analyzed by GC-FID and GC-MS. The major constituents identified for oils
obtained from leaves were sabinene (39.2 and 33.8%) and myrcene (21.9 and 33.6%), while
the prevalent compounds detected in fruit oils were sabinene (35.5 and 22.8%), -pinene
(21.2 and 29.9) and vy-terpinene (18.4 and 12.9%). The leaf oils showed moderate
antimicrobial activity. The fruit decoction was also investigated leading to the isolation of
the coumarins isopimpinelin, (R)-byakangelicin and (S)-mexoticin. From the leaves the
coumarins (R)-byakangelicin, aurapten, (§)-mexoticin, isosibiricin, isomerazin and
coumurrayin and, the flavonoid vitexina were isolated. All coumarins showed
cholinesterase inhibition on TLC test.

From Cordia piauhiensis Fresen (Boraginaceae), five triterpenoid saponins were
isolated. Their structures were characterized as 3B-O-o-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-B-D-
glucopyranosyl pomolic acid, 34-O-[o~L-rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-glucopyranosyl]
pomolic acid 28-O-[S-D-glucopyanosyl-(1—6)-4-D-glucopyranosyl] ester, 3/-O-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-glucopyranosyl] ursolic acid 28-O-[B-D-xilopyranosyl-
(1-2)--D-glucopyanosyl-(1—6)-F-D-glucopyranosyl] ester, 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—2)-4-D-glucopyranosyl pomolic acid 28-0-f-D-glucopyranosyl ester and 3-O-o-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-4-D-glucopyranosyl oleanolic acid 28-0--D-glucopyranosyl-
(1—6)-4-D-glucopyranosyl ester. The structures were established using a combination of
1D and 2D (IH—IH—COSY, HMQC, HMBC, TOCSY and NOESY) NMR techniques,

ESIMS and chemical evidences.
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INTRODUCAO

Este trabalho descreve o estudo quimico de Triphasia trifolia (Burm. f.) P. Wils
pertencente a familia Rutaceae e Cordia piauhiensis Fresen pertencente a familia
Boraginaceae. Para a primeira espécie consta a identificacao dos constituintes quimicos do
6leo essencial oriundo dos seus frutos e folhas e ainda o isolamento e caracterizacdo de
outros metabdlitos secunddrios das duas partes. De Cordia piauhiensis foi dado
continuidade ao estudo quimico do extrato etandlico das folhas.

T. trifolia (Burm. f.) P. Wils., também conhecida pelas sinonimias 7. trifoliata, T.
aurantiola e Limonia trifolia é uma planta de origem asidtica, que devido suas
caracteristicas ornamentais foi introduzida em vérios paises, especialmente naqueles de
clima tropical, onde melhor se adapta.

Como conseqiiéncia da ampla ramificagdo e dos muitos espinhos, pontiagudos e
resistentes, a planta é largamente cultivada em jardins, especialmente aos pés de muros,
constituindo cercas vivas intransponiveis. Todas as suas partes sdo aromdticas e a
fragrancia exalada, é agradavel e tipica dos citros. Os frutos, por exemplo, quando
macerados exalam o aroma do limdo, enquanto as folhas liberam o aroma da laranja. Em
medicina popular, a infusdo das folhas é empregada como vermicida (Abaul, 1994). T.
trifolia tem sido objeto de vdrias investigacdes fitoquimicas, revelando ser uma rica fonte
de cumarinas, particularmente de cumarinas preniladas (Abaul, 1994; De Silva, 1981).
Alcaléides (Abaul, 1994) e carotendides (Yokoyama, 1970; Yokoyama, 1970; Yokoyama,
1968) também té€m sido isolados a partir da espécie.

Cordia piauhiensis, popularmente conhecida como genipapinho, € uma planta bastante
difundida nas regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil, encontrada principalmente nos
estados do Ceard, Bahia, Parand e Sao Paulo. A referida espécie ja havia sido objeto de
estudo e mostrou ser uma rica fonte de saponinas triterpénicas.

Este trabalho tem como objetivo dar continuidade ao estudo fitoquimico de C. piauhiensis
e investigar a composicdo quimica volatil e nao-volatil de T. trifolia, visando conhecer o
perfil quimico da espécie cultivada no estado do Ceara.

Durante o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas técnicas cromatograficas como
cromatografia em coluna e cromatografia em camada delgada, utilizando silica gel, e

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Técnicas espectrométricas como
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Infravermelho (IV), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H) e Carbono-
13 (RMN "C), incluindo técnicas bidimensionais como 'H, 'H-COSY, HMQC, HMBC,
NOESY e TOCSY foram utilizadas na elucidagdo estrutural dos metabdlitos secundérios
isolados.

O presente trabalho encontra-se dividido em: Introdugdo; Consideragdes gerais sobre as
espécies estudadas — Capitulo 1; Levantamento Bibliografico — Capitulo 2; Determinagdo
Estrutural — Capitulo 3; Parte Experimental — Capitulo 4; Conclusdes — Capitulo 6;
Constantes fisicas e dados espectrométricos das substancias isoladas — Capitulo 7 e
finalmente, as referéncias bibliograficas utilizadas na elaborac¢do deste trabalho, as quais
foram descritas segundo as normas da ABNT.

Os quadros 1 e 2 ilustram os constituintes quimicos isolados neste trabalho.

QUADRO 1 - Constituintes quimicos isolados de 7. tifolia
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QUADRO 2 - Constituintes quimicos isolados de C. piauhiensis
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1. CONSIDERA COES GERAIS

1.1. Consideracoes gerais sobre a familia Boraginaceae

A familia Boraginaceae constitui uma grande familia de plantas predominantemente
arbéreas ou arbustivas (Cronquist, 1970) e possui cerca de 130 géneros distribuidos em
2600 espécies difundidas nos trépicos, subtropicos, regides temperadas e drticas, com
centros de dispersdo maiores localizados nas regides mediterraneas e nos Estados Unidos
da América (Brummitt, 1992).

No Brasil a Familia Boraginaceae € representada pelos géneros Cordia L.,
Auxemma, Patagonula, Lepidocordia, Rotula, Tournerfortia, Borago, Cynoglossum,
Echium, Symphytum L., Thaumatocaryum e Moritzia (Barroso, 1986).

Virios géneros sdo reconhecidos mundialmente por sua importancia econdmica,
alguns por apresentarem frutos comestiveis, outros por apresentarem folhas, raizes ou flores
com propriedades medicinais, e ainda aquelas que se destacam por serem produtoras de
madeira de boa qualidade. Os povos egipcios, por exemplo, hd muito tempo faziam uso
extensivo de madeiras de espécies de Cordia, para construgao civil (Joly,1977).

Segundo Barroso (1986), as plantas que compdem esta familia possuem as seguintes

caracteristicas botanicas:

Sdo ervas, subarbustos, arbustos rasteiros ou arvores, com folhas
simples, alternas, opostas ou verticiladas, sem estipulas, inflorescéncias,
predominantemente de tipos cimosos. As flores sdo andrégenas ou unisexuadas,
por aborto, diclamideas, actinomorfas ou zigomorfas. Calice gamossépalo,
tubuloso, com lobos curtos mais ou menos profundos, ou, em determinados
géneros, o célice, com sépalas s6 unidas na base, tem forma radial. Corola
tubulosa, infundibuliforme, campanulada, hipocrateriforme ou roticea, com ou
sem apéndices faucais, com bordos regular ou irregularmente lobados. Os
apéndices da corola podem apresentar-se como saliéncias carnosas, de véario
tipos, originados de dobras ou invaginacdes do tecido das pétalas, e localizar-se
na face, ou constituir campos pilosos formados de cerdas uncinadas ou retas.
Androceu geralmente formado de cinco estames livres, exsertos ou ndo, com

filetes curtos ou longos, filiformes mais ou menos robustos, com ou sem
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apéndices, anteras biloculares, rimosas, com léculos globosos, ovdides e
oblongos. Gineceu composto de dois a quatro carpelos, constituindo ovério
stipero, com dois a quatro l6culos, uniovulados, ou, raramente, uniloculares,
com quatro 6vulos. O 6vulo andtropo, péndulo do dpice do ldculo; estilete
terminal ou ginobdsico dividido em dois a quatro ramos ou lobos ou dois
estiletes. Fruto indeiscente, carnoso, constituindo uma drupa com dois a quatro
l6culos ou unilocular por aborto ou um esquizocarpo dissolvido em quatro
nuculas livres ou concrescidas duas a duas, com estrutura drupcea; raramente o
fruto € seco, unilocular, com pericarpo ténue. Semente com ou sem endosperma.

Embrido reto ou curvo, com cotilédones planos ou dobrados.

1.2. Consideracoes gerais sobre o género Cordia

O género Cordia, representado por drvores, arbustos e sub-arbustos, € constituido
por aproximadamente 250 espécies. De distribuicdo pantropical, possui o maior centro de
diversidade taxondmica no novo mundo, sendo particularmente bem representado no
Brasil, onde sdo encontradas aproximadamente um quarto do total (Taroda, 1986).

Este género é composto por trés subgéneros: Varronia (L), Cordia e Mixa Taroda,
sendo este ultimo, subdividido em trés segdes: secdo Mixa (Endl.) D.C., secdo
Gerascanthus (Brousne) Don. e se¢do Superbiflorae Taroda (Taroda, 1987). No Brasil, o
subgénero Varronia é representado por trinta espécies, o subgénero Mixa € representado
por trinta e cinco espécies, enquanto Cordia ndo possui nenhuma espécie nativa (Taroda,
1986).

Apesar da importancia econdmica e etnofarmacoldgica apresentada por algumas
espécies do género Cordia e do crescente nimero de trabalhos em fitoquimica, pouco se
conhece sobre as acdes farmacoldgicas, embora vérias espécies sejam bastante utilizadas na
medicina popular de vérias partes do mundo.

O género Cordia tem demonstrado ser uma rica fonte de metabdlitos secundarios
estruturalmente diversos, tendo sido isolados esterdides, flavondides, sesquiterpenos,
triterpenos, cromenos, carboidratos, alcaléides, arilpropandides, quinonas e hidroquinonas.

Pela freqiiéncia com que foram isolados, as duas ultimas classes de compostos, seguidos
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pelos triterpenos sdo as substancias que caracterizam o gé€nero, particularmente as
quinonas.

Segundo Reitz (Reitz, 1970), o género Cordia apresenta as seguintes caracteristicas:

Inflorescéncia de cimas e bractesdas, geralmente carimbosas, mas as
vezes espigardas ou capitadas, mas nunca escorpidides. Flores em regra
pentameras; sépalas alto-conatos; branca, amarela, cor de laranja ou vermelha;
estilete delgado, aforquilhado duas vezes com quatro estigmas. Fruto como
drupa, em regra arredondado pelo dpice. Arbustos na maior parte das espécies,
mas as vezes arvores, lianas ou ervas subfrutescentes. Apresenta como area de

dispersao as regides tropicais do mundo.

1.3. Consideracoes gerais sobre a espécie Cordia piauhiensis

A espécie C. piauhiensis (Syn. Cordia rufescens A. DC.) € uma planta bastante
difundida nas regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil, de porte arbustivo, é encontrada
principalmente nos estados do Ceard, Bahia, Parand e Sao Paulo.

De acordo com a flora de Martius (1857), Cordia piauhiensis é descrita como:

Ramos sulcados com ramificagdes da inflorescéncia vilosa; folhas com
7,5-10 cm de comprimento, 2,5 cm até mais de largura, eliptica e algumas vezes
oblongo- cuneadas, brevemente acuminadas, terminando com dpice mais ou
menos mucronado-dentado, pdgina superior escabra e inferiormente tomentoso-
pubescente; peciolo 6-10 mm de comprimento; célice tubuloso cilindrico 10-12
mm de comprimento, lanuginoso-pubescente interiormente glabro sutilmemente
extriado, tridentado com dentes ovais mais curtos que o ovario; corola branca
2,5-3,0 cm de comprimento e infundibuliforme; estames inseridos na parte

média do tubo da corola dirigido para cima, filamentos vilosos na base.
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Figura 1. Fotografia ilustrando folhas, flores e frutos de C. piauhiensis*.

*Fotos cedidas pelo prof. Edilberto Rocha Silveira
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1.4. Consideracoes gerais sobre a familia Rutaceae

A familia Rutaceae constitui cerca de 150 géneros e 2000 espécies largamente
distribuida nas regides tropicais e temperadas do mundo, mas é bastante abundante na
América tropical, sul da Africa e Austrdlia. No Brasil estd representada por
aproximadamente 32 géneros e 150 espécies.

Do ponto de vista econdmico, destaca-se o género Citrus, um complexo género,
com indmeros hibridos, que inclui as laranjas, limdes, limas, tangerinas e as cidras.
Diversas espécies produtoras de madeira de boa qualidade também estdo incluidas nesta
familia, como pau-marfim (Balfourodendron riedelianum) e o guarantd (Esenbeckia
leiocarpa). Também pertencem a esta familia a arruda (Ruta graveolens), uma planta
fortemente aromatica, a qual se atribuem poderes mdgicos contra “mau-olhado” (Souza;
2005).

Segundo Souza (Souza; 2005), a familia Rutaceae apresenta as seguintes

caracteristicas:

Arbustos ou arvores, raramente ervas ou lianas, freqiientemente com
espinhos; folhas alternas ou menos freqiientemente opostas, compostas ou
raramente simples, sem estipulas, margem inteira ou serreada, com pontuagdes
transldcidas. Inflorescéncia cimosa, raramente racemosa, as vezes reduzida a
uma tnica flor; flores geralmente pouco vistosas, bisexuadas ou unisexuadas,
geralmente actinomorfas, diclamideas; célice (3-)4-5(-8)- mero, gamossépalo ou
dialissépalo, prefloracio geralmente imbricada; corola (3-)4-5(-8)- mera,
gamopétala ou dialipétala, prefloracio valvar ou imbricada; estames em nimero
igual ou duplo ao das pétalas ou menos freqiiente em numero inferior,
geralmente livres entre si, anteras rimosas, estaminddios as vezes presentes;
disco nectarifero presente; gineceu gamocarpelar ou dialicarpelar, ovario

supero. Fruto drupa, baga, foliculo ou cédpsula.
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1.5. Consideracoes gerais sobre o género Triphasia e a espécie T. trifolia

O género Triphasia (familia: Rutaceae, tribo: Citreae, subtribo: Triphasiinae),
restringe-se a apenas sete espécies (www.inpi.org). O termo Triphasia origina-se do grego,
onde “tripha” significa triplo, referindo-se a disposicao das folhas. 7. trifolia (Burm. f.) P.
Wils., também conhecida pelas sinonimias 7. trifoliata, T. aurantiola e Limonia trifolia é
uma planta de origem asidtica, que devido suas caracteristicas ornamentais foi introduzida
em vdrios paises, especialmente naqueles de clima tropical, onde melhor se adapta. Todas
as suas partes sdo aromadticas e a fragrancia exalada, é agraddvel e tipica dos citros. Os
frutos, por exemplo, quando macerados exalam o aroma do limdo, enquanto as folhas
liberam o aroma da laranja. Em medicina popular, a infusdo das folhas é empregada como
vermicida (Abaul, 1994).

Segundo Bailey, (Bailey, 1954), T. trifolia possui as seguintes caracteristicas:

Ocorre como arbusto perene extremamente ramificado, algumas vezes
pequenas arvores, € com muitos espinhos aos pares na axila da folha. Apresenta
folhas de coloragdo verde-escura com peciolo curto e pubescentes, ovada e
retusa, crenada, aromaticas; flores brancas e frutos vermelhos brilhantes,

quando completamente maduros.
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Figura 2. Fotografia ilustrando folhas e frutos de Triphasia trifolia*.

*Fotos cedidas pelo prof. Edilberto Rocha Silveira
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2.1. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO SOBRE O GENERO TRIPHASIA

2.1.1. Consideragdes gerais sobre o género Triphasia

O termo Triphasia origina-se do grego, onde “tripha” significa triplo, referindo-se a
disposic¢do das folhas. T. trifolia (Burm. f.) P. Wils., também conhecida pelas sinonimias 7.
trifoliata, T. aurantiola e Limonia trifolia é uma planta de origem asidtica, que devido suas
caracteristicas ornamentais foi introduzida em vérios paises, especialmente naqueles de
clima tropical, onde melhor se adapta. Todas as suas partes sdo aromdticas e a fragrancia
exalada, € agradével e tipica dos citros. Os frutos, por exemplo, quando macerados exalam
o aroma do limdo, enquanto as folhas liberam o aroma da laranja. Em medicina popular, a
infusdo das folhas € empregada como vermicida (Abaul, 1994). T. trifolia tem sido objeto
de vdérias investigacOes fitoquimicas, revelando ser uma rica fonte de cumarinas,
particularmente de cumarinas preniladas. (Abaul, 1994; De Silva ,1981), alcaldides (Abaul,
1994) e carotendides (Yokoyama, 1970; Yokoyama, 1968) também t€m sido isolados a
partir da espécie.

Na Tabela 1, encontra-se o nome dos constituintes quimicos isolados de T. trifolia,
incluindo referéncias bibliograficas. Um total de 21 metabdlitos secundarios foram isolados

de T. trifolia, a Gnica espécie do género investigada.
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Tabela 1. Constituintes quimicos isolados de T. trifolia .

3”-desidroxi-3"-clorotriphasiol (10)
O-metilhalfordinol (11)
Isopimpinelina (12)

Hidrato de desoxipeucedanina (13)
Heraclenol (14)

Biakangelicina (15)

Cinquiema (16)

Aurapteno (17)

Murrangatina (18)

Mexoticina (19)

Hidrato de meranzina (20)

Bicumarina (21)

Parte Substincia Isolada/Identificada Referéncias
Estudada

Frutos Semi-f-carotenona (1) Yokoyama, 1970
Triphasiaxanthina (2) "

Folhas Umbeliferona (3) De Silva, 1981
Isomeranzina (4) "
Triphasiol (5) "

Frutos B-Carotenona (6) Yokoyama, 1968
B-Caroteno (7) "
Criptoxantina (8) Yokoyama, 1970

Sementes Limonina (9) Dreyer, 1972

Folhas 3-5 Abaul, 1994

Dondon, 2006
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RH

R’ (0

R
(3) R=H; R'=OH; R"=H
(4) R=CH,-CO-CH(Me),; R'=OMe; R"=H
(5) R=CH,-CO-CH(Me),; R'=OCH,-CHOH-C(Me),0H; R"=H
(10) R=CH,-CO-CH(Me),; R'=OCH,-CHOH-C(Me),Cl; R"=H
(17) R=H; R'=0OCH,-CH=C(CH;)-CH,-CH,-CH=C(CH3),; R"=H
(18) R=CHOH-CHOH-C(CH;)=CH,; R'=OMe; R"=H
(19) R=CH,-CHOH-C(Me),OH; R'=OMe; R"=OMe
(20) R=CH,-CHOH-C(Me),OH; R'=OMe; R"=H

HO(CH;),C(CH;),C-H,C

OMe O

21)

R
Y X
(0]
Rl
(12) R=R'=OMe

(13) R=0-CH,-CHOH-C(Me),OH; R'=H
(14) R=H; R'=0-CH,-CHOH-C(Me),OH
(15) R=OMe; R'=0-CH,-CHOH-C(Me),OH
(16) R=OMe; R'=0-CH,-CHOH-C(Me),Cl
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2.2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO DE TRITERPENOS E SAPONINAS DA
FAMILIA BORAGINACEAE

2.2.1. Consideragdes gerais sobre triterpenos e saponinas

O estudo fitoquimico de C. piauhiensis resultou no isolamento de saponinas, nas
quais as agliconas sdo triterpenos de esqueleto ursano e oleanano, levando-nos entdo a
realizar um levantamento bibliografico sobre a ocorréncia destes metabdlitos secundarios
em todas as espécies da familia Boraginaceae. Como resultado foram encontrados 72
compostos isolados de 15 espécies da familia, distribuidos entre triterpenos e saponinas,
onde as agliconas mais comuns foram triterpenos de esqueleto oleanano, ursano e lupano.
Das espécies mais produtoras destes metabdlitos destacam-se Anchusa officinalis L.,
Cordia multispicata Cham., Microula sikkimensis e Symphytum officinale.

Triterpenos sdo metabdlitos secunddrios, ndo esteroidais, encontrados na flora e na
fauna marinha e terrestre, ocorrendo sob varias formas, como dlcool, éster e glicosilado.
Como o préprio nome traduz, triterpenos sao isopentendides compostos por trinta 4tomos
de carbonos e seus esqueletos podendo ser aciclicos, mono-, di-, tri-, tetra- ou pentaciclicos.
Triterpenos pentaciclicos sdo os constituintes majoritarios desta classe € sd@o os mais
investigados do ponto de vista quimico e farmacolégico.

Saponinas sdo geralmente conhecidas como compostos nao-volateis, distribuidos
principalmente no reino vegetal. O nome saponina é derivado do latim, onde o termo
“sapo” significa sabdo, devido este metabdlito secundario formar espuma semelhante a de
sabdo quando misturado com dgua. S3o moléculas estruturalmente diversas atribuidas a
triterpenos e esterdides glicosilados, as quais consistem em uma aglicona menos polar
unida a uma ou mais unidades monossacaridicas. Esta combinacdo de elementos ndo polar
e polar em sua molécula explica o comportamento semelhante a do sabao, gerando espuma
em solugdo aquosa.

As saponinas possuem uma série de propriedades, como propriedade espumante e
emulsificante, além de medicinal, hemolitica, antimicrobiana, inseticida e moluscicida. Elas
sdo encontradas em uma série de aplicacdes como em bebidas, artigos de confeitaria e

também em cosméticos e produtos farmacéuticos (Vincken, 2007).
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Tabela 2. Saponinas e triterpenos isolados de plantas da familia Boraginaceae

Espécie Parte Substancia Isolada/Identificada Referéncias
Estudada
Anchusa Folhas Anchusoside-1 (22) Romussi, 1979
officinalis L. Anchusoside-2 (23) "
Anchusoside-3 (24) Romussi, 1983
Anchusoside-4 (25) Romussi, 1985
Anchusoside-5 (26) Romussi, 1986
Anchusoside-7 (27) Romussi, 1979
Anchusoside-8 (28) Romussi, 1984
Anchusoside-9 (29) "
Anchusoside-11 (30) Romussi, 1988
Caccinia Folhas Cacigenina (31) Tewari, 1970
glauca Cacigenina lactona (32) "
23-Dexoxicacigenina (33) "
Carmona Folhas o-Amirina (34) Villasenor, 2004
retusa B-Amirina (35) "
Bauerenol (36) "
Cordia Folhas Acido 3a-hidroxiolean-12-en-27-6ico (37) Chen,1983
alliodora Acido 3a-oxoolean-12-en-27-6ico(38) "
Acido 3,29-dioxoolean-12-en-27-6ico(39) "
Acido 30-hidroxi-29-oxoolean-12-en-27-Gico(40) |
Acido 30,29-diidroxiolean-12-en-27-6ico(41) '
Acido 3a-hidroxiolean-12-en-27,29-didicod2) |
Cordia Raiz Acetato do 4cido 3a-hidroxiolean-12-en-27-6ico Menezes, 2002
globosa (43)
(Jacq.) Kunth
Cordia Folhas Cordianol A (44) Kuroyanagi, 2003
multispicata " Cordianol B (45) "
Cham. " Cordianol C (46) "
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Cordianol D (47)
Cordianol E (48)
Cordianol F (49)
Cordianol G (50)
Cordianol H (51)
Cordianol I (52)
Cordiacetal A (53)
Cordiacetal B (54)
Cordianal A (55)
Cordianona (56)
Cordianal B (57)
Cordianal C (58)

Cordia Sementes |(34) Srivastava, 1987
obliqua Raiz Lupa-20,29-ene-3-0O-B-D-Maltosideo (59) Chauhan, 1978
Willd. Raiz Lupa-20,29-ene-3-O-a-L-Ramnopiranosideo (60) | Srivastava, 1983
Cordia rothii | Frutos 35) Verma, 1978
Roem e
Schult
Cordia Folhas 30,6[3,25-triidroxi-20(S),24(S)-epoxidamarano Nakamura, 1997
spinescens L. (61)
3a-acetoxi-6,25-triidroxi-20(S),24(S)- "
epoxidamarano (62)
Cabraleadiol (63) '
Ehretia laevis | Caule 34¢36 Dan, 1982
Acetato de bauerenol (64) "
Lupeol (65) !
Betulina(66) ;
Ac. betulinico(67) "
Lithospermum | Folhas e | Acido 1c,3[,23-triidroxiolean-12-en-28-6ico (68) |Fullas, 1996
caroliniense | madeira
MacMill. Acido 3a,19B,210,23-tetraidroxitaraxast-12-en-28- | "
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dico (69)

Microula

sikkimensis

Sementes

(41-42)

Nomilina(70)

Rutaevina (71)
Cicloartanol (72)
Cicloartenol (73)
24-metilenocicloartanol (74)
Ciclobranol (75)
Damaradienol (76)
Tirucalla-7,24-dienol (77)
Butirospermol (78)

(35)

Germanicol (79)
4-Taraxasterol (80)

Li, 2000

Onosma

limitaneum

Folhas

Bauerenona (81)

Ahmad, 2005

Sericostoma

pauciflorum

Folhas

Acetato de sericostinila (82)
Acetato de pauciflorinila (83)
Acetato de pauciflorol (84)

Ayatollahi, 1991

Majidayatollahi, 1992

Ayatollahi, 1992

Symphytum

officinale

Raizes

3-0O-[B-D-glicopiranosil-(1—4)-B-D-
glicopiranosil-(1—4)-a-L-arabinopiranosil]-acido
oleandlico (85)

Leontosideo A (86)

Leontosideo B (87)
3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—4)-a-L-
arabinopiranosil]-hederagenina 28-O-[[3-D-
glicopiranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosil] éster (88)
Symphytoxide A (89)
3-O-[a-L-arabinopiranosil]-hederagenina 28-O-[j3-
D-glicopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosil-(1—6)-
B-D-glicopiranosil] éster (90)

Ahmad, 1993
Ahmad, 1993

"

Ahmad, 1993
Ahmad, 1993
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Caulosideo D (91) Noorwala, 1994
Leontosideo D (92) Mohammad, 1995
3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—4)-[3-D- "
glicopiranosil-(1—4)-a-L-arabinopiranosil]-
hederagenina 28-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)-

B-D-glicopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosil] éster
(93) Mohammad, 1995
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OH (55) R=0; R'=Ac
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(58) R=-OH; R'=H
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3.1. Determinacao dos constituintes fixos dos frutos e folhas de Triphasia trifolia

3.1.1. Determinacao estrutural de TFR-1

TFR-1 foi isolada do decocto oriundo do processo de hidrodestilagdo dos frutos de
T. trifolia (Item 4.5.1.1, pag. 164), apresentando-se como cristais amarelados, com faixa de
fusdo entre 116-117,3 °C e [a]*’y —12° (c. 0.05, MeOH). Sob luz ultravioleta, TFR-1 em
CCD, mostrou-se como uma intensa fluorescéncia azul, um forte indicativo de cumarinas.

O espectro de RMN 'H (Fig. 3, pdg. 34) apresentou quatro sinais na regido de
hidrogénios olefinicos e/ou aromadticos. Os sinais em oy 6,27 (d, 9,7 Hz, H-3) e 8,21 (d, 9,7
Hz, H-4) foram atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos o ¢ 3 de um anel lactonico,
caracteristico de cumarinas. Os outros dois sinais em 8y 7,21 (d, 2,3 Hz) e 7,81 (d, 2,3 Hz)
foram atribuidos a hidrogénios de um anel furdnico. Observou-se ainda sinais em &y 1,22
(s) e 1,27 (s) referentes a dois grupos metilas, sinais em dy 3,82 (dd, 8,0 € 2,7 Hz), 4,27 (dd,
10,3 e 8,0 Hz) e 4,55 (dd, 10,3 e 2,7 Hz), os quais foram inferidos a uma prenila contendo
grupos hidroxilas, além de um sinal simples e intenso em &y 4,19 atribuido a um grupo
metoxila.

O espectro de RMN *C-BB (Fig. 4, pag. 34) apresentou 17 linhas espectrais e com
o auxilio da técnica DEPT 135° (Fig. 5, pag. 35) foi possivel determinar o padrdo de
substituicdo correspondente a cada dtomo de carbono e ainda, por diferenca, o nimero de
carbonos ndo-hidrogenados. Foram identificados trés carbonos metilicos, incluindo um
grupo metoxila dc (23,9; 25,3; 61,6), um carbono oximetilénico ¢ (76,9), cinco carbonos
monohidrogenados d¢ (78,4; 106,5; 113,2; 141,6; 147,1) e oito carbonos nio-hidrogenados
o (72,9; 108,8; 116,4; 128,5; 145,0; 146,2; 151,8; 162,9). O espectro de RMN
bidimensional HMQC (Fig. 7, pag. 36) possibilitou correlacionar os sinais de carbono e
hidrogénios diretamente ligados (Tabela 3, padg. 33). Com base nos dados descritos pode-se

deduzir as seguintes sub-estruturas:

N

(0}
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O experimento HMBC (Fig. 8, pag. 36) mostrou correlacdo a duas (“Jep) e a trés
Clen) ligacdes entre os dtomos de hidrogénio dos carbonos metinicos do anel furanico CH-
3’ ¢ CH-2’ com o carbono C-6 (8¢ 116,4), e a trés ligagdes, com o carbono C-7 (8¢ 151,8).
Observou-se também correlacdes a duas e a trés ligacdes entre o carbono carbonilico C-2
(0c 162,9) e os hidrogénios dos carbonos CH-3 e CH-4, os quais correlacionam também
com os carbonos C-4a e C-8a, respectivamente. A posicdo do substituinte -OCH3 foi
determinada através da correlagio a trés ligagoes entre os hidrogénios da metoxila (0y 4,19)
e H-3'(0g 7,21) com o carbono C-5 (8¢ 146,2), enquanto a posi¢do do substituinte
OCH,CHOHCOH(CH3), foi deduzida através da correlagdo entre os hidrogénios do

carbono metilénico oxigenado CH-1” com o carbono C-8 (3¢ 128,5).

Andlise comparativa dos dados fisicos {Lit.: p.f. 117-118°C, [&]*, —19° (MeOH)} e
espectroscopicos com aqueles registrados na literatura (Adebajo, 2000), permitiu a

confirmacdo do metabdlito em questdo como sendo a

furanocumarina biakangelicina, a qual j4 havia sido isolada OCH;

das folhas de exemplares da referida espécie origindria do

Parque Nacional de Guadalupe (Abaul, 1994).

55



Tabela 3. Deslocamentos quimicos (8) de RMN Bce'Hn (125 e 500 MHz, CD;0D) de

TFR-1 e comparagdo com dados registrados na literatura para a biakangelicina

(Ruangrungsi, 1994).

HMQC HMBC Lit.
C ¢ 8 Jcn *Jen ¢
2 162,9 - H-3 H-4 160,1
3 113,2 6,27 (d, 9,7) - - 113,2
4 141,6 8,21 (d, 9,7) - - 140,0
da 108,8 - - H-3 108,0
5 146,2 - - 3H-OCHj3;, H-4 145,3
6 116,4 - H-3’ H-2’ 115,3
7 151,8 - - H-2’, H-3’ 150,9
8 128,5 - - Hb-1”’ 127,8
8a 145,0 - - H-4 144.,6
2’ 147,1 7,81 (d, 2,3) H-3’ - 146.,4
3’ 106,5 7,21 (d, 2,3) - - 106,1
1 76,9 4,27 (dd, 10,3; 8,0- Hb) - - 76,6
4,55 (dd, 10,3; 2,7 - Ha)
2 78,4 3,82 (dd, 8,0e2,7) - 3H-4’, 3H-5 77,4
3 72,9 - 3H-4’, 3H-5 71,6
4 25,3 1,22 (s) - 3H-5” 26,5
5 23,9 1,27 (s) - 3H-4” 254
OCH; 61,6 4,19 (s) - - 61,1
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59



3.1.2. Determinacao estrutural de TFR-2

A substincia denominada TFR-2, isolada também do decocto proveniente da
hidrodestilacdo dos frutos de 7. trifolia (Item 4.5.1.1, pag. 164), mostrou-se como um
s6lido amorfo amarelo, com faixa de fusido entre 144-145,2 °C. Sob luz ultravioleta, TFR-2
em CCD, revelou também uma intensa fluorescéncia azul, um indicativo de cumarina.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 9, pag. 39) revelou
absorcdes referentes a estiramentos de ligagdes C=0 (Apsx 1716 cm'l) e de C-O (Amgx 1204-
1070 cm™), compativel com a existéncia de um anel lactonico sugerindo também a
existéncia de cumarina.

O espectro de RMN 'H (Fig. 10, pag. 39) apresentou quatro sinais na regido de
hidrogénios olefinicos e/ou aromadticos, semelhante a TFR-1. Os sinais em &y 6,29 (d, 9,8
Hz, H-3) e 8,12 (d, 9,8 Hz, H-4) foram caracterizados como os hidrogénios dos carbonos o
e B do anel lactonico das cumarinas, enquanto os sinais em Oy 7,0 (d, 2,3 Hz, H-3") e 7,63
(d, 2,3 Hz, H-2’) foram atribuidos a hidrogénios de anel furanico. O espectro mostrou ainda
dois sinais simples e intensos em 8y 4,16 e 4,17 referentes a duas metoxilas.

O espectro de RMN BC-BB (Fig. 11, pag. 40) apresentou 13 linhas espectrais. Com
o auxilio do espectro de RMN *C — DEPT 135° (Fig. 12, pag. 40) foi possivel definir os
carbonos metilicos, monohidrogenados e ainda os nao-hidrogenados. Os sinais em dc
145,3; 139,6; 113,0; 105,3 foram relacionados a carbonos monohidrogenados, com
hibridizagdo sp®, enquanto os sinais em 8¢ 61,9 e 61,0 foram relacionados a carbonos
metilicos referentes a grupos metoxilas. Os demais sinais foram relacionados a carbonos
nao-hidrogenados dc (160,7; 150,2; 144,5; 143,9; 128,4; 115,0; 107,8).

Com base nos dados descritos, pode-se dizer que TFR-2 trata-se de uma
furanocumarina contendo duas metoxilas ligadas no anel benzénico da molécula.

Anadlise comparativa dos dados fisicos {Lit.: p.f. 147-148°C}

OCH;

e espectroscopicos com aqueles registrados na literatura (Elgamal,
1979), permitiu identificar o metabdlito em questdo como sendo a

furanocumarina isopimpinelina, a qual ja havia sido isolada das

folhas da referida espécie, origindria do Parque Nacional de

Guadalupe (Abaul, 1994).
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos de RMN °C e 'H (125 e 500 MHz, CDCls) de TFR-2 e

comparacao com dados registrados na literatura para a isopimpinelina (Elgamal, 1979).

HMQC Lit.

C dc On dc
2 160,7 - 160,5
3 113,0 6,29 (d, 9,8) 112,8
4 139,6 8,12 (d, 9,8) 139,5
4a 107,8 - 107,7
5 144.5 - 1444
6 115,0 - 114,9
7 150,2 - 1499
8 128.,4 - 128,3
8a 143,9 - 143,7
2 145,3 7,63 (d, 2,3) 145,3
3 105,3 7,00 (d, 2,3) 105,3
OCH; 61,9 4,17 (s) 61,7
OCHj; 61,0 4,16 (s) 60,9

61



1289
1

125 l

i

120‘i

15

M,
110 | — \
(\/\llﬂ/vﬁw,m/vw\ A e /‘1 f ﬂ/ /\/\P[\/
303 zzxj \/941 eo X/ °69,%8 \
105 | ‘ by |
oT V steo 506, 91,
4 1204 a/ ‘ 886,22}
1592, 47 004,34
R
100 | 11687 ‘
! 823,14
11353,36 1135, 90|
1479 25 Y 070,26
95 ] |
1716,91 162400
90 |
85
80,6
T T T
4000,0 3000 2000 . 1500 1000 500 400,0
cm-

Figura 9. Espectro de absor¢do na regiao do infravermelho (KBr) de TFR-2

9= o oo
e g5 & 83 =5 -
s 38 & 8% 3 a
s ] 88 e @

NN Ne prie ~

T 81274
T~—8.1078
——6.2915
T~—6.2719

=7

yyyyyyyy

Figura 10. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de TFR-2.



mmmmmm

29.91

T 61.04

Figura 11. Espectro de RMN °C - BB (125 MHz, CDCl3) de TFR-2.

VA T \)
|
V \ \f

Figura 12. Espectro de RMN °C — DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de TFR-2.

63



3.1.3. Determinacao Estrutural de TFR-3

O metabdlito denominado TFR-3 também foi obtido do decocto oriundo do
processo de hidrodestilacio dos frutos de 7. trifolia (Item 4.5.1.1, pag. 164). Esta
substancia apresentou-se como cristais incolores, faixa de fusido entre 176,8-178,1 °C e
[a]P, —22° (c. 0.05, CHCI3). Sob luz ultravioleta, TFR-3 em CCD, também revelou uma
intensa fluorescéncia azul, caracteristica de cumarinas.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 13, pag. 43) apresentou
uma banda em Amg 3445 cm™, compativel com a presenca de grupo hidroxila, além de
absorcdes referentes a estiramentos de ligacdes C=0 (Ansx 1714 cm'l) e C-O (Amsx 1252 -
1103 cm™), condizente com a existéncia de um anel lactonico.

O espectro de RMN 'H (Fig. 14, pig. 43) apresentou trés sinais na regido de
hidrogénios olefinicos e/ou aromaticos. Os sinais em Oy 6,11 (d, 9,6 Hz) e 8,10 (d, 9,6 Hz)
foram facilmente identificados como hidrogénios de anel lactdnico das cumarinas,
enquanto o sinal em dy 6,59 (s) foi atribuido a um hidrogénio de anel aromatico, sugerindo
que as demais posicdes estejam substituidas. Ainda no espectro de RMN 'H observou-se
dois sinais intensos em Oy 3,95 e 3,96 referentes a duas metoxilas, e ainda sinais em 6y 1,27
(s), 1,27(s), 2,93 (d, 5,9 Hz) e 3,6 (dd, 7,0 e 6,0 Hz), compativeis com a existéncia de um
grupo prenila oxigenado.

Através do espectro HSQC (Fig. 16, pag. 44), foi possivel correlacionar os sinais de
hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tab. 5, pag. 42), podendo-se confirmar a
presenca de um grupo prenila dioxigenado.

A posicao dos substituintes foi determinada com base no experimento HMBC (Fig.

17, pag. 45), o qual revelou correlacdo a trés ligagdes entre os
carbonos C-5 d¢ (156,1) e C-7 d¢ (162,4) e os hidrogénios dos
grupos metoxilas. Observou-se ainda a correlacdo a duas
ligacdes entre o carbono em d¢ 107,9 (C-8) e os hidrogénios
do carbono metilénico C-1’(0y 2,93) e a trés ligacbes com o

hidrogénio do carbono C-6 (8y 6,59).

De acordo com os dados discutidos acima e ainda com base na andlise comparativa entre os

dados de RMN do composto em questdo com os descritos na literatura, chegou-se a
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conclusdo de que TFR-3 tratava-se da cumarina prenilada
(-)mexoticina, a qual ja havia sido isolada da folhas da
referida espécie coletada no Parque Nacional de

Guadalupe (Ruangrungsi, 1994).

Tabela 5. Deslocamentos quimicos de RMN "°C e 'H (125 e 500 MHz, CD;0D) de TFR-3

e comparacao com dados registrados na literatura para a (-)mexoticina (Dondon, 2006).

HMQC HMBC Lit.

C 8¢ 8 Jen *Jen 8¢
2 162,9 - H-3 H-4 161,3
3 109,4 6,11 (d, 9,6) - - 110,9
4 139,9 8,10 (d, 9,6) - - 138,9
da 103,4 - - H-3, H-6 104,0
5 156,1 - - 3H-OCHs3;, H-4 155,8
6 90,9 6,59 (s) - - 90,4
7 162,4 - H-6 3H-OCHj;, 2H-1° 161,3
8 107,9 - Hb-1° H-6 107,6
8a 154,2 - - H-4 154,2
1’ 24,2 2,93 (d, 5,9) - - 25,2
2’ 77,4 3,6 (dd, 7,0 e 6,0) - 3H-4’, 3H-5° 78,5
3’ 72,7 - 3H-4’, 3H-5° 73,0
4 24,2 1,27 (s) - 3H-5’ 23,9
5’ 24,2 1,27 (s) - 3H-4° 26,2
OCHj3 55,4 3,95 (s) - - 56,0
OCHj; 55,4 3,95 (s) - - 56,2
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3.1.4. Determinacao Estrutural de TFL-1

TFL-1 foi isolada do extrato éter de petréleo/ acetato de etila 1:1, obtido das folhas
de T. trifolia (Item 4.5.1.2.1, pag. 167). TFL-1 apresentou-se como cristais incolores em
forma de agulhas, com faixa de fusdo entre 63,2-64,9 °C. Em CCD e sob luz ultravioleta,
TFL-1 apresentou uma intensa fluorescéncia azul, indicativo de cumarinas.

O espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho (Fig. 19, pag. 48) revelou
absorcdes referentes a estiramentos referentes a liga¢cdes C=0 (Amsx 1721 cm'l) e C-O (Amax
1235-1014 cm™), sugerindo a existéncia de um anel lactdnico. Absorcdes referentes a dupla
ligagdo (C=C) foram observadas na faixa de Amg 1616 a 1507 cm™.

O espectro de RMN 'H (Fig. 20, pdg. 48) apresentou cinco sinais na regido de
hidrogénios ligados a carbonos spz. Os sinais em 8y 6,20 (d, 9,4 Hz, H-3) e 7,60 (d, 9,4 Hz,
H-4) foram inferidos aos hidrogénios ligados aos carbonos o e B de um anel lactonico,
caracteristico de cumarinas, enquanto os sinais em oy 7,32 (d, 8,6 Hz, H-5), 6,80 (dd, 2,4 ¢
8,6 Hz, H-6) e 6,78 (d, 2,4 Hz, H-8), foram atribuidos a trés hidrogénios aromaéticos
acoplando entre si. Estes dados sugerem a preseng¢a de uma cumarina monossubstituida.
Adicionalmente foram observados sinais referentes a trés grupos metilas oy (1,57; 1,64 €
1,73), trés grupos metilénicos dy (2,08; 2,08 e 4,57) e dois hidrogénios olefinicos oy (5,44 ¢
5,06)

O espectro de RMN BC-BB (Fig. 21, pag. 49) apresentou 19 linhas espectrais
compativeis com uma cumarina biprenilada. Através da andlise comparativa deste espectro
e do espectro de RMN °C — DEPT 135° (Fig. 22, pag. 49) foi possivel definir o padrio de
hidrogenagdo correspondente a cada atomo de carbono. Sete sinais foram relacionados a
carbonos metinicos sp2 oc (143,5; 128,7; 123,6; 118,4; 113,3; 112,9; 101,6), trés a carbonos
metilénicos oc (65,5; 39,5; 26,3) e trés sinais referentes a carbonos metilicos oc (25,7; 17,7;
16,8), restando portanto, seis carbonos ndo-hidrogenados dc (162,2; 161,3; 155,9; 1424,
131,9; 112,5). O espectro de RMN bidimensional

HMQC (Fig. 24, pag. 50) possibilitou correlacionar os m
8/1 o

sinais de carbono aos seus respectivos hidrogénios

(Tab. 6; pag. 47). ; b
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Através do espectro bidimensional HMBC (Fig. 25, pag. 51) observou-se a

correlagdo entre o hidrogénio em oy (4,57; H-1") com o carbono sp2 oxigenado em &¢ 162,2

(C-7) e com C-3’(8¢ 142.,4). A correlagio entre o sinal em dy (2,08; H-4") e o carbono sp2

CH-6 (dc 123,6), confirma assim o substituinte como sendo duas unidades isoprénicas

encadeadas, bem como sua posi¢ao na molécula.

Com base nos dados descritos acima e
por comparagdo com os descritos na literatura,
foi possivel concluir que o metabdlito em

questdo tratava-se da cumarina conhecida como

aurapteno,

a qual ja havia

sido 1isolada

. 10' ',
==
7 32

9' 5 4'

=]

78 8a

TFL-1

previamente das folhas da referida espécie (Ruangrungsi, 1994).

Tabela 6. Deslocamentos quimicos de RMN Bce'H (125 e 500 MHz, CDCl;3) de TFL-1 e

comparacdo com dados registrados na literatura para o aurapteno (Abulrob, 2004).

HMQC HMBC Lit.

C S¢ Ou *Jen Jen 8¢

2 161,4 - H-3 H-4 161,7

3 112,9 6,20 (d, 9,4) - - 113,3

4 143,5 7,60 (d, 9,4) - - 143,9
4a 112,5 - H-4, H-5 H-3, H-6, H-8 112,8

5 128,7 7,32 (d, 8,6) - H-4 129,1

6 113,3 6,80 (dd, 2,4 ¢ 8,6) - H-8 113,7

7 162,2 - H-6, H-8 H-5, 2H-1’ 162,6

8 101,6 6,78 (d, 2,4) - H-6 102,0
8a 155,9 - - H-4 152,3
1 65,5 4,57 (d, 6,5) H-2 - 65,9
2’ 118,4 5,44 (dt, 1,0 e 6,5) - H-4’, 3H-10 118,8
3 1424 - 2H-4’, 3H-10’ 2H-1’, 2H-5’ 142,8
4 39,5 2,08 (m) - - 30,1/39,9
5 26,3 2,08 (m) 30,1/39,9
6’ 123,6 5,06 (m) H-5 3H-9’, 3H-10’, H-4’ 124,0
7 132,0 - 3H-9’, 3H-10’ H-5 1324
8’ 25,7 1,64 (s) - - 18,1/29,8
9 17,7 1,57 (s) 18,1/29,8
10° 16,8 1,73 (s) - H-2’ 17,2
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3.1.5. Determinacao Estrutural de TFL-2

A substancia denominada TFL-2, obtida a partir do extrato éter de petréleo/ acetato
de etila 1:1 das folhas de T. trifolia (Item 4.5.1.2.1, pag. 167), mostrou-se como um sélido
amorfo branco, com faixa de fusdo entre 147,9-149,0 °C. Este metabdlito, em CCD,
revelou uma forte fluorescéncia azul ao ser exposto a luz ultravioleta, uma caracteristica
das cumarinas.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 26, pag. 55) revelou
absorcdes referentes a estiramentos de ligagdes C=0 (Apsx 1712 cm'l) e C-O (Amax 1251-
1096 cm'l), caracterizando a existéncia de um anel cumarinico, bem como a natureza
oxigenada de TFL-2.

O espectro de RMN 'H (Fig. 27, pg. 55) apresentou sinais na regido de hidrogénios
olefinicos em &y 6,13 (d, 9,7 Hz, H-3) € 7,97 (d, 9,5 Hz, H-4) caracteristicos de hidrogénios
de um anel lactdnico, atribuido a cumarinas. O sinal em 8y 6,32 (s, H-6) foi caracterizado
como um hidrogénio aromético, enquanto o sinal em &y 5,20 (m, H-2’) como um
hidrogénio de um sistema olefinico. Observou ainda um sinal intenso em &y 3,92 , que com
base na intensificacdo sio referentes a dois grupos metoxilas; dois sinais em &y 1,82 € 1,66
referentes a grupos metilas, além de um dubleto em Oy 3,44 (7,2 Hz). Como base neste
experimento foi possivel sugerir um anel cumarinico com trés substituintes, sendo dois
deles grupos metoxilas, os quais foram meta-posicionados.

O espectro de RMN "°C-BB (Fig. 28, pag. 56) apresentou 16 linhas espectrais. A
comparacdo dos espectros de RMN "“C-BB e DEPT 135° (Fig. 29, pig. 56) permitiu
determinar o padrdo de substituicdo correspondente a cada dtomo de carbono, inclusive o
nimero de carbonos ndo-hidrogenados. Foram identificados quatro carbonos metilicos,
incluindo dois grupos metoxilas d¢c (18,1; 25,9; 56,1; 56,2), um carbono metilénico Jc
(21,6), quatro carbonos monohidrogenados 8¢ (90,6; 110,9; 122,0; 138,9) e sete carbonos
ndo-hidrogenados d¢ (104,0; 110,4; 132,3; 153,7; 155,4; 161,1; 161,8). O espectro HSQC
(Fig. 31, pag. 57) possibilitou correlacionar de forma inequivoca, os sinais de carbono e

hidrogénios diretamente ligados (Tab. 7, pag. 54).
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Através do experimento HMBC (Fig. 32, pag. 58), o substituinte ligado ao carbono
C-8, trata-se de uma prenila contendo uma dupla ligacdo e foi posicionada orto a um grupo
metoxila, justificada através das correlagdes entre os sinais de hidrogénios em dy 3,92
(OCH3-7) e 3,44 (2H-1") com o sinal de carbono em dc 161,1 (C-7). Outras correlacdes

importantes estdo sumarizadas abaixo.

Com base nos dados discutidos acima pode-se concluir que TFL-2 trata-se da
cumarina denominada coumurraina, a qual jd havia sido isolada de Murraya paniculata
(Wu, 1980), no entanto, ndo existem relatos na literatura sobre o isolamento deste composto

para a planta em estudo.
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Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN °C e 'H (125 e 500 MHz, CDCl5) de TEL-2.

HMQC HMBC
C 8¢ Su *Jon “Jen
2 161,9 - H-3 H-4
3 110,9 6,13 (d, 9,7) - -
4 138.,9 7,97 (d, 9,5) - -
4a 104,0 - - H-3, H-6
5 155,4 - H-6 3H-OCHj3;, H-4
6 90,6 6,32 (s) : -
7 161,1 - H-6 3H-OCHj;, 2H-1°
8 110,4 - 2H-1’ H-6
8a 153,7 - - H-4, 2H-1’
1’ 21,6 3,44 (d, 7,2) - -
2’ 122,0 5,20 (m) 2H-1° 3H-4’, 3H-5’
3’ 132,3 - 3H-4’, 3H-5° 2H-1°
4 259 1,66 (s) - 3H-5’
5’ 18,1 1,83 (s) - 3H-4
OCHj 56,1 3,92 (s) - -
OCHj; 56,2 3,92 (s) - -
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3.1.6. Determinacao estrutural de TFL-3

TFL-3 foi isolada do extrato éter de petréleo/ acetato de etila 1:1 das folhas de T.
trifolia (Item 4.5.1.2.2, pag. 168), apresentando-se como sélido branco, com faixa de fusao
entre 108,1-110,2°C. Em CCD e sob luz ultravioleta, TFL-3 mostrou-se como uma forte
fluorescéncia azul.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 33, pag. 62) revelou
absorcdes referentes a estiramentos de ligagdes C=0 (Apsx 1723 cm'l) e C-O (Amax 1252-
1030 cm™), caracteristico da existéncia de um anel cumarinico.

O espectro de RMN 'H (Fig. 34, pag. 62) apresentou sinais na regido de hidrogénios
olefinicos em &y 6,12 (d, 9,6 Hz, H-3) € 7,97 (d, 9,6 Hz, H-4) caracteristicos de hidrogénios
do anel lactbnico das cumarinas, enquanto o sinal em 8y 6,33 (s) foi compativel com um
hidrogénio de anel aromatico, orto a funcdo oxigenada. Ainda no espectro de hidrogénio
pode-se observar dois sinais intensos em Oy 3,93 e 3,87 referentes a duas metoxilas, sinais
em Oy 3,91 (s, H-1") referentes a um grupo metilénico e sinais em dy 2,79 (hept, 6,9 Hz, H-
3)e 1,19 (d, 6,9 Hz, H-4’ e H-5") evidenciando a presenca de um grupo isopropila.

O espectro de RMN '>C-BB (Fig. 35, pig. 63) apresentou linhas espectrais
correspondentes a 16 dtomos de carbono, que com o auxilio da técnica DEPT-135° (Fig.
36, pag. 63) foi possivel determinar a presenca de quatro carbonos metilicos dc (56,2; 56,3;
18,6; 18,6), sendo duas metoxilas; um carbono metilénico dc (34,5) e quatro carbonos
monohidrogenados dc¢ (138,9; 111,1; 90,6; 40,9). Por subtragdo dos referidos espectros,
constatou-se a presenga de sete carbonos nao-hidrogenados dc (211,3; 161,5; 161,4; 156,5;
154,2; 104,5; 104,1), dos quais dois foram compativeis com carbonilas, uma de anel
lacténico de cumarina dc (161,5) e outra referente a uma cetona oc (211,3). O espectro
bidimensional HMQC (Fig. 38, pag. 64) possibilitou correlacionar carbonos e hidrogénios
diretamente ligados (Tab. 8, pag. 61).

O experimento HMBC (Fig. 39, pag. 65) possibilitou confirmar a posi¢do dos
substituintes, por exemplo, a correlag¢do entre os hidrogénios das metoxilas (8y 3,92) com
os carbonos em &¢ 156,5 (C-5) e 161,4 (C-7), e também a correlagdo a duas e a trés

ligacdes entre os hidrogénios 2H-1" (8y 3,91) e os carbonos C-8 (8¢ 104,5) e C-8a (dc
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154,2), respectivamente. Observou-se ainda a correlagdo a trés ligacdes entre o hidrogénio

H-6 (84 6,33) e os carbonos C-8 e C-4a.

Levando em consideragdo todos os dados acima discutidos, o referido composto foi
caracterizado como sendo a isosibiricina, cumarina isolada anteriormente de Murraya
paniculata (Wu, 1980). Apesar de conhecida ndo existem relatos na literatura em relacio ao

isolamento deste composto na planta em estudo.

OCH;
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos de RMN °C e 'H (125 e 500 MHz, CDCls3)de TFL-3.

HMQC HMBC
C 8¢ Su *Jon “Jen
2 161,5 - H-3 H-4
3 111,1 6,12 (d, 9,6) - -
4 138,9 7,97 (d, 9,6) - -
4a 104,1 - - H-3, H-6
5 156,5 - -H-6 3H-OCH3, H-4,
6 90,6 6,33 (s) - -
7 161,4 - H-6 3H-OCH3, 2H-1
8 104,5 - 2H-1’ H-6
8a 154,2 - - H-4, 2H-1
I 34,5 3,91 (s) - -
2 211,3 - 2H-1’, H-3 3H-4’, 3H-5
3’ 40,9 2,79 (hept, 6,9)  3H-4’, 3H-5’ -
415 186 1,19 (d, 6,9) H-3’ 3H-4’, 3H-5’
OCH; 562 3,92 (s) - -
OCH; 56,3 3,92 (s) - -
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3.1.7. Determinacao estrutural de TFL-4

A substancia denominada TFL-4 foi isolada do extrato etandlico das folhas de T.
trifolia (Item 4.5.1.3.2, pag. 134). Este metabdlito secunddrio apresentou-se como resina
amarela e sob luz ultravioleta, em CCD, revelou também uma intensa fluorescéncia azul.

A exemplo dos outros compostos isolados, o espectro de RMN 'H (Fig. 40, pag. 68)
apresentou sinais na regidao de hidrogénios olefinicos em oy 6,12 (d, 9,4 Hz, H-3) e oy 7,55
(d, 9,4 Hz, H-4) evidenciando a presenca de anel lacténico de cumarinas. Os sinais em oy
7,29 (d, 8,6 Hz, H-5) e 6,77 (d, 8,6 Hz, H-6) foram compativeis com hidrogénios de um
sistema aromatico orto posicionados. O sinal em Oy 3,79, foi compativel com a presenca de
um grupo metoxila.

O espectro de RMN BC-BB (Fig. 41, pag. 68) apresentou 14 linhas espectrais
compativeis com uma cumarina prenilada contendo um grupo metoxila. Com o auxilio do
espectro de RMN C - DEPT 135° (Fig. 42, pag. 69) foi possivel definir os cinco sinais dc
(143,8; 127,6; 113,0; 107,2; 40,9) para carbonos monohidrogenados, um carbono
metilénico (d¢ 34,7) e dois carbonos metilicos (d¢ 56,2; 18,5), sendo um referente a uma
metoxila e o outro a dois grupos metilas. Por subtracdo dos espectros BB e DEPT 135° os
demais sinais de carbono sdo portanto, referentes a seis carbonos ndo-hidrogenados dc
(210,9; 161,1; 160,5; 153,2; 112,9; 111,9).

Andlise comparativa dos dados de TFL-4 com aqueles registrados na literatura,
permitiu identificar o metabdlito secundadrio em discussdo como sendo a isomerazina, a
qual ja havia sido isolada das folhas da referida espécie, coletada no Parque Nacional de

Guadalupe (Abaul, 1994).

89



Tabela 9. Deslocamentos quimicos de RMN °C e 'H (125 e 300 MHz, CDCl;) de TFL-4 e

compara¢do com dados da literatura para a isomerazina (Abaul, 1994).

HMQC Literatura

C dc On dc on

2 161,1 - 160,9 -

3 113,1 6,12 (d, 9.4) 112,9 6,17 (d, 9,0)

4 143,8 7,55 (d, 9,4) 143,8 7,60 (d, 9,0)

4a 112,9 - 111,9 -

5 127,5 7,29 (d, 8,6) 127,5 7,34 (d, 8.,5)

6 107,3 6,77 (d, 8,6) 107,2 6,82 (d, 8,5)

7 160,5 - 160,4 -

8 111,9 - 112,9 -

8a 153,2 - 153,2 -

I 34,7 3,93 (s) 34,7 3,98 (s)

2 210,9 - 210,7 -

3 40,9 2,75 (hept, 6,9) 40,8 2,81 (hept, 7,0)
415 18,5 1,14 (d, 6,9) 18,4 1,21 (d, 7,0)
OCH; 56,2 3,79 (s) 56,1 3,86 (s)
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Figura 42. Espectro de RMN BC.DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de TFL-4.
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Figura 43. Espectro de RMN 'H, 'H - COSY (300 MHz, CDCl3) de TFL-4.
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3.1.8. Determinacao Estrutural de TFL-5

A fracdo acetato de etila do extrato etandlico das folhas de T. trifolia
(Item 4.5.1.3.3, pag. 172) forneceu um precipitado de cor amarela, o qual foi purificado
com adicdo de metanol e filtracdo. Ao final deste procedimento, TFL-5, mostrou-se como
um s6lido amorfo amarelo claro, com ponto de fusao 248,0-250,1 °C.

O espectro de RMN 'H (Fig. 44 e 45, pdg. 73) apresentou dois singletos em &y 6,78
(H-3), 6,27 (H-6) e dois dubletos em &y 8,02 (8,7 Hz, H-2’ ¢ H-6") ¢ 6,87 (8,7 Hz, H-3 e
H-5), cada um com integracdo para dois dtomos de hidrogénios, compativeis com
hidrogénios aromdticos em anéis para substituidos. Observou-se também um sinal em Oy
13,2 referente a uma hidroxila quelada, além de sinais na faixa de &y 4,68 a 3,23,
caracteristicos de uma unidade de agucar.

O espectro de RMN BC-BB (Fig. 46, pag. 74) revelou a presenca de dezenove
linhas espectrais, entretanto as intensidades relativamente altas das linhas em dc 128,9 e
115,8 sugeriram que cada uma delas represente dois atomos de carbono. Esta suposi¢ao foi
confirmada através do espectro HMQC (Fig. 48, pdg.75), onde cada uma destas linhas foi
correlacionada a sinais correspondentes cada um a dois atomos de hidrogénios. Desta
forma, TFL-5 possui vinte e um dtomos de carbono em sua composicao (Tab. 10, pag. 72).

A andlise comparativa dos espectros de RMN °C e DEPT 135° (Fig. 47, pag. 74),
revelou a presenga de nove carbonos ndo-hidrogenados (3¢ 182,1; 163,9; 162,6; 161,1;
160,4; 156,0; 121,6; 104,6; 104,0), todos spz, sendo seis desses, carbonos oxigenados,
incluindo uma carbonila (3¢ 182,1); onze carbonos monohidrogenados (¢ 128,9; 128,9;
115,8; 115,8; 102,4; 98,1; 81,8; 78,6; 73,4; 70,8; 70,5), dos quais seis sdo sp2 € cinco sao
sp3 e oxigenados, além de um carbono metilénico oxigenado (8¢ 61,3).

Com base nos dados acima discutidos pode-se dizer que TFL-5 trata-se de um
composto flavonoidico C-glicosilado.

O experimento HMBC (Fig. 49, pag. 75) foi utilizado para definir o correto
assinalamento dos atomos de carbono e hidrogénio, bem como as conectividades da
unidade de agucar e a posi¢ao dos demais substituintes.

Através deste experimento observou-se a correlacdo entre os hidrogénios ligados

aos carbonos CH-2’ ¢ CH-6" (8y 8,02) com os carbonos C-4” (8¢ 161,1) e C-2 (8¢ 163,9) e

93



entre os hidrogénios dos carbonos CH-3" ¢ CH-5" (dy 6,87) com o carbono C-1" (3¢ 121,6),

além da correlacdo entre o hidrogénio do carbono CH-3 (dy 6,78) com o carbono C-1°.

Verificou-se também a correlag¢@o entre o hidrogénio H-3 (dy 6,78) com o carbono C-10 (¢

104,0), o qual mostrou correlagdo com o hidrogénio da hidroxila HO-5 (dy 13,2), e este,

por sua vez apresentou correlagdo com o carbono C-6 (dy 98,1). A posi¢do da unidade de

acucar foi estabelecida através das correla¢bes entre o hidrogénio H-1” (dy 4,68) com os

carbonos C-7 (8¢ 162,6), C-8 (¢ 104,6) e C-9 (8¢ 156,0).

HOHo

HO HO

Apo6s andlise dos dados espectrais e comparacdo com dados descritos na literatura

(Palme, 1994), pode-se concluir que TFL-5 trata-se de uma flavondide glicosilado

denominado vitexina, que apesar de ja ter sido isolado anteriormente de Coroneaster

thymaefolia (Palme, 1994), estd sendo relatado pela primeira vez a partir da espécie.

TFL-5
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos (8) de RMN °C e 'H (125 e 500 MHz, DMSO e
CsDsN) de TFL-5 e comparagao com dados registrados na literatura para a vitexina (Palme,

1994).

HMQC HMBC Lit.

C 8¢ S Jen *Jen 8¢

2 163,9 - H-3 H-2’, H-6’ 165,3
3 102,5 6,78 (s) - - 102,6
4 182,1 - H-3 - 182,8
5 160,4 - H-6 - 160,8
6 98,1 6,27 (s) - OH-5 99,0
7 162,6 - - H-1" 162,1
8 104,6 - H-1" H-6 104,3
9 156,0 - - H-1” 160,9
10 104,0 - - H-3, H-6, OH-5 104,3
1’ 121,6 - - H-3, H-3’, H-5’ 121,9
2’ 128,9 8,02 (d, 8,7) - H-6’ 128,9
3’ 115,8 6,87 (d, 8,7) - H-5 115,9
4 161,1 - H-3’ H-2’, H-6’ 161,1
5 115,8 6,87 (d, 8,7) - H-3’ 115,9
6’ 128,9 8,02 (d, 8,7) - H-2’ 128,9
1”7 73,4 4,68 (d 9,5) H-2” - 73,6
27 70,8 3,83(t, 8,8) H-1” - 71,0
3” 78,6 3,27(t, 8,8) H-2” H-1" 78,7
4” 70,5 3,37(t, 8,8) H-5" - 71,5
57 81,8 3,23 - - 81,9
6” 61,3 3,76 (d, 11) - - 61,2

3,52(dd, 11,7 e 5,1)
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3.2. Determinacao dos constituintes quimicos isolados do caule de Cordia piauhiensis
Fresen.

3.2.1 Determinacio estrutural de CCP-1

CCP-1 foi isolada a partir da fracdo acetona oriunda do extrato etandlico do caule de
C. piauhiensis (Item 4.6.2, pag. 174), utilizando cromatografia por exclusdo molecular
(Sephadex). O composto apresentou-se como umsolido amorfo branco, com ponto de fusao
219,2-220,8 °C, [a]® —0,44° (c. 0.05, MeOH).

O espectro de absor¢cao na regido do infravermelho (Fig. 50, pag. 81) apresentou
uma banda larga centrada em A, 3428 cm’! caracteristica de estiramento O-H de alcoois,
uma banda em Az 1695 cm™ caracteristica de ligagdo C=0, e ainda absor¢des em Amsx
1131 e 1050 cm™ caracteristicas de deformacdes axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN "“C-BB (Fig. 52, pag. 83) indicou a presenca de 42 dtomos de
carbonos, que ap6s comparagdo com o espectro DEPT 135° (Fig. 53, pdg. 84) foi possivel
inferir a presenca de 16 carbonos metinicos, sendo 11 oxigenados; 10 carbonos metilénicos
(um deles oxigenado), 8 carbonos monohidrogenados e 8 ndao-hidrogenados, onde um deles
foi referente a uma carbonila de dcido em dc¢ 182,6. Ainda com base no espectro de RMN
B¢, os sinais em 8¢ 140,1 e 129,6 sdo compativeis com a presenca de uma dupla ligacdo
carbono-carbono, a qual de acordo com o padrdo de substitui¢do determinado através do
experimento DEPT 135° corresponde a uma dupla ligacao trissubstituida.

A andlise dos dados extraidos dos espectros de IV, RMN C e DEPT 135° forneceu
dados para sugerir a composi¢do molecular descrita na Tabela 11 (pag. 77), e assim chegar
a féormula molecular C4;Hg3013, a qual apresenta nove graus de insaturagcdo. Estes dados

sugerem que CCP-1 tratava-se de uma saponina triterpénica, com duas unidades de agucar.
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Tabela 11. Atribuicdes dos sinais de atomos de carbono nao-hidrogenados, metinicos,
A . L1 . 1
metilénicos e metilicos com base na andlise comparativa entre os espectros de RMN ’C -

BB e DEPT 135°, para dedu¢do da férmula molecular de CCP-1

C CH CH CH, CH3; TOTAL
182,6 129,6 105,7 62,9 28,7
140,1 90,5 102,0 40,2 27,3
73,9 575 79,6 39,2 25,0
49,2 55,2 79,1 34,4 18,1
42,7 48,7 71,7 29,7 17,7
41,2 432 74,1 27,4 17,3
40,3 73,8 27,3 16,8
37,9 72,3 26,8 16,2

72,1 24,8
70,1 19,6

C305* CHgO" CioH;00s°  CioHpO"!  CgHyy C42Hg0O13 + 8H® = C4oHesO13

* Oxigénios pertencentes ao grupo carboxila e a uma hidroxila

® Oxigénio da ligacdo aglicona-monossacarideo

¢ Oxigénios pertencentes aos monossacarideos

¢ Oxigénio pertencente ao carbono metilénico das unidades de agticar

¢ Hidrogénios pertencentes aos grupos hidroxila (OH)

Levando-se em consideragdo os valores dos sinais no espectro de RMN Be
correspondentes a dupla ligagdo carbono-carbono d¢ (129,6 € 140,1) e a presenga de sete
grupos metilas em dc 28.,7; 27,3; 25,0; 17,7; 17,3; 16,8 ¢ 16,2, os quais com base no
experimento HMQC (Fig. 55, pag. 86), foram relacionados aos sinais de hidrogénio em 8y
1,06 (s), 1,19 (s), 1,33 (s), 0,79 (s), 0,86 (s), 0,93 (d) e 0,95 (s), respectivamente, levou a
conclusdo que CCP-1 possui em sua estrutura uma aglicona triterpénica da série ursano
(Mahato, 1994). Apés andlise do experimento HMBC (Fig. 56, pag. 87), o qual revelou
correlag@o entre os hidrogénios em oy 1,19 (s, 3H-29) e 0,93 (d, 6,8, 3H-30) com o carbono
oxigenado em Oc¢ 73,9 (C-19), concluiu-se que a aglicona em questdo tratava-se do acido

pomolico.
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Os sinais observados em dc¢ 105,7 e 102,0 através do experimento HMQC, foram
correlacionados com seus respectivos sinais de hidrogé€nios e sdo caracteristicos de
absor¢oes de carbonos anoméricos, indicando portanto, a existéncia de duas unidades
monossacaridicas, como sugerido anteriormente. A existéncia de um grupo metilénico
oxigenado em dc 62,9 ¢ um grupo metila em dc¢ 18,1, observado no experimento DEPT
135°, aliado aos valores dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos anoméricos,
bem como o valor de J calculado para os hidrogénios referente ao grupo metila em 1,21 (d,
6,1, 3H-6”) foram compativeis com a presenca de uma unidade de glicose e uma de
ramnose. Esta informacdo foi evidenciada através do espectro 'H-'"H COSY (Fig. 54, pag.
85), o qual revelou acoplamento dos hidrogénios daquele grupo metila com o hidrogénio
em Oy 3,99 (m, H-57), caracteristico de hidrogénio ligado a carbono oxigenado.

O experimento HMBC foi essencial para a confirmacgao da estrutura da aglicona, e

ainda foi possivel observar a correlacdo a trés ligacdes
entre o hidrogénio ligado ao carbono anomérico em dy
5,36 (H-1") com o carbono C-2’ em 8¢ 79,1.

Através do experimento NOESY (Fig. 57, pag.

88) observou-se a correlacdo entre os hidrogénios H-

I’em Oy 4,41 e H-3 em 3,18, possibilitando estabelecer a

posicdo das unidades de agucar.

Levando-se em consideragdo os
dados acima discutidos, o referido
composto trata-se de uma saponina
monodesmosidica, ou seja, com duas
unidades de agucar ligadas ao carbono C-3
através de uma ligacdo éter, caracterizada

como sendo acido 3B-O-[o-L-

ramnopiranosil-(1—2)-p-D-glicopiranosil]

pomdlico.
De acordo com levantamento bibliografico realizado no Chemical abstracts este € o

primeiro relato de CCP-1 na literatura.
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Tabela 12. Dados de RMN 'H (300 MHz) e RMN "*C (75 MHz) da aglicona de CCP-1

HMQC HMBC
C d¢ On Ten Jen
1 40,2 1,05 3H-25
2 26,8 1,85
3 90,4 3,18 (dd, 12,3, 4,3) H-1’, 3H-23, 3H-24
4 40,4 - 3H-23, 3H-24
5 57,5 0,83 3H-23, 3H-24, 3H-25
6 19,6 1,97
7 34,4 1,23 3H-26
8 41,2 - 3H-26 3H-27
9 48,7 1,67 3H-25, 3H-26
10 38,0 - 3H-25
11 24,8 1,98
12 129,6 5,28 (t)
13 140,1 - H-18
14 427 - 3H-27 3H-26
15 29,8 1,03 3H-27
16 27,3 1,65
17 49,2 - H-18
18 55,2 2,52 (sl) 3H-29
19 73,9 - 3H-29 3H-30
20 432 1,37 3H-30 3H-29
21 27,4 1,70
22 39,1 1,72
23 28,7 1,06 (s) 3H-24
24 17,3 0,86 (s) 3H-23
25 16,2 0,95 (s)
26 17,7 0,79 (s)
27 25,0 1,33 (s)
28 182,6 -
29 27,3 1,19 (s)
30 16,8 0,93 (d, 6,8)
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Tabela 13. Dados de RMN 'H (300 MHz) e °C (75 MHz) da unidade osidica de CCP-1.

HMQC HMBC

C &c ou *Jon “Jen
1’ 105,7 4,41 (d;7,2)
2’ 79,1 3,41 (t; 7,3) H-3’ H-1”
3 79,6 3,47 (t; 8,8) H-4
4 72,1 3,30
5 77,7 3,20 (m)
o 629 3,83 (d; 11,6)

3,66 (dd; 11,6; 5,1)
1” 102,0 5,36 (d; 1,3)
27 73,8 3,96 (sl)
3” 72,3 3,75 (dd; 9,5; 3,3)
47 74,1 3,39 (t; 9,5) 3H-6”
5” 70,1 3,99 (m) 3H-6”
6” 18,1 1,21 (d; 6,2)
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Figura 50. Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (KBr) de CCP-1
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3.2.2. Determinacao estrutural de CCP-2

O metabodlito denominado CCP-2 foi isolado a partir do precipitado oriundo da
fracdo n-butanol (Item 4.6.3, pag. 175), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Este composto apresentou ponto de fusdo 217,9-219,7 °C, [a]" —1,38° (c. 0.05,
CsHsN).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 58, pag. 95) apresentou
uma banda larga acentuada em A, 3403 cm’! caracteristica de estiramento O-H de alcoois,
uma banda em Apns 1654 cm’! caracteristica de grupo carbonila e ainda uma absorcao
intensa emAmsx 1059 cm'l, caracteristica de deformacao axial de ligacao C-O.

O espectro de RMN *C-BB (Fig. 61, pag. 97) apresentou 54 linhas espectrais, que
apo6s andlise comparativa com o espectro DEPT 135° (Fig. 62, pag. 98), revelou a presenca
de vinte e seis carbonos monohidrogenados (vinte e um deles oxigenado); doze carbonos
metilénicos, dos quais trés sao oxigenados e oito carbonos metilicos. Por subtracdo dos
referidos espectros, constatou-se a presenca de oito carbonos nao-hidrogenados, que com
base na teoria do deslocamento quimico, um foi compativel com uma carbonila de éster em
dc 177,4. Ainda com base no espectro de RMN BC, os sinais em 8¢ 139,6 e 128,7 sdo
compativeis com a presenca de uma dupla ligacdo carbono-carbono, a qual de acordo com
o experimento DEPT 135° corresponde a uma dupla ligacdo trissubstituida.

O espectro de massa (Fig. 59, pag. 95), com ionizagdo por elétron-spray (ESIMS),
apresentou um pico correspondente ao fon quasi-molecular de m/z 1128 (M + Na]),

compativel com a férmula molecular Cs4HgzO73, conforme descrita na Tabela a seguir.
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Tabela 14. Atribui¢des dos sinais de dtomos de carbono nao hidrogenados, metinicos,
A . L1 . 1
metilénicos e metilicos com base na andlise comparativa entre os espectros de RMN ’C -

BB e DEPT 135°, para deduc¢do da férmula molecular de CCP-2.

C CH CH CH, CH3; TOTAL
177,7 128,7 105,8 75,6 69,9 28,4
139.,6 89,3 105,7 74,5 63,2 27,3
72,9 56,5 102,1 74,1 62,9 243
49,0 54,7 9,1 72,8 39,5 19,0
42,5 48,0 80,2 72,7 38,0 17,7
40,8 424 79,1 72,5 33,8 17,5
39,8 78,8 71,8 29,6 17,0
37,3 78,7 71,4 27,2 16,1

78,5 69,9 27,0
78,3 26,4
78,1 243

19,0

C303" CeHeO"  CyHxnOi¢  CioHpO3'  CgHay  CsyHy40n3 + 14HC = CsyHgsOn3

* Oxigénios pertencentes ao grupo carboxila e a uma hidroxila

® Oxigénio da ligacdo aglicona-monossacarideo

¢ Oxigénios pertencentes aos monossacarideos

¢ Oxigénios pertencentes aos carbonos metilénicos das unidades de agticar

¢ Hidrogénios pertencentes aos grupos hidroxila (OH)

Considerando-se os valores dos sinais em 3¢ 128,7 e 139,6 no espectro de RMN B¢
correspondentes a dupla ligagdo carbono-carbono e a presenga de sete grupos metilas em ¢
28.4; 27.3; 24,3; 17,7; 17,5; 17,0 e 16,0, os quais com base no experimento HMQC
(Fig. 64, pag. 100), foram relacionados aos sinais de hidrogénio em oy 1,25 (s), 1,37 (s),
1,69 (s), 1,18 (s), 1,22(s), 1,04 (d) e 0,92 (s), respectivamente, levou-nos a concluir que
CCP-2 possui em sua estrutura um triterpeno da série ursano (Mahato, 1994). De fato, a
andlise comparativa dos espectros de CCP-1 e CCP-2 mostrou semelhangas,
particularmente quanto a aglicona, a qual foi caracterizada como sendo o 4cido pomdlico,

assim como em CCP-1.
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Os sinais observados em oc 105,8; 105,6; 102,1 e 96,1 através do experimento
HMQC, foram correlacionados aos seus respectivos sinais de hidrogénios (g 4,99; 5,08;
6,85 e 6,24), os quais sdo caracteristicos de absor¢des de carbonos anoméricos, indicando
portanto, a existéncia de quatro unidades monossacaridicas. A existéncia de trés grupos
metilénicos oxigenados em d¢ 69,9; 63,2 e 62,9, observados no experimento DEPT 135°,
aliados aos valores dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos anoméricos
sugerem a presenca de trés unidades de glicose. O quarto monossacarideo foi atribuido a
ramnose, a qual foi identificada principalmente através da absor¢do em 1,72 (d, 3H-6")
referente a um grupo metila, cujo valor de J (6,1 Hz) é compativel com acoplamento
vicinal. Esta informacgdo foi evidenciada através do espectro 'H-'H cOosYy (Fig. 63, pag.
99), o qual revelou acoplamento dos hidrogénios daquele grupo metila com o hidrogénio
em Oy 4,81 (m, H-57), caracteristico de hidrogénio ligado a carbono oxigenado.

As informacgdes obtidas neste ultimo experimento aliadas aquelas obtidas através da
técnica TOCSY (Fig. 67, pag. 103) foram de fundamental importancia para os
assinalamentos das absorcdes dos dtomos de hidrogénio de cada unidade de agucar,
partindo-se de cada unidade monossacaridica, do hidrogénio ligado ao carbono anomérico.

O experimento HMBC (Fig. 65, pag. 101) foi essencial para a confirmacdo da
estrutura da aglicona, particularmente para determinar a localizacdo das unidades

monossacaridicas. Inicialmente observou-se correlacdo a trés ligacdes entre o carbono

carbonilico em &c 177,4 (C-28) com o
hidrogénio em Oy 6,24 (H-1"") e do sinal em
Oy 5,08 (H-1""") com o sinal de carbono em

d¢ 69,9 (C-6). Desta forma, conclui-se que

uma unidade osidica, constituida de
unidades de glicose, encontrava-se ligada ao carbono carbonilico C-28.

Vale ressaltar que, o valor do deslocamento quimico do carbono C-28 de CCP-1 (8¢ 182,6)
¢ mais elevado que o de CCP-2 (8¢ 177,4), provavelmente devido a interagdo com as

unidades monossacaridicas, deixando este carbono mais protegido.
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As outras duas unidades monossacaridicas
devem-se encontrar portanto, ligadas ao carbono
carbindlico em Oc 89,3 (C-3). A confirmagio desta
suposicao foi evidenciada através da correlacdo a trés

ligagdes deste hidrogénio (H-3) em oy 3,36 ¢ o carbono

anomérico em Oy 105,8 (C-1°). Observou-se ainda, a
correlagdo a trés ligagdes entre o hidrogénio em oy 6,58 (H-1"") com o carbono em J¢ 80,2
(C-2").

A técnica NOESY (Fig. 66, pdg. 100) também auxiliou na determinacdo destas
posicdes, quando observou-se a correlacdo entre o hidrogénio ligado ao carbono carbindlico
(C-3) e o hidrogénio ligado ao carbono anomérico (H-1"), e ainda, a correlagdo entre o
hidrogénio H-2’ e o hidrogénio ligado ao carbono anomérico (H-1").

Além das técnicas utilizadas, a comparacdo com dados descritos na literatura
(Santos, 2003; Santos 2005) também foi de fundamental importancia para a determinacao
estrutural deste composto. Desta maneira, pode-se concluir que CCP-2 denominada 33-O-
[o-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil] pomolato de 28-O-B-D-glicopiranosil-
(1—6)-B-D-glicopiranosila trata-se de uma saponina triterpénica bidesmosidica, ou seja,
possui duas unidades osidicas, onde uma delas estd ligada ao carbono C-3 através de uma
ligacdo do tipo éter, e outra, em C-28.

De acordo com levantamento bibliogréifico realizado no Chemical abstracts trata-se

do primeiro relato deste metabdlito na literatura.

CCP-2
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Tabela 15. Dados de RMN °C (125 MHz) e RMN 'H (500 MHz) da aglicona de CCP-2

HMQC HMBC
C d¢ O Ten Ten
1 39,5 1,40; 0,89 H-3; 3H-25
2 272 2.28(dl); 1,85 (m)
3 89,3 3,36 (dd, 11,6; 3,4) 3H-23; 3H-24; H-1’
4 39,8 - H-5; 3H-23; 3H-24
5 56,5 0,79 (d, 11,2) 3H-23; 3H-24; 3H-25
6 19,0 1,70; 1,40 H-7a
7 33,8 1,57; 1,38 3H-26
8 40,8 - 3H-26 3H-27
9 48,0 1,76 3H-25; 3H-26
10 37,3 - H-5; 3H-25
11 24,3 1,90
12 1287 5,56 (sl) H-18
13 139,6 - H-18 3H-27
14 42.5 - 3H-27 H-18; 3H-26
15 29,6 2,44 (tl, 12,1); 1,17 3H-27
16 26,4 3,11 (dt); 1,92
17 49.0 - H-18
18 54,7 2,93 (s) 3H-29
19 72,9 - 3H-29 3H-30
20 42.4 1,32 3H-30 3H-29
21 27,0 1,90; 1,27 3H-30
22 38,0 2,10; 1,90
23 28,4 1,25 (s) H-3; 3H-24
24 17,5 1,22 (s) H-3; 3H-23
25 16,0 0,92 (s) H-5
26 17,7 1,18 (s)
27 24,3 1,69 (s)
28 1774 - H-16a; H-18; H-1""’
29 27,3 1,37 (s) H-18
30 17,0 1,04 (d, 6,4)
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Tabela 16. Dados de RMN "°C (125 MHz) e RMN 'H (500 MHz) da unidade osidica de

CCP-2.
HMQC HMBC

C & S *Jen “Jen
1’ 105,8 4,99 (d, 6,5)

2’ 80,2 4,30

3’ 78,3 4,17

4 72,5 4,18

5’ 78,5 3,97 (m)

6’ 63,2 4,58 (d, 11,0); 4,35

1 102,1 6,58 (s)

2 72,7 4,88 (sl)

3 72,8 4,70 (m) H-1”
4 74,5 4,34 H-3”’

5 70,0 4,81 (m) H-4"’ H-1
6’ 19,0 1,72 (d, 6.1)

1’ 96,1 6,24 (d, 8,0)

2’ 74,1 4,15 H-3”

3 78,1 4,30

4 71,4 4,14 H-3’”

5 79,1 4,18

6 69,9 4,74 (dl, 10,3); 4,35 H-1”
1”7 105,6 5,08 (d, 7,5)
2 75,6 4,03 (dd)
37 78,8 4,25 H-2"”
477 71,8 4,20 H-3”
57 78,7 3,92 (m)
6" 63,0 4,57(d, 10,0); 4,35
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Figura 63. Espectro de RMN 'H, 'H - COSY (500 MHz, CsDsN) e expansoes de CCP-2.
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3.2.3. Determinacao estrutural de CCP-3

Assim como CCP-2, o metabdlito CCP-3 foi isolado a partir da fracdo n-butanol
(Item 4.6.3, pag. 175), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o qual
apresentou ponto de fusdo 229-230 °C, [a]"y —0,22° (c. 0.05, CsHsN).

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Fig. 68, pag. 110) apresentou
uma banda larga acentuada centrada em A4 3414 cm'l, caracteristica de estiramento O-H
de élcoois, uma banda em Az 1633 cm’! caracteristica de grupo carboxila e uma absor¢ao
intensa em Amgx 1072 cm™, caracteristica de deformacdo axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN *C-BB (Fig. 71, pag. 112) apresentou 59 linhas espectrais, e
ap6s andlise comparativa com o espectro DEPT 135° (Fig. 72, pag. 113), revelou a
presenca de 31 carbonos monohidrogenados (25 deles oxigenados); 13 carbonos
metilénicos, dos quais 4 sdo oxigenados e 8 carbonos metilicos. Por subtracdo dos referidos
espectros, constatou-se a presenca de 7 carbonos nado-hidrogenados, onde um foi
compativel com uma carbonila de éster em oc 176,5. Ainda com base nos espectros de
RMN *C — BB e DEPT 135°, os sinais em oc 138,9 e 125,9 estdo em acordo com uma
dupla ligacao carbono-carbono trissubstituida.

O espectro de massa (Fig. 69, pdg. 110) com ionizacdo por elétron-spray (ESIMS)
apresentou um pico correspondente ao fon quasi-molecular de m/z 1244 (M + Na]),
compativel com a férmula molecular CsoHogsOy6, a qual apresenta 12 graus de insaturacao.

A andlise dos dados extraidos dos espectros de IV, RMN 13C e DEPT 135° forneceu
dados para sugerir a composi¢do molecular descrita na Tabela 17 justificando a férmula

molecular obtida através do espectro de massa.
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Tabela 17. Atribui¢des dos sinais de dtomos de carbono niao hidrogenados, metinicos,
A . L1 . 1
metilénicos e metilicos com base na andlise comparativa entre os espectros de RMN ’C -

BB e DEPT 135°, para deduc¢do da férmula molecular de CCP-3

C CH CH CH, CH3; TOTAL

176,5 1259 106,2 75,9 69.4 28,3
1389 89,2 105,7 754 67,5 24,0
486 56,3 1055 743 63,2 21,5
42,5 53,4 101,88 72,7 62,8 18,9
40,3 48,2 93,6 72,6 39,5 17,6
39,5 39,5 80,2 724 36,9 17,5
37,0 393 80,2 71,7 33,6 17,3

78,7 71,4 31,0 16,0

78,7 70,7 29,3
78,6 69,7 27,0

78,5 24,4
78,4 23,1
78,0 18,6
77,6

C;0," C;H,0°  CypuHpOpf  Ci3HogO4'  CgHay  CsoHg Oog + 15H = CsoHogOng

* Oxigénios pertencentes ao grupo carboxila

® Oxigénio da ligagdo aglicona-monossacarideo

¢ Oxigénios pertencentes aos monossacarideos

¢ Oxigénios pertencentes aos carbonos metilénicos das unidades de agticar

¢ Hidrogénios pertencentes aos grupos hidroxila (OH)

Os sinais em Oy 126,0 ¢ 138,9 no espectro de RMN Be correspondentes a dupla
ligagdo carbono-carbono juntamente com a presenca de sete grupos metilas em dc 28,3;
24,0; 21,5; 17,6; 17,5; 17,3 e 16,0, os quais com base no experimento HMQC (Fig. 74, pag.
115), foram correlacionados aos sinais de hidrogénio em &y 1,16 (s), 1,16 (s), 0,85 (sl),
0,93 (d), 1,02 (s), 1,10 (d) e 0,79 (s), respectivamente, possibilitou determinar que a

aglicona triterpénica de CCP-3 pertence também a série ursano (Mahato, 1994).
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Ap6s andlise do experimento HMBC (Fig. 75, pag. 116), o qual revelou a correlacao
entre os hidrogénios em 9y 0,93 (d, 6,1, 3H-29) e 0,85 (sl 3H-30) com o carbono metinico
em ¢ 39,5 (C-19), mostrou que o triterpeno em questdo tratava-se do dcido ursélico.

Ao comparar a férmula molecular de CCP-2 e CCP-3, bem como a andlise dos
espectros uni- ¢ bidimensionais, pode-se observar a semelhanca entre eles, sugerindo que
este metabolito tratava-se também de uma saponina triterpénica bidesmosidica, entretanto,
com uma unidade monossaracaridica a mais.

A confirmacdo desta informagdo foi evidenciada pela presenca de cinco sinais
observados do espectro HMQC em 106,2, 105,7, 105,5, 101,8 e 93,6, os quais foram
correlacionados aos sinais de hidrogénios em &y 5,35; 4,92; 4,99; 6,60 e 6,05,
caracteristicos de absor¢des de carbonos anoméricos, indicando portanto, a existéncia de
cinco unidades de monossacaridicas. Assim como em CCP-2, observou a presenga de trés
grupos metilénicos oxigenados em dc 69,4; 63,2 e 62,8, em acordo com o experimento
DEPT 135°, que aliados aos valores dos deslocamentos quimicos sugerem a presenca de
trés unidades de glicose. Observou-se ainda a presenca de um quarto grupo metilénico que,
com o auxilio das técnicas bidimensionais COSY (Fig. 73, pag. 114), NOESY (Fig. 76,
pag. 117) e TOCSY (Fig. 77, pag. 118), possibilitou relacionéd-lo a uma pentose (CsHgOy),
a qual foi caracterizada como sendo a xilose. O monossacarideo restante foi atribuido a
ramnose, a qual foi identificada principalmente através da absor¢do em dy 1,69 (d, 3H-6")
referente a um grupo metila, cujo valor de J (6,0 Hz) é compativel com acoplamento
vicinal.

As posicdes das unidades de agicar foram estabelecidas, principalmente através do

espectro HMBC, onde observou-se inicialmente a correlacdo a trés ligacdes entre o

hidrogénio H-3 em Oy 3,32 e carbono anomérico
CH-1"(8¢ 105,7), assim como a correlagdo entre o
carbono anomérico da ramnose em d¢c 101,8 (CH-
1”) e o hidrogénio em &y 4,30 (H-2’), indicando
assim, que duas unidades de agucar estdo ligadas ao

carbono carbindélico CH-3 (3¢ 98,2).

As trés outras unidades monossacaridicas, considerando o deslocamento quimico de

C-28 (8¢ 176,5) encontram-se ligadas a este carbono carbonilico. A confirmagdo desta
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proposicao foi confirmada através da
correlacdo a trés ligacOes entre este carbono
e 0 hidrogénio em 8y 6,05 (H-1""), ligado ao
carbono anomérico em Oc 93,6 (CH-1"") de
uma unidade de glicose. Observou-se

também correlacdo a trés ligacdes entre o

hidrogénio em Oy 4,99 ligado ao carbono

anomérico (H-1""") de uma outra unidade de glicose e o carbono metilénico em ¢ 69,4
(CH,-6"), bem como a correlagdo observada foi entre o hidrogénio ligado ao carbono
anomérico da xilose em oy 5,35 (H-1"""") e o carbono em &¢ 80,2 (CH-2"").

A comparacdo dos dados espectroscépicos de CCP-2 também foi de fundamental
importancia para a elucidagdo estrutural de CCP-3. Desta forma conclui-se que o
metabodlito em discussdo trata-se de uma saponina triterpénica bidesmosidica denominada
3B-O-[o-L-ramnopiranosil-(1—2)-f-D-glicopiranosil] ursolato de 28-O-B-D-xilopiranosil-
(1-2)- B-D-glicopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosila, a qual também estd sendo

registrado pela primeira vez na literatura.
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Tabela 18. Dados de RMN °C (125 MHz) e RMN 'H (500 MHz) da aglicona de CCP-3

HMQC HMBC
C Sc S Ten Jen
1 394 1,40; 0,98 H-3; 3H-25
2 27,0 2,30; 1,95
3 89,2 3,32 (dd) H-1°
4 39,5 - H-5; 3H-23; 3H-24
5 56,3 0,69 (d; 11,9) 3H-23; 3H-24; 3H-25
6 18,6 1,45
7 33,6 1,58; 1,40 3H-26
8 40,3 - H-9; 3H-26 3H-27
9 48,1 1,52 3H-25; 3H-26
10 37,0 - H-5; H-9; 3H-25
11 23,1 1,90 H-9
12 126,0 5,40 (sl) H-18
13 138,9 - H-18 3H-27
14 42,6 - 3H-27 H-18; 3H-26
15 29,3 3H-27
16 24,4 H-18
17 48,6 - H-18
18 53,4 2,47 (d; 11,1) 3H-29
19 39,5 1,40 H-18; 3H-29 3H-30
20 39,3 1,40 3H-30 H-18; 3H-29
21 31,0 3H-30
22 36,9 1,99; 1,80
23 28,2 1,16 (s) H-3; H-5; 3H-24
24 17,3 1,10 (s) H-3; H-5; 3H-23
25 16,0 0,79 (s) H-5; H-9
26 17,6 1,02 (s) H-9
27 24,0 1,16 (s)
28 176,5 - H-18; H-1""’
29 17,5 0,93 (d; 6,1) H-18
30 21,5 0,85
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Tabela 19. Dados de RMN "°C (125 MHz) e RMN 'H (500 MHz) da unidade osidica de

CCP-3
HMQC HMBC
C Sc S Ten “Ten
1’ 105,7 4,92 (d; 6,7) H-1
2’ 80,2 4,30 H-3’
3’ 78,7 4,18
4 72,4 4,15
5’ 78,4 3,95 (m)
6’ 63,2 4,55, 11,3); 4,37
1 101,8 6,60 (s)
27 72,7 4,84 (sl)
3”7 72,7 4,67 (m) H-2"’
4 74,31 4,38 H-3”’ H-2”
5 69,8 4,78 (m)
6"’ 18,9 1,69 (d; 6,0) H-4”
| 93,6 6,05 (d; 7,9) H-2">
2 80,2 4,20 H-3"”
3 77,6 4,32 H-2">
4 70,7 4,28 H-6’"’a
5 78,0 4,05
6’ 69,4 4,64 (dl; 11,0); 4,32 H-1”
1 105,5 4,99 (d; 7,7) H-2 2H-6"""’
277 75,4 4,00
37 78,7 4,25
4 71,7 4,20
57 78,7 3,87 (m)
6’ 62,8 4,47 (dl; 10,1); 4,37
1 106,2 5,35 (d; 7,6) H-2" H-2"’; 2H-5"""’
2 76,0 4,05 H-3”
3 78,5 4,20 H-2" 2H-5"”
4 71,4 4,25 H-5""
577 67,5 4,45; 3,70 (t; 10,0), H-ax
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3.2.4. Determinacao estrutural de CCP-4

CCP-4 também foi isolado a partir da fracdo n-butanol (Item 4.6.3, pag. 175),
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Tal composto apresentou ponto
de fusdo 227-229 °C e [a]®y —26° (c. 0.05, CsHsN).

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Fig. 78, pag. 124) apresentou
uma banda larga acentuada em Ay, 3424 cm’! caracteristica de estiramento O-H de alcoois,
uma banda em Apg, 1639 cm™ caracteristica de ligacdo C=0 e ainda absorcdes na faixa de
Amax 1201 a 1069 cm’! caracteristica de deformacao axial de ligacao C-O.

O espectro de RMN *C-BB (Fig. 81, pdg. 126) apresentou 48 linhas espectrais, seis
a menos que no espectro de CCP-2. Apés andlise comparativa com o espectro DEPT 135°
(Fig. 82, pag. 127), identificou-se a presenca de vinte € um carbonos monohidrogenados
(dezesseis deles oxigenado); onze carbonos metilénicos, dos quais dois eram oxigenados e
oito carbonos metilicos. Por subtracdo dos referidos espectros, constatou-se a presenga de
oito carbonos nao-hidrogenados, um dos quais compativel com uma carbonila de éster em
d¢ 177,3. Ainda com base no espectro de RMN 13C, os sinais em dc 139,6 e 128,8 foram
compativeis com a presenca de uma dupla ligacdo carbono-carbono, a qual de acordo com
o experimento DEPT 135° correspondia a uma dupla ligacao trissubstituida.

O espectro de massa (Fig. 79, padg. 124) com ionizacdo por elétron-spray (ESIMS)
apresentou um pico relativo ao fon quasi-molecular de m/z 941 ([M - HJ), que em
corroboracdo com os espectros de RMN 5C - BB e DEPT 135° foi compativel com a
férmula molecular C4sH730;3, a qual apresenta 10 graus de insaturagdo, como descrita na

Tabela 20, a seguir.
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Tabela 20. Atribui¢des dos sinais de dtomos de carbono nao hidrogenados, metinicos,
A . L1 . 1
metilénicos e metilicos com base na andlise comparativa entre os espectros de RMN ’C -

BB e DEPT 135°, para dedugdo da férmula molecular de CCP-4

C CH CH CH, CH3; TOTAL
177,3  128,8 105,88 72,8 62,7 28,4
139,6 894 102,1 71,6 63,3 27,3
72,6 56,5 96,2 70,0 39,5 24,9
49,0 54,8 80,3 38,1 19,1
42,5 48,0 79,6 33,9 17,7
40,9 425 79,3 29,6 17,5
39,9 78,5 27,2 17,1
37,3 78,1 27,1 16,0

74,5 26,5
74,4 24,4
73,0 19,0
72,9

C305" CeHeO"  CisH;sO01° CiHpO,' CgHay  CagHerOug + 11HS = CsyHy015

* Oxigénios pertencentes ao grupo carboxila e a uma hidroxila

® Oxigénio da ligacdo aglicona-monossacarideo

¢ Oxigénios pertencentes aos monossacarideos

¢ Oxigénios pertencentes aos carbonos metilénicos das unidades de agticar
¢ Hidrogénios pertencentes aos grupos hidroxila (OH)

Os dados espectroscopicos de CCP-4 apresentaram-se bastante semelhantes aos
dados de CCP-2. A andlise dos dados de RMN deste metabdlito levou a concluir que
também se tratava de uma saponina triterpénica, onde a aglicona seria o dcido pomdlico,
assim como em CCP-2.

A presenca de trés unidades monossacaridicas foi confirmada através dos sinais
observados em dc¢ 105,8; 102,1 e 96,2 no experimento HMQC (Fig. 84, pag. 129), os quais
foram correlacionados aos seus respectivos sinais de hidrogénios em dy 4,95; 6,59 e 6,32
que considerando os valores dos deslocamentos quimicos sdo caracteristicos de hidrogénios

ligados a carbonos anoméricos. Duas destas unidades foram caracterizadas como sendo
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glicose, evidenciadas pela presenga de dois carbonos metilénicos oxigenados (¢ 63,3 e
62,7). A terceira unidade foi caracterizada como sendo a ramnose, identificada
principalmente através da absor¢ao em 1,72 (d, 6,1, 3H-6") referente a um grupo metila.

A posi¢do destas unidades monossacaridicas foi

determinada através do espectro bidimensional HMBC
(Fig. 85, pag. 130), onde foi observada correlagdo a trés
ligacdes entre o carbono anomérico da glicose CH-1" (8¢

105,8) e o hidrogénio do carbono carbinélico CH-3 (dy

3,36). Outra correlacdo observada foi entre o carbono

anomérico da ramnose em Jd¢c 102,1 (CH-17) e o hidrogénio (dy 4,32) ligado ao carbono

CH-2’ da glicose ligada ao CH-3. Assim concluiu-se que duas das trés unidades de agucar

estavam ligadas ao carbono carbindlico CH-3. Verificou-
se ainda correlacdo a trés ligacdes entre o carbono
carbonilico C-28 e o hidrogénio ligado ao carbono
anomérico da terceira unidade de agucar (glicose) CH-1""

(8¢ 96,2).

Com base nos dados discutidos acima, bem como comparacdo com dados
espectroscopicos de CCP-2, conclui-se que CCP-4 trata-se de uma saponina triterpénica
bidesmosidica denominada 3B-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil]
pomolato de 28-O-B-D-glicopiranosila, a qual também estd sendo registrada pela primeira

vez na literatura.
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Tabela 21. Dados de RMN °C (125 MHz) e RMN 'H (500 MHz) da aglicona de CCP-4

HMQC HMBC
C d¢ O Ten Ten
1 39,5 1,45; 0,90 3H-25
2 27,2 2,28 (dl; 10,2); 1,85
3 89,4 3,36 (dd; 11,5; 3,6) 3H-23; 3H-24
4 39,9 - H-3; 3H-23; 3H-24
5 56,5 0,80 (d; 11,4) 3H-23; 3H-24; 3H-25
6 19,0 1,70; 1,45 H-7a
7 33,9 1,59; 1,45 3H-26
8 40,9 - 3H-26 3H-27
9 48,0 1,75 3H-25; 3H-26
10 37,3 - 3H-25
11 24,4 2,01
12 128,8 5,60 (sl) H-18
13 139,6 - H-18 3H-27
14 42.5 - 3H-27 H-18; 3H-26
15 29,6 2,48 (dt); 1,23 3H-27
16 26,5 3,12 (dt; 13,0; 3,4); 2,06 H-18
17 49,0 - H16a; H-18
18 54,8 2,94 (s) 3H-29
19 72,6 - 3H-29 3H-30
20 42,5 1,38 (m) 3H-30 H-18; 3H-29
21 27,1 2,06; 1,27 3H-30
22 38,0 2,08; 1,90
23 28,4 1,26 (s) H-3; 3H-24
24 17,5 1,22 (s) H-3; 3H-23
25 16,0 0,91 (s)
26 17,7 1,19 (s)
27 24,9 1,70 (s)
28 177,3 - H-1"""; H-18
29 27,3 1,46 (s)
30 17,1 1,08 (d; 6,4)
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Tabela 22. Dados de RMN "°C (125 MHz) e RMN 'H (500 MHz) da unidade osidica de

CCP-4
HMQC HMBC

C Sc S Teu “Ten

1’ 105,8 4,95 (d; 6,6) H-2’ H-3

2’ 80,3 4,32 H-3’ H-4°

3 78,1 4,30 H-2’

4 72,8 4,17 (t; 8,9)

5’ 78,5 3,97 (m)

6’ 63,3 4,57 (dl; 10,3); 4,40

17 102,1 6,59 (s) H-2’

27 72,9 4,88 (sl) H-1"’

3 73,0 4,70 (dd; 9,2; 3,0) H-2’; H-4”’

4 74,5 4,37 H-3”’ H-2’; 3H-6"’
5 70,0 4,82 (m) H-4’’; 3H-6 H-1"; H-3”
6’ 19,1 1,72 (d; 6,1)

1 96,2 6,32 (d; 8,0) H-2"”
2’7 74,4 4,25 (t; 8,0) H-3"”

3 79,3 4,33 H-2’; H-4"” H-1"”
4 71,6 4,40 H-3"”

5 79,6 4,08 (m) H-4’’; 2H-6""’ H-1""
6’ 62,7 4,50 (dlI; 10,2)

4,43 (dd; 10,2; 4,2)
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Figura 86. Espectro de RMN-NOESY (500 MHz, CsDsN) e expansao de CCP-4.

bkﬂ JXWM(/UU L/M L W
——1 d ;1 0
| = o o I
. -g ! El ]
— 4 @ ° & =2.0
g @ ?2,5
| £
?4 | S a0
Zas
_,2 . ;4.0
—== g
!"5 '_4
i ;5 0
1 E
! 5 - F5.5
6.0
= | - ~ ppm
1 FTT T [ | T
ppm 9 4 3 1
P'O
SR
) px
\D C Z//\\J
<
~
D : —4.2
{i
=
ﬁé =44
Y |
- pom
. — _ | N
ppm 6.4 6.3

Figura 87. Espectro de RMN-TOCSY (500 MHz, CsDsN) e expansao de CCP-4.

155



3.2.5. Determinacao estrutural de CCP-5

Assim como os quatro metabdlitos secundarios isolados de C. piauhiensis, CCP-5
também foi isolado a partir da fragdo n-butanol (Item 4.6.3, pag. 175), utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Este composto apresentou ponto de fusdao
218,6-220,6 °C e [0t]% —3° (c. 0.05, CsHsN).

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Fig. 88, pdg. 139) apresentou
uma banda larga em Ang 3422 cm™ caracteristica de estiramento O-H de dlcoois, uma
banda em Az 1638 cm’! caracteristica da ligacio C=0 e uma absor¢io intensa em Apgx
1062 cm’', caracteristica de deformagdo axial de ligagio C-O.

O espectro de RMN *C-BB (Fig. 91, pdg.141) apresentou 54 linhas espectrais, que
apds andlise comparativa com o espectro DEPT 135° (Fig. 92, pag. 142), determinou-se a
presenca de 25 carbonos monohidrogenados (21 deles oxigenados); 13 carbonos
metilénicos, dos quais 3 sdo oxigenados e 8 carbonos metilicos. Por subtracdo dos referidos
espectros, constatou-se a presenca de 8 carbonos nado-hidrogenados, onde um foi
compativel com uma carbonila de éster (8¢ 176,9). Ainda com base no espectro de RMN
C, os sinais em 8¢ 144,5 e 123,2 foram condizentes com uma dupla ligacdo carbono-
carbono, a qual de acordo com o experimento DEPT 135° representa uma dupla ligacao
trissubstituida.

O espectro de massa (Fig. 89, pdg. 139) com ionizacao por elétron-spray (ESIMS)
apresentou um pico correspondente ao ion quasi-molecular de m/z 1087 ([M - HJ), que
juntamente com os dados de RMN "°C foi compativel com a férmula molecular Cs4sHgsO2s,

como mostrado na Tabela 23.
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Tabela 23. Atribuicdes dos sinais de dtomos de carbono ndo hidrogenados, metinicos,
A . L1 . 13
metilénicos e metilicos com base na andlise comparativa entre os espectros de RMN “C —

BB e DEPT 135°, para dedugdo da férmula molecular de CCP-5

C CH CH CH; CH3 TOTAL
176,9 123,2 105,77 74,2 69,7 33,4
1445 89,2 1056 728 63,2 28,4
42,5 564  102,1  72,7 62,9 26,4
42,4 483 96,0 72,5 46,6 24,0
40,2 420 80,2 71,8 39,4 19,0
39,8 79,0 71,2 34,4 17,8
37,3 78,8 70,0 33,4 17,5
31,1 78,7 32,8 16,0

78,5 28,6
78,3 27,1
78,1 24,1
75,5 23,7
74,4 18,9

C30," CsHsO"  CyHynOy¢  Ci3HpgO3'  CsHay  CsyHy505 + 13HC = CsyHgsOno

* Oxigénios pertencentes ao grupo carboxila
® Oxigénio da ligagdo aglicona-monossacarideo
¢ Oxigénios pertencentes aos monossacarideos
d Oxigénios pertencentes aos carbonos metilénicos das unidades de acucar
¢ Hidrogénios pertencentes aos grupos hidroxila (OH)

Com base na literatura, os valores dos sinais em d¢ 123,2 e 144,5 no espectro de
RMN "*C correspondentes a dupla ligacdo carbono-carbono e a presenca de sete grupos
metilas em dc 33,4, 28,4, 26,4, 24,0, 17,8, 17,5 ¢ 16,0, os quais com base no experimento
HSQC (Fig. 94, pag. 144), foram correlacionados aos sinais de hidrogénio em dy 0,87 (s),
1,23 (s), 1,23 (s), 0,87 (s), 1,07 (s), 1,18 (s) e 0,85 (s), respectivamente, CCP-5 possui uma

aglicona triterpénica da série oleanano (Mahato,1994). Apds andlise do experimento
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HMBC (Fig. 95, pag. 145), observou-se a correlagdo entre os hidrogénios em dy 0,87 (s,
3H-29 e 3H-30) com o carbono metilénico em dc 46,6 (C-19), indicando que a aglicona
tratava-se do acido oleandlico.

Os sinais observados em oc 105,7; 105,6; 102,1 e 96,0 através do experimento
HSQC, foram correlacionados com seus respectivos sinais de hidrogénios em oy 4,92; 5,02;
6,55 e 6,24 caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos anoméricos, indicando
portanto, a existéncia de quatro unidades monossacaridicas. A existéncia de trés grupos
metilénicos oxigenados em dc¢ 69,7; 63,2 € 62,9, observados no experimento DEPT 135°,
aliados aos valores dos deslocamentos quimicos relativos aos carbonos anoméricos
sugerem a presenca de trés unidades de glicose. O quarto monossacarideo foi atribuido a
ramnose, a qual foi identificada principalmente através da absor¢ao em 1,70 (d, 5,7, 3H-6")
referente a um grupo metila. Ao comparar os dados espectroscépicos das unidades
monossacaridicas de CCP-2 e CCP-5 observou-se que tratava-se de unidades semelhantes,
facilitando assim sua determinacao.

O experimento HMBC foi essencial para a confirmacio da estrutura da aglicona,

bem como para determinar a localizagdo inequivoca das unidades monossacaridicas. A

correlacdo a trés ligagdes entre o carbono
carbonilico em d¢c 176,9 (C-28) com o
hidrogénio em dy 6,24 (H-1""), bem como

a correlacdo entre o sinal de hidrogénio

em Oy 5,02 (H-1"") a trés liga¢Ges com o

carbono em dc 69,7 (CH,-6"") foi suficiente para determinar a unidade osidica ligada ao
carbono carbonilico C-28, constituida de duas unidades de glicose.

A exemplo das saponinas isoladas anteriormente, as outras duas unidades

monossacaridicas provavelmente encontram-se ligadas ao
carbono carbindélico em d¢ 89,2 (CH-3). A confirmagio
desta suposic¢ao foi evidenciada através do acoplamento a

trés ligacdes entre o hidrogénio H-3 em Oy 3,33 ¢ o

carbono CH-1" (105,7), assim como a correlacdo a trés

ligacdes entre o hidrogénio em &y 4,27 (H-2’) com o carbono anomérico (CH-1") em dc

102,1.
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Baseado nos dados espectroscépicos apresentados, bem como comparagao com os
dados espectroscopicos de CCP-2 para as unidades monossacaridicas, concluiu-se que
CCP-5 tratava-se também de uma saponina triterpénica bidesmosidica denominada 3f3-O-
[o-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil] oleanolato de 28-O-B-D-glicopiranosil-
(1—6)-B-D-glicopiranosila, a qual, de acordo com um minucioso levantamento

bibliografico estd sendo registrada pela primeira vez na literatura.
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Tabela 24. Dados de RMN °C (125 MHz) e RMN 'H (500 MHz) da aglicona de CCP-5

HMQC HMBC
C d¢ O Jen Ten
1 39,3 1,40; 0,90 3H-25
2 27,1 2,22; 1,80
3 89,2 3,33 (dl; 11,2) 3H-23; 3H-24
4 40,2 - 3H-23; 3H-24; H-3
5 56,4 0,74 (d; 10,4) 3H-23; 3H-24; 3H-25
6 18,8 1,45; 1,32 H-7a
7 32,8 1,92; 1,80 3H-26
8 39,8 - 3H-26 3H-27
9 48,3 1,58 (tl; 6,9) 3H-25; 3H-26; H-12
10 37,3 - 3H-25
11 24,1 1,96
12 1232 5,40 (sl)
13 1445 - 3H-27
14 42.5 - 3H-27 3H-26; H-12
15 28,6 2,28; 1,15 3H-27
16 23,7 2,06; 1,95
17 42,4 - H-18
18 42,0 3,17 (dl; 13,1)
19 46,6 1,75 (d; 13,7), 1,23 H-18 3H-29; 3H-30
20 31,1 - 3H-29; 3H-30; H-19
21 34,4 1,30; 1,10 3H-29; 3H-30
22 33,4 1,42; 1,30
23 28,4 1,23 (s) 3H-24; H-3
24 17,5 1,18 (s) H-3; 3H-23
25 16,0 0,85 (s)
26 17,8 1,07 (s)
27 26,4 1,23 (s)
28 176,9 - H-1”
29 334 0,87 (s) 3H-30
30 24,0 0,87 (s) 3H-29
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Tabela 25. Dados de RMN "°C (125 MHz) e RMN 'H (500 MHz) da unidade osidica de
CCP-5

HMQC HMBC

C Sc S Jen Jen

1’ 105,7 4,92 (dl; 3,6) H-2’ H-3

2’ 80,2 4,27

3 78,8 4,17

4 72,5 4,15 2H-6’; H-2’
5’ 78,4 3,93 2H-6’

6’ 63,2 4,53 (d; 11,0); 4,35

17 102,1 6,55 (sl) H-2’

27 72,7 4,86 (sl) H-1” H-4”
3 72,8 4,69 (dd; 9,5; 2,7) H-27; H-4” H-1”
4 74,4 4,34 H-3” H-2”; 3H-6”
5” 69,9 4,78 (m) 3H-6” H-1”
6’ 19,0 1,70 (d; 5,7) H-4”
1 96,0 6,24 (d; 7,9) H-2

2’7 74,2 4,14

3 78,1 4,27

4’ 71,2 4,34

5 78,3 4,10 2H-6’; H-4’ H-3
6’ 69,7 4,46 (d; 11,6); 4,34 H-1", H-4”
| 105,6 5,02 (d; 7,7) H-27” H-6b™’
27 75,5 3,99 (t; 7,7)
37 79,0 4,20 H-4"”
4 71,8 4,20
57 78,7 3,87 2H-6"; H-4” H-1""

69 999 62,9 4’70 (d, 10,9), 4’34
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3.3. Identificacao dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais das folhas e frutos de
T. trifolia

Os Oleos essenciais das folhas e frutos de 7. trifolia foram obtidos por
hidrodestilacdo (Item 4.4, pag. 162). Os rendimentos dos 6leos, calculados sobre a massa
do material fresco, foram de 0,09% para as folhas e 0,07% para os frutos, em ambas as
coletas. Os componentes quimicos identificados nos o6leos, incluindo seus respectivos
indices de Kovat e porcentagens, estdo sumarizados na Tabela 26 (pag. 148). Um elevado
percentual da composi¢cdo quimica dos 6leos foi determinado (99,7 e 99,8% para as folhas e
99,9 e 99,7% para os frutos). Os Oleos essenciais das folhas revelaram ser constituidos
majoritariamente por monoterpenos (83,7-96,8%), dos quais sabineno (39,2 e 33,8%) e
mirceno (21,9 e 33,6%) foram os principais componentes. Outros componentes
identificados em teores significativos foram: hidrato de sesquisabineno (8,4%), jterpineno
(6,9 e 6,4%), limoneno (5,3 e 4,3%) e 4-terpineol (4,9 e 6,9%). Da mesma forma, no 6leo
essencial dos frutos prevaleceram os monoterpenos, os quais representaram 93,8-97,5% do
total do 6leo. Os constituintes majoritarios foram sabineno (35,5 e 22,8%), f-pineno (21,2 ¢
29,9%) e pterpineno (18,4 e 12,9%), seguido por limoneno (6,2 e 5,0%) e 4-terpineol (3,6
e 8,9%). Nos 6leos das folhas uma pequena fracdo de sesquiterpenos, representando 1,6 a
11,9%, foi identificada, enquanto nos 6leos dos frutos este percentual variou de 2,2 a 6,1%.
Exceto pela presenca do hidrato de sesquisabineno, o qual contribui com 8,4% do 6leo das
folhas e 1,3% do 6leo dos frutos, nenhum outro sesquiterpeno foi identificado em teor
significativo. Digno de nota foi a presenca dos aldeidos alifaticos n-dodecanal e n-decanal
no oOleo das folhas, mesmo em pequenas propor¢coes (1,9/0,6% e 2,2/0,8%,
respectivamente).

A andlise qualitativa e quantitativa dos componentes volateis foi realizada por CG-
EM e CG-DIC, respectivamente, enquanto a identificagao de cada constituinte foi realizada
comparando-se o espectro de massa de cada componente (pag. 151-155) com espectros de
massa armazenados em um banco de dados digital (Alencar, 1984; Alencar, 1990), bem
como por comparagdo com espectros de massa disponiveis na literatura (Stenhagen, 1974;
Adams, 2001), considerando rigorosamente o padrao de fragmentacao e o indice de Kovat.

Os cromatogramas obtidos dos dleos essenciais das folhas e frutos encontram-se nas

paginas 149 e 150.

170



Tabela 26. Composicao quimica (%) dos dleos essenciais das folhas e frutos de 7. trifolia

Constituintes * K" Folhas ¢ Frutos® Folhas®  Frutos °
o-tujeno 932 1,1 1,0 1,2
o-pineno 938 2,9 4,1 29 3,5
sabineno 975 39,2 35,5 33,8 22,8
S-pineno 979 21,2 0,7 29,9
mirceno 991 21,9 1,1 33,6 1,5
S-careno 1016 1,3 1,5 2,1 0,9
p-cimeno 1019 1,3 5,1 9,7
limoneno 1029 5,3 6,2 4,3 5,0
J#terpineno 1059 6,9 18,4 6,4 12,9
terpinoleno 1089 1,1 1,2
4-terpineol 1174 4,9 3,6 6,9 8,9
n-decanal 1203 2.2 0,8
n-dodecanal 1403 1,9 0,6
trans-cariofileno 1419 2,1 1,3 1,6 0,6
o-bergamoteno 1435 3.5 1,6
[-curcumeno 1515 1.4

hidrato de sesquisabineno 1551 8,4 1,3

Total identificado 99,7 99,9 99,8 99,7

* Constituintes quimicos listados de acordo com a ordem de elui¢do em coluna DB-5.

®{ndice de retengdo em coluna apolar DB-5. ¢ Coleta realizada em janeiro de 2005.

4 Coleta realizada em janeiro de 2006, mesmo local.
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Figura 97. Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas de 7. trifolia coletadas em

janeiro de 2005.
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Figura 98. Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas de T. trifolia coletadas em

janeiro de 2006.
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Figura 99. Cromatograma do 6leo essencial obtido dos frutos de 7. trifolia coletados em

janeiro de 2005.
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Figura 100. Cromatograma do 6leo essencial obtido dos frutos de 7. trifolia coletados em

janeiro de 2006.
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Figura 103. Espectro de massa do sabineno.
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Figura 104. Espectro de massa do S-pineno.
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Figura 106. Espectro de massa do J-careno.
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Figura 107. Espectro de massa do p-cimeno.
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Figura 108. Espectro de massa do limoneno.
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Figura 110. Espectro de massa do terpinoleno.
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Figura 111. Espectro de massa do 4-terpineol.
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Figura 114. Espectro de massa do trans-cariofileno.
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Figura 116. Espectro de massa do f-curcumeno
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Figura 117. Espectro de massa do hidrato de sesquisabineno.
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3.4. Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais das folhas e frutos de T. trifolia

O potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais foi avaliado frente a um painel
constituido de oito cepas de bactérias (Item 4.7, pag. 177), conforme disposto na Tabela 27.
O dleo dos frutos mostrou-se ativo apenas contra dois tipos de bactérias, Chromobacterium
violaceum e Bacillus subtilis. Por outro lado, o 6leo das folhas mostrou eficacia contra
todas as cepas testadas, embora moderadamente. A andlise comparativa da composi¢ao
quimica dos 6leos revelou discretas diferencas qualitativa e quantitativa. Por exemplo, p-
cimeno, n-decanal, n-dodecanal e S-curcumeno foram detectados apenas no 6leo das
folhas, entretanto, estes constituintes somam apenas 5,5% do total da constitui¢cdo quimica
daquele 6leo. Deve-se notar que o monoterpeno mirceno, presente em 21,9 e 33,6% no 6leo
das folhas, no 6leo dos frutos estd presente em apenas 1,1 e 1,5%. Desta forma,
considerando que todos os demais constituintes do 6leo das folhas sdo comuns ao 6leo dos
frutos, pode-se presumir que o mirceno tenha um importante papel na atividade expressada
pelo 6leo das folhas, sem, entretanto, desprezar uma possivel acdo sinergistica provocada

pela associacdo de alguns componentes quimicos.

Tabela 27. Atividade antibacteriana dos 6leos essenciais das folhas e frutos de T. trifolia

Média dos halos de inibi¢do (mm)*

Bactérias Gram-negativas Folhas Frutos Tobramicina
Chromobacterium violaceum (ATCC 12472)b 13,3 11,0 22,0
Enterobacter aerogenesis (ATCC 13048) 8,3 - 17,0
Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031) 8,0 - 18,0
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25319) 7,0 - 34,0
Salmonella choleraeasuis (ATCC10708) 8,6 - 22,0

Bactérias Gram-positivas
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 9,0 9,5 31,0
Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) 11,3 - 25,0
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 12,0 - 25,0

* Os resultados expressam a média de 3 experimentos. © ATCC, American Type Culture Collection. © (-) =
Auséncia de halo de inibi¢do na dose testada. d Concentracdo dos dleos = 60 g, do antibidtico = 10 pg.
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3.5. Resultado da atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase para as

cumarinas isoladas de T. trifolia

A atividade anticolinesterase apresentada pelos extratos das folhas de 7. trifolia (Trevisan,
2003) motivou a investigacdo destes extratos visando o isolamento de metabdlitos
secunddrios responsdveis por tal atividade. Deste modo, todas as cumarinas isoladas de 7.
trifolia foram avaliadas em CCD, frente a enzima acetilcolinesterase (Item 4.8, pag. 177). O
resultado deste bioensaio encontra-se descrito na Tabela abaixo, e como pode ser
observado, todos os compostos mostraram atividade. Aurapteno (TFL-1), foi o mais ativo,
com um halo de inibi¢do de 8 mm, em seguida, isopimpinelina (TFR-2), (R)-biakangelicina
(TFR-1) e isomerazina (TFL-4), foram as cumarinas mais ativas, todas com halos de
inibicdo igual a 7 mm. Ambas, mexoticina (TFR-3) e isosibiricina (TFL-3), apresentaram
halos de inibi¢do de 6 mm, enquanto coumurraina (TFL-2) foi a cumarina com menor
atividade. Estes dados reforcam o potencial anticolinesterdsico das cumarinas (Brithlmann,
2001; Kang, 2001) e incluem plantas ricas neste tipo de compostos como promissoras
candidatas a elaboracdo de drogas naturais que possam vir a auxiliar no tratamento da

doenca de Alzheimer.

Tabela 28. Inibi¢do da enzima acetilcolinesterase apresentada pelas cumarinas isoladas de

T. trifolia

Compostos Halos de inibi¢do (mm) Compostos Halos de inibi¢do (mm)
TFR-2 7 TFL-2 5
TFR-1 7 TFL-3 6
TFR-3 6 TFL-4 7
TFL-1 8 carbachol 11

Concentracdao = 4 mg/mL
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As cromatografias foram realizadas utilizando-se gel de silica, com granulometria
de 70-230, da marca Vetec (cromatografia gravitacional), 230-400 mesh da Merck
(cromatografia sobre pressdo) e Sephadex LH-20 (cromatografia por exclusao molecular).
O comprimento e o diametro das colunas, assim como as quantidades de adsorventes
variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem comatografadas. Para as
comatografias em camada delgada (CCD) utilizou-se gel de silica 60, 5-40 um, com
indicador de fluorescéncia na faixa de 254 mm (F.s4) sobre cromatofolha de poliéster,
MERCK.

As revelacOes das substincias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas através
de exposicdo destas em lampada de irradia¢do na faixa do ultravioleta (UV), Mineral Ligh,
modelo UVSL-25, em dois comprimentos de onda 254 e 366 mm; pela aspersdo com
solucdo de vanilina (CgHgOs)/acido perclérico (HClOg4)/etanol (C,H¢O), seguido de
aquecimento em estufa a aproximadamente 100 °C, por um periodo de aproximadamente
cinco minutos; ou ainda pela exposi¢do em camara saturada com vapores de iodo.

Nas comatografias realizadas ao longo deste trabalho foram utilizados os eluentes
éter de petrdleo, hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona e metanol,
puros ou como misturas bindrias de solventes, em ordem crescente de polaridade. Todos os
solventes utilizados para a realizacdo deste trabalho foram de qualidade P.A da marca
Synth ou Vetec ou previamente destilados.

A destilag@o dos solventes dos extratos e das fracdes resultantes das cromatografias

foi realizada sob pressao reduzida em evaporador rotatério BUCHI.

4.2. METODOS FiSICOS

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em equipamentos da Central
analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica, e do Centro Nordestino de

Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN).
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4.2.1. Ponto de fusao

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram obtidos em equipamento de
microdeterminagdo digital da Mettler Toledo com placa aquecedora FP82HT e uma central
de processamento FP90. As determinacdes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 2 °C/min e nao foram corrigidas.

4.2.2. Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa dos Oleos essenciais foram obtidos em espectrometro de
massa Hewlett-Packard, modelo HP-5971 A, acoplado a cromatégrafo gés-liquido, modelo
HP-5890 A, série II (CG/EM), provido de coluna capilar apolar DB-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 wm), utilizando um gradiente de aumento de temperatura de 4°C/min de 50 a 180 °C e
20 °C/min de 180 a 280 °C, sendo a temperatura do injetor de 250°C e a do detector 200
°C.

A anélise quantitativa dos 6leos foi realizada em espectrometro Shimadzu GC-17A,
equipado com um detector de ionizacdo de chama e coluna capilar apolar DB-5 (30 m x
0,25 mm x 0,25um), utilizando gradiente crescente de temperatura de 4 °C/min de 35 a 180
°C, e 17 °C/min até atingir 280 °C e mantida nesta temperatura por 10 min. As
temperaturas do injetor e do detector foram de 250 °C.

Os espectros de massa dos constituintes ndo volateis foram medidos em um
instrumento Micromass Quatro LC com ionizacdo por Eletrospray, realizados no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos — SP pelo professor

Edson Rodrigues-Filho.

4.2.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono-
13 (RMN 13C), uni- e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker, modelo

DRX-300 e DPX-500, operando na freqiiéncia de 300 e 500 MHz para hidrogénio e 75 e
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125 MHz para carbono-13. Os solventes deuterados utilizados na dissolu¢cdo das amostras e
obtencdo dos espectros foram: cloroférmio (CDCls), acetona ((CD3),CO), metanol
(CD30D), dimetilsulf6xido ((CD3),SO-dp) e piridina (CsDsN-ds).

A multiplicidade das absorcdes foi indicada segundo a convencdo; s (singleto), sl
(singleto largo), d (dubleto), dI (dubleto largo), dd (duplo dubleto), ddd (triplo dubleto), t
(tripleto), dt (duplo tripleto), q (quarteto), dq (duplo quarteto), quint. (quinteto) e m
(multipleto).

Os deslocamentos quimicos () foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN 'H pelo pico de hidrogénio pertencente a fracdo nio
deuterada dos solventes: cloroférmio (Oy 7,27), acetona (dy 2,05), metanol (Oy 4,87; 3,31),
dimetilsulféxido (dy 2,50), e piridina (Oy 8,74; 7,58; 7,22), enquanto nos espectro de
carbono-13 utilizou-se tetrametil-silano como referéncia interna.

O padrao de substituicdo dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT (Distortionsless Enhancement by Polarization Transfer), com angulo de
nutacdo de 135° (CH e CHj3 com amplitude em oposicdo aos CH,). Os carbonos ndo-
hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo dos sinais do espectro BB (Broad Band)
e DEPT 135° e segundo a convengdo: C (carbono ndo-hidrogenado), CH (carbono

metinico), CH, (carbono metilénico) e CHj (carbono metilico).
4.2.4. Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros de absor¢io na regido do infravermelho, foram obtidos em
espectrometro Perkin-Elmer, modelo 1000-FT, utilizando-se pastilhas de brometo de
potassio (KBr) para amostras sélidas ou ainda dissolvendo-as em cloroférmio, caso estas
fossem soltveis e filmes para substancias liquidas.

4.2.5. Rotacao optica

A determinacdo da rotacdo Optica foi realizada utilizando Polarimetro digital da

Perkin-Elmer 341 a temperatura de 25 °C e concentracdo de 1 mg para 2 mL de solvente.
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4.3. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas para a concretizacdo deste trabalho, duas espécies de diferentes
familias, Triphasia trifolia pertencente a familia Rutaceae e Cordia piauhiensis pertencente
a familia Boraginaceae, em continuidade ao estudo, que resultou em uma dissertacdo de
mestrado (Santos, 2003). As coletas foram realizadas em janeiro de 2005, na praia de
Icarai, litoral oeste do Estado do Ceard e em agosto de 1999, na localidade de Barreiro
Grande/Crato — Ceard, respectivamente. A identificagdo das plantas foi realizada pelo
professor Edson de Paula Nunes do Departamento de Biologia — UFC e as exsicatas
representando as plantas estudadas (Triphasia trifolia - 27245 e Cordia piauhiensis -

29104) encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra daquele departamento.

44. METODO DE OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS E
FRUTOS DE Triphasia trifolia

Amostras, recém coletadas de folhas (620 g) e frutos completamente maduros
(900 g), foram submetidas a hidrodestilagdo, utilizando doseador tipo Clevenger. O
processo consistiu em colocar o material em um baldo de vidro de 5 L, com
aproximadamente 2 L de dgua destilada, mantendo-se em ebulicdo por um periodo de duas
horas. Os 6leos essenciais extraidos foram secos com sulfato de sédio anidro, filtrados e
pesados, resultando em 1,0 mL (541,5 mg - 0,09%) e 1,2 mL (632,3 mg - 0,07%),
respectivamente. Os 6leos foram armazenados em frascos de vidro, vedados e mantidos sob

refrigeracdo para posterior andlise (Fluxograma 1, pag. 163).

Fluxograma 1. Método de extracdo dos dleos essenciais das folhas e frutos de Triphasia

trifolia

Material botanico
(Folhas ou frutos)

Extracdo em doseador
tipo Clevenger
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1 — Separagdo

2 — Secagem com Na,SO,
3 - filtracdo

v

Oleo essencial

Anélise por CG/EM

4
Identificacdo

4.5. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES NAO VOLATEIS DE Triphasia trifolia
(Fluxograma 2, pag. 166)
4.5.1. Obtencao dos extratos
O decocto dos frutos, oriundo do processo de extracdo do Oleo essencial por
hidrodestilacdo, foi filtrado e submetido a particdo com acetato de etila. As folhas (6,04
Kg) foram secas a temperatura ambiente e trituradas, e em seguida foram submetidas a
extragdo exaustiva com uma mistura bindria de éter de petrdleo/ acetato de etila 1:1,
seguida de etanol. As solucdes obtidas foram destiladas sob pressdo reduzida, resultando

nos extratos descritos na Tabela a seguir.

Tabela 29. Dados referentes a obten¢do dos extratos dos frutos e folhas de T. trifolia

SIGLA PESO (g)
Fracgdo acetato de etila do decocto frutos FAE-DFr 0,77
Extrato éter de petrdleo/acetato das folhas EFTT 260,3
Extrato etanolico das folhas EEFT 501,5

4.5.1.1. Fracionamento cromatografico da fracao acetato de etila da particio do
decocto dos frutos (FAE-DFr) de T. trifolia e isolamento de TFR-1, TFR-2 e TFR-3.

770 mg da fracdo acetato de etila da particdo do decocto dos frutos (FAE-DFr) foi

adsorvida em 880 mg de gel de silica, pulverizada em grau de porcelana e disposta sobre
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13 g de gel de silica em coluna de 500 mL. O fracionamento foi realizado com uma mistura
bindria de hexano, CH,Cl, e AcOEt em escala crescente de polaridade, fornecendo um total
de 48 fragdes de 50 mL, como disposto na Tabela abaixo. As fracdes foram monitoradas
por CCD e reunidas de acordo com suas semelhangas. A fracdo F-17, obtida por elui¢do
com hexano/CH,Cl, 1:1, mostrou ser constituida por uma unica substancia (5,5 mg),

apresentando-se como s6lido amorfo amarelo, a qual foi denominada TFR-2.

Tabela 30. Dados referentes ao fracionamento cromatografico de FAE-DFr

ELUENTE FRACOES (50 mL)
Hexano/CH,Cl, 10% 1
Hexano/CH,Cl, 20% 2-6
Hexano/CH,Cl, 30% 7-10
Hexano/CH,Cl, 40% 11-15
Hexano/CH,Cl, 50% 16-18%*
Hexano/CH,Cl, 60% 19-25
Hexano/CH,Cl, 70% 26-31
Hexano/CH,Cl, 80% 32-34
Hexano/CH,Cl, 90% 35-35
CH,Cl/AcOEt 10% 36-41
CH,Cl,/AcOEt 30% 42-43
CH,Cl,/AcOEt 50% 44-45%
CH,Cl,/AcOEt 70% 46-47%*
AcOEt 100% 48

*FracOes cromatografadas

As fragodes 44 e 45 (264,4 mg), extraidas com CH,Cl,/AcOEt 50% foram adsorvidas
em 22 g de gel de silica em coluna cromatografica de 250 mL e eluida com CH,Cl,/AcOEt
10%, 20%, 30% e 40% . Foram obtidas 105 fracdes de 10 mL e, apdés monitoramento em
CCD, reuniram-se as fracdes 79 a 100 obtidas por elui¢ado com CH,Cl,/AcOEt 20% e 30 %,

fornecendo 153,5 mg de material.
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A fragdo 79-100 (153,5 mg) foi pulverizada com 183 mg de gel de silica, em grau
de porcelana e acondicionada sobre 15 g de gel de silica em coluna de 125 mL e eluida com
misturas de hexano-AcOEt em ordem crescente de polaridade, de acordo com a Tabela 31,
abaixo. Um total de 90 fragcdes de 10 mL foram coletadas e analisadas por CCD. As fra¢des
69 a 78, solivel em metanol, constituidas de cristais amarelados mostraram-se puras (9,0

mg) e foi denominada TFR-1.

Tabela 31. Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo 79-100

ELUENTE FRACOES (10 mL)
Hexano/AcOEt 40% 1-45

Hexano/AcOEt 50% 46-70*
Hexano/AcOEt 70% 71-85%

AcOEt 100% 86-90

*Fragdes cromatografadas

As fracdoes 46 e 47 (30 mg) extraidas com CH,Cl,/AcOEt 70%, obtidas do
fracionamento cromatografico de FAE-DFr, foram reunidas ap6s andlise comparativa por
CCD e submetidas a uma cromatografia sob pressao (cromatografia flash) utilizando 32 mg
de silica gel para pulverizar o material e 9,0 mg para empacoté-lo, em coluna de 125 mL. O
sistema de eluentes utilizado foi a mistura hexano/AcOEt 80%, obtendo-se 40 fracdes de 10
mL cada, as quais foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com suas semelhancas.
A fracdo 11-20 constituida de cristais incolores apresentou-se pura (3,0 mg) e foi de

denominada TFR-3.

Fluxograma 2. Isolamento de TFR-1, TFR-2 e TFR-3 a partir do decocto dos frutos de

T. trifolia, oritundo do processo de extracdo do seu 6leo essencial.

Frutos
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A 4

Tratamento cromatografico

Identificacdo

A4 \ 4 \ 4
TFR-1 TFR-2 TFR-3
(9,0 mg) (5,5 mg) (3,0 mg)

4.5.1.2. Fracionamento cromatografico do extrato éter de petréleo/acetato 1:1 das

folhas de T. trifolia (EFTT).
260,3 g do extrato EFTT foram misturados a 380,8 g de gel de silica, pulverizados

em grau de porcelana e acondicionados sobre 74 g de gel de silica em funil de decantagcdao
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de 2000 mL. Fracionamento cromatografico por elui¢des sucessivas com hexano,

diclorometano, acetato de etila e metanol, resultou nas fragdes constantes na Tabela abaixo.

Tabela 32. Dados resultantes do fracionamento cromatografico de EFTT

ELUENTE FRACAO PESO (g)
Hexano EFTT-H 135,4
CH,Cl, EFTT-D 88,1
AcOEt EFTT-A 25,3
MeOH EFTT-M 9,7

4.5.1.2.1. Fracionamento cromatografico da fracao hexano (EFTT-H) do extrato éter
de petroleo/acetato 1:1 e isolamento de TFL-1 e TFL-2 (Fluxograma 3, pag. 173).

Parte da fracdo EFTT-H (40,2 g), foi pulverizada em grau de porcelana utilizando
50 g de gel de silica e acondicionada, em coluna de 1000 mL, sobre 60 g de gel de silica. A
eluicdo foi realizada com éter de petréleo, hexano, hexano/CH,Cl, 50%, CH,Cl,, AcOEt e
MeOH, concentrada em evaporador rotativo, obtendo-se as fracdes sumarizadas na Tabela

abaixo.

Tabela 33. Dados resultantes do fracionamento cromatografico de EFTT-H

ELUENTE FRACAO PESO (g)
Eter de petroleo EFTT-H/EP 11,0
Hexano EFTT-H/H 7.3
Hexano/CH,Cl, 50% EFTT-H/HD 13,8
CH,ClI, EFTT-H/D 3,1
AcOEt EFTT-H/A 1,8
MeOH EFTT-H/M 1,2

A fracdo Hexano/CH,Cl, 50% (EFTT-H/HD — 14,5 g) foi submetida a uma
cromatografia sob pressdo (cromatografia flash) utilizando 17,8 g de silica gel para
pulverizar o material e 200,3 g de silica gel para empacotar em uma coluna de 1000 mL.
Utilizou-se hexano/AcOEt 20% como eluente, obtendo-se um total de 30 fracdes de 10 mL

cada, as quais foram analisadas por CCD e reunidas de acordo com suas semelhangas. Na
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fracdo 3-4, apdés a evaporagdo do solvente, observou-se a presenga de um precipitado, o
qual foi dissolvido com metanol a quente que, apds resfrid-lo forneceu 198,2 mg de um
material na forma de cristais incolores, denominado TFL-1.

A fracdo 5-9 (1,0 g) resultante da cromatografia flash acima foi submetida ao
mesmo procedimento, utilizando 1,1 g de silica gel para pulverizd-la e 68,8 g para
empacotar em uma coluna de 250 mL. Os solventes utilizados para eluicdo foram
hexano/AcOEt 10%, obtendo-se um total de 90 fragdes de 10 mL cada, e em seguida
reunidas apds um processo de comparacdo por CCD. A fracao 75-90 (41,6 mg) foi
recromatografada sob pressao (cromatografia flash) com hexano/AcOEt 15% como eluente,
resultando em 50 fracdes de 10 mL cada, que apds comparagdo por CCD foram reunidas de
acordo com as semelhancas de Rf. Na fracdo 6-17, apds evaporado o solvente, observou-se
a presen¢a de um material na forma de cristais incolor, o qual, apés andlise em CCD,

apresentou-se puro (12,4 mg) e foi denominado TFL-2.

4.5.1.2.2. Fracionamento cromatografico da fracio diclorometano (EFTT-H/D) da
fracdo hexano (EFTT-H) do extrato éter de petrdleo/acetato 1:1 e isolamento de

TFL-3 (Fluxograma 3, pag. 173).

3,2 g de EFTT-H/D foram pulverizados em grau de porcelana com 5,3 g de gel de
silica e acondicionados em 10,6 g de gel de silica em uma coluna de 250 mL, procedendo
eluicdes sucessivas com hexano, diclorometano e acetato de etila, puros ou em misturas
bindrias de polaridade crescente. Foram obtidas 60 fra¢des de 50 mL cada, conforme

descrito na Tabela a seguir.

Tabela 34. Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EFTT-H/D

ELUENTE FRACOES (50 mL)
Hexano/CH,Cl, 30% 1-15
Hexano/CH,Cl, 50% 16-25%
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Hexano/CH,Cl, 70% 26-37*

CH,Cl, 100% 38-45
CH,Cl1,/AcOEt 30% 46-50
CH,Cl,/AcOEt 50% 51-54
CH,Cl,/AcOEt 70% 55-58
AcOEt 100% 59-60

*Fragdes cromatografadas

As fragoes 17 a 37 eluidas com hexano/CH,Cl, 50 e 70% foram reunidas apds
andlise comparativa por CCD. Este material (198,2 mg) foi submetido a uma cromatografia
sob pressdo (cromatografia flash) em uma coluna de 250 mL, utilizando hexano/AcOEt
30% como eluente. Obteve-se um total de 43 fragdes de 10 mL, que apds andlise
comparativa por CCD, foram reunidas. A fracdo 15-23 foi recristalizada com metanol

resultando em 14,3 mg de um material na forma de cristais incolor, denominado TFL-3.

4.5.1.3. Tratamento do extrato etandlico das folhas de 7. trifolia (EEFT).

Para que fosse possivel a realizacdo do fracionamento cromatografico de EEFT sem
a interferéncia da clorofila, foi necessario um tratamento com dgua/metanol na propor¢ao
de 2:1 para a retirada da mesma. Para realizacao de tal procedimento, foi utilizado somente
parte do material (249,3 g de EEFT) que, apds o tratamento resultou em 157 g de extrato

sem a presenca de clorofila (EEFT/SC).

4.5.1.3.1. Particao de EEFT/SC
Ao extrato EEFT/SC (157 g) foi adicionado 140 mL de metanol e 60 mL de dgua e
em seguida particionado com os solventes diclorometano, acetato de etila e n-butanol,

resultando nas fracdes constantes na Tabela a seguir.

Tabela 35. Dados resultantes da particao de EEFT/SC

ELUENTE FRACAO PESO (g)
CH,Cl, EEFT/SC-D 33,4
AcOEt EEFT/SC-A 11,7
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n-butanol EEFT/SC-nB 79,9

4.5.1.3.2. Fracionamento cromatografico da fracdo EEFT/SC-D e isolamento de
TFL-4 (Fluxograma 3, pag. 173)

33,4 g da fracdo diclorometano (EEFT/SC-D) oriunda da particio de EEFT/SC foi
adsorvida em 37,2 g de gel de silica, pulverizada em grau de porcelana e disposta sobre
22 g de gel de silica em coluna de 1000 mL. O fracionamento foi realizado com uma
mistura bindria de hexano, AcOEt e MeOH em escala crescente de polaridade, fornecendo
um total de 20 fracdes de 100 mL cada, como disposto na Tabela 36. As fragdes foram
concentradas sob pressdo reduzida e analisadas por CCD. Na fracdo eluida com
hexano/AcOEt 70% (13-14) observou-se a presenc¢a de um precipitado, que apés filtragao
obteve-se 30 mg de cristais amarelados em forma de agulha e foi identificado como sendo a
biakangelicina (TFR-1), a qual ja havia sido isolada anteriormente do decocto oriundo do
6leo essencial dos frutos. A fragdo 16-19 eluida com acetato de etila 100% foi submetida a
sucessivas cromatografias, resultando no isolamento de 11,3 mg de TFR-3 que foi
identificada como sendo a mexoticina, a qual também ja havia sido isolada do decocto

oriundo do 6leo essencial dos frutos.

Tabela 36. Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEFT/SC-D

ELUENTE FRACOES (100 mL)
Hexano/AcOEt 10% 1
Hexano/AcOEt 20% 2
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Hexano/AcOEt 30% 3-4

Hexano/AcOEt 40% 5-8%*
Hexano/AcOEt 50% 9-10
Hexano/AcOEt 60% 11-12
Hexano/AcOEt 70% 13-14%
Hexano/AcOEt 80% 15
AcOEt 100% 16-19%
AcOEt/MeOH 20% 20

*FracOes cromatografadas

As fragdes 5 a 8 (7,1 g) eluidas com hexano/AcOEt 40% foram reunidas apds
andlise comparativa por CCD. Este material foi adsorvido em 9,3 g de gel de silica em
coluna cromatogrifica de 500 mL e eluida com hexano, CH,Cl, e AcOEt em ordem
crescente de polaridade . Foram obtidas 50 fra¢des de 50 mL, as quais foram analisadas por
CCD.

Tabela 37. Dados referentes ao fracionamento cromatogrifico da fracdo 5-7 de

EEFT/SC-D

ELUENTE FRACOES (50 mL)
Hexano/CH,Cl, 20% 1-3

Hexano/CH,Cl, 40% 4-8

Hexano/CH,Cl, 50% 9-15%
Hexano/CH,Cl, 60% 16-31%*
Hexano/CH,Cl, 70% 32-37
Hexano/CH,Cl, 80% 38-41

CH,Cl, 100% 42-45
CH,Cl,/AcOEt 50% 46-48

AcOEt 100% 49-50

As fragoes 13 a 31 eluidas com hexano/CH,Cl, 50 e 60% foram reunidas apds
andlise comparativa por CCD. Este material (2,2 g) foi submetido a uma cromatografia sob
pressdo (cromatografia flash), utilizando-se 2,8 g de silica gel para pulverizd-lo e 12,3 g

para empacotar, em uma coluna de 500 mL. Como eluente, foi utilizado uma mistura
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bindria de hexano/ CH,Cl,/AcOEt 5:3:2. Obteve-se um total de 53 fragdes de 10 mL, que
apo6s andlise comparativa por CCD, foram reunidas. Na fracdo 11-17, apds evaporagdo do
solvente, observou-se a presenca de uma resina amarela (726 mg), a qual apresentou-se

pura e foi denominada TFL-4.

4.5.1.3.3. Fracionamento cromatografico da fracio EEFT/SC-A e isolamento de TFL-
S (Fluxograma 3, pag. 173).

A fracao EEFT/SC-A (11,7 g) foi pulverizada em grau de porcelana com 18,3 g de
silica gel e acondicionada em 13,6 g de gel de silica em coluna cromatogréfica de 1000 mL.
O fracionamento foi realizado com CH,Cl,/AcOEt 20%, 40%, 60%, 80%, AcOEt 100% e
MeOH 100%, onde na fracdo AcOEt observou-se a presenca de um precipitado (EEFT/SC-
Ap), o qual foi recristalizado com cloroférmio ¢ metanol e submetido novamente a
cromatografia. 250 mg de EEFT/SC-Ap foram pulverizados em 145 mg de gel de silica, em
grau de porcelana e dispostos sobre 9,5 g de gel de silica desativada com etanol, em coluna
de 250 mL. O fracionamento foi realizado com uma mistura de CH,Cl,, acetona e metanol
em ordem crescente de polaridade, conforme a Tabela 38, fornecendo um total de 90
fracdes de 10 mL cada, as quais foram analisadas e reunidas por comparacdo em CCD. A
fracdo 41-60 (35 mg) revelou-se pura, apresentando-se como um sélido amorfo amarelo,
denominada TFL-5.

Tabela 38. Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEFT/SC-Ap

ELUENTE FRACOES (10 mL)
CH,Cl,/acetona 50% 1-36

CH,Cl,/acetona 70% 37-60%*
CH,Cl,/acetona 80% 61-70

Acetona 100% 71-80
Acetona/MeOH 50% 81-86

MeOH 100% 87-90

*Fragdes cromatografadas
Fluxograma 3. Isolamento de TFL-1, TFL-2, TFL-3, TFL-4 e TFL-5 a partir dos extratos

éter de petréleo/acetato de etila 1:1 e etandlico das folhas de T. trifolia.

Folhas de T. trifolia
(6,04 Kg)

1. Pulverizagado
2. Extracdo com éter de petréleo/AcOEt 1:1 195
3. Destilagdo do solvente




l Particao
TFL-1 TFL-2 TFL-3 CH,Cl, AcOEt n-BuOH
(198,2 mg) (12,4 mg) (14,3 mg)
\ 4 \ 4 \ 4
EEFT/SC-D EEFT/SC-A EEFT/SC-nB
(3349 (11,7 g) (79,9 2)
Recristalizag¢ao
Fracionamento
v cromatografico v
TFR-1 TFL-5
(30 mg) (35,0 mg)
\ 4 \ 4
TFR-3 TFL-4
(11,3 mg) (726 mg)

4.6. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES NAO VOLATEIS

piauhiensis Fresen

DE Cordia

4.6.1. Obtencdo do extrato etandlico da madeira do caule de C. piauhiensis e

fracionamento cromatografico.
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1,7 Kg da madeira do caule de C. piauhiensis, seca a temperatura ambiente e
triturada mecanicamente, foi submetida a extracdo exaustiva com etanol a frio resultando,
apos a destilacdo do solvente em 103,4 g de material, denominado EECCP. Este material
foi misturado a 113,2 g de gel de silica, pulverizados em grau de porcelana e
acondicionados em 53 g de gel de silica em coluna de 1000 mL, utilizando para elui¢ao os
solventes cloroférmio, acetato de etila, acetona e metanol. O fracionamento cromatografico

resultou nas fracdes constantes na Tabela abaixo.

Tabela 39. Dados resultantes do fracionamento cromatografico de EECCP (103,4 g).

ELUENTE FRACAO PESO (g)
CHCl; EECCP-C 1,8
AcOEt EECCP-Ac 8,1
Acetona EECCP-Ace 39,7
Metanol EECCP-M 40,1

4.6.2. Particao de EECCP-Ace e isolamento de CCP-1

A fracio EECCP-Ace (39,7 g) foi adicionada 25 mL de dgua e, em seguida,
particionada com acetato de etila e n-butanol. A fracdo AcOEt (10,9 g) foi acondicionada
em 10 g de gel de silica em coluna cromatogrifica de 1000 mL. O fracionamento foi
realizado com uma mistura de AcOEt/MeOH em ordem crescente de polaridade, descrito
na Tabela 40. Foram obtidas 28 fracdes de 50 mL, as quais foram analisadas por CCD e

reunidas de acordo com suas semelhangas.

Tabela 40. Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragcdo AcOEt

ELUENTE FRACOES (50 mL)
AcOEt/MeOH 30% 1-10
AcOEt/MeOH 50% 11-20*
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AcOEt 100% 21-28

*Fragdes cromatografadas

As fragdes 12 a 16, eluidas com AcOEt/MeOH 50%, foram reunidas apds andlise
comparativa por CCD. Este material (590 mg) foi submetido duas vezes a cromatografia
por exclusdo molecular (Sephadex LH-20) utilizando MeOH como eluente, resultando em
15 fracdes de 10 mL cada, as quais foram analisadas e reunidas apds monitoramento em
CCD. Observou-se nas fracdoes 25-40 a presenca de um sélido amorfo branco, o qual se

mostrou puro (43 mg), solivel em metanol e foi denominado CCP-1.

4.6.3. Particaio de EECCP-M e isolamento de CCP-2, CCP-3, CCP-4 e CCP-5
(Fluxograma 4, pag. 175).

A fracdo metanol (EECCP-M - 40,1 g) também foi submetida a particio com
CHCI3, AcOEt e n-BuOH. Nesta tdltima fragdo foi observada a presenca de um precipitado,
o qual apds adicdo de metanol seguida de filtra¢do, resultou em 2,52 g de um material
denominado p-PCCP-nb. Uma aliquota deste material (140 mg) foi submetida a uma
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando uma coluna semipreparativa
(Sum, 10 x 250 mm) Supercosil LC-C8. O desenvolvimento das corridas cromatogréficas
com um sistema linear utilizando MeOH/H,0O de 30:70 a 38:62 v/v por 22 min, forneceu
13,4 mg de CCP-2 (¢ 7,5 min) e 17,2 mg de CCP-3 (¢ 15,3 min), ambos soliveis em
piridina.

Uma aliquota de 320 mg de p-PCCP-nb foi novamente submetida a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) em uma coluna semipreparativa (Sum, 10 x 250 mm)
Supercosil LC-C8, eluida com MeOH/H;0 em um gradiente linear de 30:70 a 38:62 v/v por
30 minutos, obtendo-se 6,2 mg de CCP-4 (tz 13 min) e 28,4 mg de CCP-5 (#z 24,1 min),
além de CCP-2 e CCP-3, novamente.

Fluxograma 4. Isolamento dos compostos CCP-1, CCP-2, CCP-3, CCP-4 e CCP-5 a partir
do extrato etandlico do caule de C. piauhiensis (EECCP)

Extrato etandlico

(EECCP - 1034 ¢)
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Fracionamento cromatografico

CHCl;

A 4

EECCP-C
(1,8 g)

AcOEt Acetona MeOH
) 4 \ 4 v
EECCP-Ac EECCP-Ace EECCP-M
3,1¢g) (39,7 9) (40,1 g)
Particao Particao
AcOEt n-BuOH| CHCl, AcOEt n-BuOH
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 v
CPAce-Ac CPAce-nb PCCP-C PCCP-Ac PCCP-nB
(10,9 g) (27,9 g) (3,72 ¢) (11,1 ¢g) (17,4 ¢)
Fracionamento Precipitado
cromatografico Adicao de MeOH
Filtragcdo
\ 4
CCP-1
(43 mg)
v v
p-PCCP-nb Agua-mie
(2,52 2)
Uma aliquota do
material (320 mg)
HPLC
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4
CCP-2 CCP-3 CCpP-4 CCP-5
(13,4 mg) (17,2 mg) (6,2 mg) (28,4 mg)

4.7. ENSAIO ANTIBACTERIANO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS DE

T. TRIFOLIA

Os 6leos essenciais das folhas e frutos de 7. triflolia foram diluidos em cloroférmio

(40 mg/mL) e submetidos a ensaios de atividade antibacteriana pelo método de difusdo em
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disco como descrito por Bauer e colaboradores (Bauer, 1966). Para tanto, culturas de
bactérias, provenientes da American Type Culture Collection, em fase exponencial de
crescimento [107—108 Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL] foram semeadas em
placas de agar Miiller-Hinton (Difco, USA), em duplicata, utilizando swabs estéreis. Discos
de papel de filtro da Whatman AA (6 mm de didmetro) esterilizados foram distribuidos em
placas de Petri esterilizadas e separadamente embebidos com 15 pL de cada 6leo ou com
15 pL de cloroférmio, controle negativo. Apds completa evaporacdo do cloroférmio, os
discos contendo 60 ng de 6leo foram colocados sobre as superficies das placas previamente
semeadas com as bactérias. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas e entdo
examinadas quanto a presenca de zonas de inibi¢cdo do crescimento. Discos do antibidtico
comercial Tobramicina (10 pg; Cecon, Sao Paulo) foram usados como controle positivo

para todas as bactérias testadas. O resultado deste ensaio encontra-se descrito na Tabela 27

(pag. 156).

4.8. ENSAIO DA ATIVIDADE INIBITORIA DA ENZIMA
ACETILCOLINESTERASE PARA AS CUMARINAS ISOLADAS DE T. TRIFOLIA

A inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), através de CCD, pdde ser avaliada

seguindo a metodologia descrita por Elmann (Ellman, 1961), a qual foi posteriormente
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adaptada por Rhee et al (Rhee, 2001). Este bioensaio consiste na aplicacao da amostra em
CCD, seguida da pulverizacdo da placa com o reagente de Ellman (dcido 5,5’-ditiobis-[2-
nitrobenzdico, DTNB) e uma solugdo de iodeto de acetiltiocolina (ATCI) em tampao. Apds
este procedimento, pulveriza-se a placa com a enzima AChE (3 U/mL). Decorridos alguns
minutos (~3), a inibicdo enzimdtica pode ser constatada pela auséncia da cor amarela, e
concomitante surgimento de um halo branco. O ensaio enzimatico em CCD é um teste
puramente qualitativo, mas de sensibilidade significativa. Para a realizagdo do teste foi
necessario a preparacdo das seguintes solucdes: (1) 50 mM Tris/HCl pH 8 (solugdo
tampao); (2) S0 mM Tris/HCI pH 8, contendo 0.1% de albumina sérica bovina (BSA)
fracdo V; (3) 1 mM do reagente de Ellman e (4) 1 mM de ACTI. A enzima AChE
liofilizada foi dissolvida na solug¢do tampdo (1) para fazer uma solug¢do estoque de 1000
U/mL. Para a dilui¢do da enzima utilizou-se a solucdo tampao (2). Inicialmente, aliquotas
de 5 pL das cumarinas, na concentragdo de 4 mg/mL, foram aplicados em CCD (DC-
Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2 mm Merck). Em seguida pulverizou-se a placa com as
solucdes (3) e (4). Ap6s 3 min, tempo necessdrio para a completa secagem das solugdes,
pulverizou-se a placa com a enzima AChE (3 U/mL). Decorridos aproximadamente 3 min,
observou-se o desaparecimento da cor amarela e o aparecimento de halos brancos, cujos
diametros foram imediatamente medidos. Como controle positivo foi usado o carbachol. O

resultado deste ensaio encontra-se descrito na Tabela 28 (pag. 157).



CONCLUSOES

CONCLUSOES

Neste trabalho investigou-se a composi¢ao quimica volatil e nao-volatil de
Triphasia trifolia (Rutaceae), bem como a composicio quimica de Cordia
piauhiensis (Boraginaceae).

A anélise do 6leo essencial das folhas de 7. trifolia permitiu a identificacao

de aproximadamente 99,0% de seus constituintes quimicos. Constituido
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majoritariamente de monoterpenos (83,7-96,8%), os principais componentes foram
sabineno (39,2 e 33,8%) e mirceno (21,9 e 33,6%).

Do ¢6leo dos frutos, foram identificados aproximadamente 99,0% da composicao
quimica. Da mesma forma, no éleo essencial dos frutos prevaleceram os monoterpenos, os
quais representaram 93,8 a 97,5% do total do 6leo. Os constituintes majoritarios foram
sabineno (35,5 e 22,8%), fB-pineno (21,2 e 29,9%) e yterpineno (18,4 ¢ 12,9%), seguido
por limoneno (6,2 e 5,0%) e 4-terpineol (3,6 € 8,9%).

O potencial antimicrobiano dos 6leos essenciais foi avaliado frente a um painel
constituido de oito cepas de bactérias. O 6leo dos frutos mostrou-se ativo apenas contra
dois tipos das bactérias testadas, Chromobacterium violaceum e Bacillus subtilis. Por outro
lado, o O6leo das folhas mostrou moderada eficidcia contra todas as cepas testadas:
Chromobacterium violaceum, Enterobacter aerogenesis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraeasuis, Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus aureus.

A prospeccdo quimica do decocto, oriundo do processo de hidrodestilagdo dos
frutos de T. trifolia, resultou no isolamento de trés cumarinas, cujas estruturas foram
determinadas como sendo isopimpinelina, (R)-biakangelicina e (S)-mexoticina.

A investigagdo quimica dos extratos das folhas, culminou no isolamento das
cumarinas (R)-biakangelicina, (S)-mexoticina, aurapteno, coumurraina, isosibiricina e
isomerazina, além do flavondide vitexina. Estes resultados mostram que 7. trifolia € uma
rica fonte de cumarinas, independente do local de cultivo.

As cumarinas isoladas de 7. trifolia foram avaliadas em CCD, frente a enzima
acetilcolinesterase. O resultado deste bioensaio mostrou que todos 0os compostos mostraram
atividade, onde aurapteno, isopimpinelina, (R)-biakangelicina e isomerazina foram as
cumarinas mais ativas. Ambas, mexoticina e isosibiricina apresentaram moderada atividade
em relagdo as anteriores. Estes dados reforcam o potencial anticolinesterdsico das
cumarinas e incluem, plantas ricas neste tipo de compostos, como promissoras candidatas a
elaboracdo de drogas naturais que possam vir a auxiliar no tratamento da doenca de
Alzheimer.

A prospeccdo quimica do extrato etandlico do caule de C. piauhiensis conduziu ao

isolamento e caracterizagdio de cinco saponinas triterpénicas: dcido 34-O-[o-L-
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ramnopiranosil-(1—2)-4-D-glicopiranosil] pomdlico, pomolato de 33-O-[o-L-
ramnopiranosil-(1—2)-AD-glicopiranosil] ~ 28-O-f-D-glicopiranosil-(1—6)-/-D-
glicopiranosila, ursolato de 3/-O-[aL-ramnopiranosil-(1—2)-4-D-glicopiranosil]
28-0O-f-D-xilopiranosil-(1—2)- S-D-glicopiranosil-(1—6)-#-D-glicopiranosila,
pomolato de 3/-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-4-D-glicopiranosil] 28-O-4-D-
glicopiranosila ¢  oleanolato de  34-O-[-L-ramnopiranosil-(1—2)-/-D-
glicopiranosil]  28-O-f-D-glicopiranosil-(1—6)-3-D-glicopiranosila. Todas as
saponinas aqui isoladas, de acordo com o melhor do nosso conhecimento, ainda ndo
tinham sido citadas na literatura.

De acordo com a literatura, triterpenos glicosilados (saponinas), sdo bastante
raros no género Cordia, entretanto, verifica-se que os trabalhos fitoquimicos
envolvendo plantas do género sdo na grande maioria, relacionados aos extratos

apolares.
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CONSTANTES FISICAS

6. CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROSCOPICOS

6.1. TFR-1

OCH;

F.M.: Ci3H,,04

Aspecto: cristais amarelados

Ponto de fusiao: 116-117 °C
[o]*’p= —12° (c. 0.05, MeOH)

(R)-biakangelicina
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Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CD;0D) — & (multiplicidade, constante de

acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 3, pag. 33.

Espectroscopia de RMN'"’C (125 MHz, CD;0D) — § (padrio de hidrogenacio, correlacdo

estrutural): Tabela 3, pag. 33.

6.2. TFR-2

OCH;

F.M.: C13H1005
Aspecto: sélido amorfo amarelo

Ponto de fusao: 144-145,2 °C

isopimpinelina

Espectroscopia na regido do IV (Vpax cm'l): 1716, 1204, 1160, 1139, 1070.
Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CDCl3) — 6 (multiplicidade, constante de

acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 4, pag 38.

Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, CDCl;) - & (padrao de hidrogenacdo, correlacao

estrutural): Tabela 4, pag 38.

6.3. TFR-3

OCH;

F.M.: C,cH200¢

Aspecto: cristais incolores
Ponto de fusao: 176,8-178,1 °C
[a]*’p=—22° (c. 0.05, CHCl3)

(-)mexoticina
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Espectroscopia na regido do IV (Vpax cm'l): 3445, 2926, 1714, 1602, 1330, 1252, 1132,
1103.

Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CDs0D) — & (multiplicidade, constante de
acoplamento em Hz, correlagdo estrutural): Tabela 5, pag. 42.

Espectroscopia de RMN'"’C (125 MHz, CD;0D) — § (padrio de hidrogenacio, correlacdo
estrutural): Tabela 5, pag. 42.

6.4. TFL-1

3 F.M.: Cy0H»503
Aspecto: cristais incolores

10" 1
>:6L>:/ 8 Ponto de fusio: 63,2-64.9°C
7 3 2
5 4'

g
9 aurapteno

Espectroscopia na regido do IV (Viax cm'l): 1720, 1616, 1235, 1205, 1163, 1128, 1014.
Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CDCls) — 8 (multiplicidade, constante de
acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 6, pag 47.

Espectroscopia de RMN"’C (125 MHz, CDCl3) — & (padrio de hidrogenacio, correlacio
estrutural): Tabela 6, pag 47.

6.5. TFL-2

OCH;

F.M.: C16H1804
Aspecto: sélido amorfo branco

Ponto de fusao: 147,9-149,0°C

coumurraina
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Espectroscopia na regido do IV (Vpax cm'l): 1712, 1604, 1251 1226, 1163, 1119, 1096.
Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CDCl3) — o (multiplicidade, constante de
acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 7, pag. 54.

Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, CDCl;) - & (padrao de hidrogenacao, correlacao
estrutural): Tabela 7, pag. 54.

6.6. TFL-3

OCH; F.M.: C16H1805
Aspecto: sélido amorfo branco

Ponto de fusao: 108,1-110,2°C

isosibiricina

Espectroscopia na regido do IV (Vpax cm'l): 1723, 1252, 1226, 1206, 1180, 1135, 1115,
1052.

Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CDCl3) — 6 (multiplicidade, constante de
acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 8, pag. 61.

Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, CDCl;) - & (padrao de hidrogenacdo, correlacao
estrutural): Tabela 8, pag. 61.

6.7. TFL-4

F.M.: C15H1604

Aspecto: resina amarela

isomerazina
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Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CDCl3) — o (multiplicidade, constante de

acoplamento em Hz, correlagdo estrutural): Tabela 9, pag 67.

Espectroscopia de RMN"’C (125 MHz, CDCl;) — & (padrio de hidrogenacio, correlagio

estrutural): Tabela 9, pag 67.

6.8. TFL-5

6" —OH
o 5 o OH
R= < OH
1 2"°0H 3"

F.M.: C22H24010
Aspecto: sélido amorfo amarelo

Ponto de fusao 248,0-250,1 °C

vitexina

Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, DMSO) — & (multiplicidade, constante de

acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 10, pag. 72.

Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, DMSO) - § (padrao de hidrogenacdo, correlacao

estrutural): Tabela 10, pag. 72.

6.9. CCP-1

F.M.= C4HesO13

Aspecto: sélido amorfo branco
Ponto de fusao: 219,2-220,8 °C
[o]*p= —0,44° (c. 0.05, MeOH)
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acido 34-O-[ o-L-ramnopiranosil-(1—2)-3D-glicopiranosil] pomélico

Espectroscopia na regido do IV (Vpax cm'l): 3428, 1695, 1131, 1050

Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CD30D) — & (multiplicidade, constante de
acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 12 e 13, pag 79 e 80.

Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, CD;0D) — & (padrao de hidrogenacdo, correlacao
estrutural): Tabela 12 e 13, pag 79-80.

6.10. CCP-2
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pomolato de 34-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)-4-D-glicopiranosil] 28-O-[ #-D-

glicopiranosil-(1—6)--D-glicopiranosila

F.M.= Cs4HggOy3

m/z = 1128 (IM + Na]")
Aspecto: sélido amorfo branco
Ponto de fusao: 217,9-219,7 °C
[o]*p=—1,38° (c. 0.05, CsHsN)

Espectroscopia na regido do IV (Viax cm'l): 3403, 1654, 1059.

Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CsDsN) — § (multiplicidade, constante de
acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 15 e 16, pag. 93 e 94.
Espectroscopia de RMN'"’C (125 MHz, CsDsN) — & (padrio de hidrogenacio, correlagio
estrutural): Tabela 15 e 16, pag. 93-94.

6.11. CCP-3
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ursolato de 34-O-[ a~L-ramnopiranosil-(1—2)-5-D-glicopiranosil] 28-O-[ 5-D-
xilopiranosil-(1—2)- f-D-glicopiranosil-(1—6)-5-D-glicopiranosila

F.M.= C59Hos026

m/z = 1244 (IM + Na]")
Aspecto: sélido amorfo branco
Ponto de fusao: 229-230 °C
[a]*»=—0,22° (c. 0.05, CsHsN)

Espectroscopia na regido do IV (Vpax cm'l): 3414, 1633, 1072.
Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CsDsN) — & (multiplicidade, constante de

acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 18 e 19, pag. 108 e 109.

Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, CsDsN) — & (padrao de hidrogenacdo, correlacao

estrutural): Tabela 18 e 19, pag. 108 e 109.

6.12. CCP-4
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pomolato de 34-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)-4-D-glicopiranosil] 28-O-[ #-D-

glicopiranosila

F.M.= C4sH73015

m/z =941 [M + Na]*

Aspecto: sélido amorfo branco
Ponto de fusao: 227-229 °C
[o]*’p= —26° (c. 0.05, CsHsN)

Espectroscopia na regido do IV (Vpax cm'l): 3424, 1639, 1140, 1069.

Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CsDsN) — & (multiplicidade, constante de
acoplamento em Hz, correlagdo estrutural): Tabela 21 e 22, pag 122 e 123.
Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, CsDsN) — & (padrao de hidrogenacdo, correlacao
estrutural): Tabela 21 e 22, pag 122 e 123.

6.13. CCP-5

H / 0
HO /5 (0]
HO /
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oleanolato de 34-O-[ a-L-ramnopiranosil-(1—2)-f-D-glicopiranosil] 28-O-[ #-D-

glicopiranosil-(1—6)-3-D-glicopiranosila

F.M.= Cs4HggOn

m/z = 1087 [M + Na]*

Aspecto: sélido amorfo branco
Ponto de fusao: 218,6-220,6 °C
[a]*p=—3° (c. 0.05, CsHsN)

Espectroscopia na regido do IV (Vpax cm'l): 3422, 1638, 1062.

Espectroscopia de RMN'H (500 MHz, CsDsN) — § (multiplicidade, constante de
acoplamento em Hz, correlacdo estrutural): Tabela 24 e 25, pag 137 e 138.
Espectroscopia de RMN"C (125 MHz, CsDsN) — & (padrao de hidrogenacdo, correlacao
estrutural): Tabela 24 e 25, pag 137 e 138.
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