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RESUMO

O género Esembéckia pertence a familia das Ruticeas, notavel
fonte de alcaloides, cumarinas e limonéides. Das seis epécies
estudadas até hoje foram isolados e identificados onze alcaloides,
seis cumarinas e trés limondides. No género, os alcalodes foram
isolados das raizes e do caule, as cumarinas das cascas € o0s

limonoides das sementes.

De particular iteresse quimiotaxondémico foram isolados dez
alcaloides  indodlicos nunca encontrados antes no  género
Esembéckia e raramente na familia das Ruticeas. Ocorre porém
que os estudos anteriores sobre o género, foram realizados com as
fragdes mais polares, portanto, presos a alcaldides mais soliiveis em
acido. Por outro lado os derivados indolicos sdo pouco polares e
ndo extraiveis com acido; por 1sso ndo se podia imaginar que Os

derivados indélicos fossem constituintes do género Esembéckia.

Para verificar isto propomo-nos ao estudo de uma segunda

espécie, Esembéckia grandiflora, que é o objetivo desta tese.



ABSTRACT

The Esembéckia order  belongs to Rutaceas family notable
spring of alkaloids, cumarins and limonoids. The six kinds' studies until
today were isolate and identify twelve alkaloids, six cumarins and
three limonoids. In the order the alkaloids were isolate from the root

and stalk, the cumarins from the shush and the limonoids from de seed.

Quimictaxomic interests were isolate ten indolic alkaloids never
found in the Esembéckia orders and rarity on the Rutaceas family.
About the order the study had made with the fraction most acid
solubility, therefore could not to imeigine the indolic alkaloids were
constituents of the Esembéckia order.

To verify this problem we suggest to study a second order,
Esembéckia grandiflora



CAPITULO1
1.1. INTRODUCAO

O género Esenbéckia pertence a famila das Ruticeas,
notavel fonte de alcaloides, cumarinas e limondides [1].

Das seis espécies estudadas e cujos resultados estdo publicados
na literatura [2-5], foram isolados os alcaldides mostrados na figura 1;
as cumarinas € os limonodides sfo mostrados na figura 2.

No género, os alcaléides foram isolados das raizes e do caule, as
cumarinas da casca € os limonoides das sementes.

Recentemente no laboratoério de pesquisa do C.N.R. (Conselho
nacional de psquisa) da Itilia foram feitos estudos com raizes da
Esenbéckia leiocarpa, da qual foram isolados ao todo 23 compostos: os
alcal6ides furoquinolinicos, dictamina (1), kokusaginina (2),maculina
(3) flindersiamina (4), a chinolina (21) e a correspondente N-metil-4-
chinolina (22) (figura 3), os alcaldides
indolicos (23-24) (figura 4-5); a amida (34)e o metilcinnamato (35)
(figura 3);as lignanas(36-38) e a cumarina (39) (figura 6).



Alcaldides isolados da Esembéckia ssp. (2-5)
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Cumarinas e limonéides isolados da Esembéckia ssp
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Compostos da Esembéckia léiocarpa_
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Alcaloides indolicos da Esembéckia leiocarpa (6)
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Copmpostos da Esembéckia leiocarpa
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Componentes da Esembéckia leiocarpa (6)
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1.2. APLANTA

Esenbéckia grandiflora ¢ um pequeno arbusto de 1-2m de altura,
que cresce nas zonas tropicais da América do Sul. Foram coletados
folhas e ramos no interior da ilha de Santa Catarina no municipio de
Florian6polis estado de Santa Catarina em janeiro de 1988.

O extrato da amostra coletada em Santa Catarina apresentou
composi¢do diferente de uma amostra coletada em Maceid, estado de
Alagoas, em outubro de 1986, principalmente nos metabolitos
secundarios, como é mostrado na tabela 1. E de interesse uma
nova dihidrochalcona, apresentando uma oxigenacgdo diversificada.
Diversficagéo esta que pode ser atribuida a mais de um, dos seguintes
fatores:

a) época de coleta do material boténico;
b) diferenca climatica (arida em Macei0, e imida em Santa Catarina),
¢) existéncia de duas variedades ou hibridos ;

d) erro na identificagdo botinica das amostras.



1.3. GENERALIDADES SOBRE DIHIDROCHALCONAS

As dihidrochalconas sdo compostos similares as chalconas, e que
podem ser obtidas por redugdo da dupla ligagdo das lignanas.
Como para as chalconas,o anel A deriva da acetilcoenzima A e por
isso apresenta uma oxigenagdo do tipo floroglucinico, mais raramente
“do tipo resorsinico. O anel B deriva do precursor shikimato e
apresenta uma oxigenac;éib 4 ou 3-4. A enumeragdo dos carbonos &
igual as chalconas (FIGURA 7.1). |

FIGURA 7.1

As dihidrochalconas sdo pouco difusas na natureza.

Atualmente se conhece em tormo de 5 dezenas [7], algumas sob a forma
de glicosideos. S¢ recentemente foram isoladasdihidrochalconas como
constituintes prenilicos, das familias Leguminosa e Composita [7],mas

nenhuma da familia das rutaceas [§]
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Do ponto de vista espectroscopico, as dihidrochalconas pela
auséncia de conjugacgdes, apresentam um unico maximo de absorbancia
no U,V. (270-290)nm devido ao croméforo benzoilo (anel A). No
espectro de IHRMN sfo caracteristicas dois tripletes (J=7Hz) com
5 2.80-270 ¢ & 3.30-3.20 devido aos metilenos em o e B,
respectivament [9]. Por outro lado no espectro de 13CRMN,
poucos dados sdo disponiveis em literatura, mas um diagnostico séo
os sinais correspondentes a carbonila encontrados em & 200 -205, € o
C-ac em 39 - 40 e 0 C-B em 29 - 30 ppm ['10]. Na fragmentacéo no
espectro de massa das dihidrochalconas predomina na ruptura a a
carbonila que produz os doisions a € b (figura 7). A intensidade
dos dois ions é determinada pelos substituintes, em particular pela
oxigenagdo. Um terceiro ion c¢ produto da ruptura 3 a carbonila deve-se
a estabilidade de uma estrutura do tipo tropilio (FIGURA 7).
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1.4. OBJETIVO

De particular interesse quimiotaxondmico sdo os alcalddes
indodlicos isolados (23-24), figura 4 que nunca foram encontrados
antes no género Esembéckia e raramente na familia das Rutaceas [1].
Ocorre porém que os estudos anteriores [2-5] sobre o género,foram
realizados com as fragSes mais polares, portanto, com os a alcaldides
mais soluveis em acido. Por outro lado os derivados inddlicos (23-
24) figura 4, sdo pouco polares e ndo extraidos com acido; por isso
ndo se podia imaginar que os derivados ind6licos fossem
constituintes do género Esembéckia.

Para verificar isto propomo-nos ao estudo de uma segunda

espécie, Esembéckia grandiflora, que ¢ o objetivo desta tese.
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CAPITULO I

2.1.RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1.1. NOVAS DIHIDROCHALCO NAS DA ESENBECKIA
GRANDIFLORA

Das folhas da E.Grandiflora foram i1solados 3  novas
dihidrochalconas, (40), (41) e (42) as quais foram atribuidas as
estruturas 40 41 42.

Com os dados de  13CRMN (Tabela 3), !HRMN (Tabela 2) e
com o valor do ion molecular do espectro de massa, pode-se atribuir
a férmula minima indicada na Tabela 4. Por outro lado, com base nos
dados de U.V. (Tabela 4), IHRMN (Tabela 2; 2 tripletes a 3 2.80 - 2.89
e53.34)e I13CRMN (Tabela 3;2 metilenosad46.9-467¢ & 31 -
29.7) pode-se atribuir aos trés compostos uma estrutura comum, com
substituintes diferentes.

Da coleta feita em Macei6é foram isoladas e identificadas, em
Roma na Italia, as dihidrochalconas 38 e 39 , que serviram de
referéncia para que pudéssemos identificar os compostos isolados
da coleta feita em Florianopolis.

A dihidrochalcona mais simples (39 C30H3805) mostra na regido
armatica do espectro IHRMN (Figura 9) o sinal de um prétom isolado
(6 6.70) e de 4 protons acoplados orto (J= 8.1 Hz) atribuidos aos
protons 2,6 (6 7.09) e 3,5 (8 6.3 5)de um anel B oxigenado naposi¢éo
4. A presenca de 4 hidroxilas fendlicas, das quais uma quelada (8 14) a
carbonila, sugerida pelo espectro IHRMN, confirmada por metilagio
com diazometano, que levou a forma¢do de um tetrametil derivado
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Co5H260(OMe)3 ,e de um trimetil derivado, Co5H60 (OMe)4.
contendo ainda um OH "quelado".

A natureza do ultimo substituinte (10 atomos de carbono) foi
estabelecida como sendo um geranila, com base nos dados de
13CRMN (Figura 10) ¢ 1HRMN confrontados com os dados da
literatura para tais cadeias [11.12].

Com relagdo a disposi¢do dos substituintes no annel A (3
hidroxilas e um geranila) os dados de I3CRMN indicam uma
oxigena¢do do  tipo floroglucinico, em quanto os trés carbonos
aromaticos ligados ao oxigénio tem valores (8 160-155) que eliminam
qualquer outro tipo de de oxigenagdo, que signifique dois grupos
hidroxilas vizinhos, que teriam valores de (& 145-140). Portanto a
dihidrochalcona M-2 tem a estrutura 39 mostrada na
Figura 8

A dihidrochalcona M-1, C3gH3805, difere da M-2 (39),
Co5H3005, por um CsHg que pode ser assinalado como uma cadeia
prenilica (3-metil-2-butenila) com base mnos dados de 1HRMN
(Tabela 2) e 13CRMN (Tabela 3). A estreita coincidéncia dos dados
de C para M-1 e M-2 dos carbonos do anel A (1"-6") e do geranila
(1'"-10") sugere que a cadeia prenilica de M-1 deve estar
localizada no anel B, como veio a ser comfirmado pelo espectro de
massa. O espectro de IHRMN mostra de fato para tal anel s6 os sinais
de tres protons aromaticos, acoplados orto. orto-meta e meta. A
localizagdo da cadeia prenilica sobre C-3 deriva do espctro de
13CRMN, no qual existe um unico carbono ligado a protons (C-5, &
1155) e orto ao C-4 OH. Portanto a dihidrochalcona M-1 foi
atribuida a estrutura 38
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A dihidrochalcona F-2 C30H380¢ tem uma hidroxila a mais em
relagdo a dihidrochalcona 39. No entanto apresenta a mesma
substituigdo no anel A ( 13CRMN Tabela 3, Carbonos 1'-6',1"-10"").
Pela presenga de sinais devido a dois protons acoplados meta (H-2 8
6.64; H-6 8 6.53), e no espectro de I3CRMN sinais devido a dois
carbonos oxigenados em posi¢do orto um ao outro (C-4 8 141,7, C-5
d 145,0); foi atribuida a estrutura 41 Figura 8.

A dihidrochalcona F-1 C3gH360¢ se comparada com F-2
observamos que possue 2 prétons a menos. No espectro de 1HRMN
(Tabela 2) o sinal de um anel croménico (dois dubletos, J=9.9 Hz, a §
6.33 € 5.69; singleto pelas duas metilas a 8 1.18) substitui aqueles dos
substituintes prenilicos. Diferenca analoga foi encontrada nos dados de
13CRMN (Tabela 3), como os outros sinais sdo coincidentes, indicando
o mesmo tipo de substituinte no anel B (carbonos 1"-5" e C-3). Isto nos
leva a estrutura 40, confirmada pelo estudo do espectro de massa.

A dihidrochalcona F-3 Co5H3(0Og.foi finalmente atribuida a
estrutura  42. Diferenciando-se da dihidrochalcona F-2 41 pela
presenga dos sinais devido ao substituinte no carbono 2 do anel
A constituindo-se de uma cadeia prenilica (3-metil-2-butenilica) ao

invés da geranilica.

2.1.2. FRAGMENTACAO DAS DIHIDROCHALCONAS DA
ESEMBEQUIA GRANDIFLORA.
A presenga das cadeias prenilica e  geranilicas
nasdihidrochlaconas 40 41 42 ndo modifica substincialmente a
fragmentacd@o prevista para esta classe de compostos (fig. 7), mas a

enriquece, com a presengca de 1ions, produtos da perda destes
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substituintes. Veja os ions do tipo a,b e ¢ que resultam ea,b ec
Figura 11. Os principais ions da fragmentagdo das dihidrochalcona da
E.grandiflora estdo na Tabela 5 enquanto que o espectro de massa
completo esta na parte esperimental.

O estudo da Tabela 5 coloca em evidéncia a possibilidade de
atribuir um determinado substituinte a um anel ou ao outro. Por
exemplo na dihidrochalcona F-2 41 o substituite geranilico pode
estar no anel A pela presenga do iom a a m/z 289 (ao invés que a m/z
221 como na F-3, 42) enquanto os ions derivados do anel B sdo os
mesmos para ambos. Para a dihidrochalcona F-1 40 a perda de uma
das metilas da cromona leva a formagdo de um iom oxdnio e
direciona a fragmentagéo segundo b" (Figura 11).

A certeza nas atribuigses das estruturas pode ser verificada
observando-se os deslocamentos nos metil derivados. Por exemplo no
trimetil derivado da dihidrochalcona 38 os ions a e a sdo deslocados
de 28 mu (42 mu para o tetrametil derivado), enquanto que os
derivados do anel B (b, b ,c e ¢ ) sfo deslocados de 14mu.

Concluindo , a fragmentagdo do espectro de massa constitui-se

numa prova para confirmar as estruturas propostas 40,41 e 42.
2.1.3.CICLIZACAO DA DIHIDROCHALCONA 41

Em ambiente acido um prenilo adjacente a um OH fendlico
cicliza para dar o correspodente cromano, enquanto que se ndo ha
o OH adjacente adiciona-se 4gua a dupla ligagdo (Figura 12).Esta

reagdo ¢é considerada de alto valor diagnostico, e ¢é largamente
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utilizada na determinagdo da estrutura de produtos naturais fenolicos
e prenilados.

Uma cadeia geranilica deverd comportar-se de maneira analoga.
Produtos fendlicos contendo um substituinte  geranilico,como
flavondides [7], cumarinas [13] e xantonas [14],s80 mais raros na
" natureza e, a reagdo de ciclizagdo para determinagdo da estrutura
pouco usada consequentemente os produtos de ciclizagdo pouco
descritos [15,16]. Portanto seria muito interessante estudar-se mais
profundamente a ciclizagdo de wuma das dihidrochalconas com
substituintes geranilicos. |

O tratamento da dihidrochalcona F-2 41 com 4cido
trifluoracético levou a formagdo de 4 compostos F2-Al 43, F2-A2 44,
F2-B1 45, F2-B2 46 (Figura 13)

A atribuigdo das estruturas deriva das seguintes consideragdes:

a) O pico molecular no espectro de massa permite  distinguir entre
43-44 (M 494) e 45-46 (M 512),

b) O deslocamento batocromico do maximo no espectro de UV pela
adigdo de acetato de sddio, indicativo [17] da presenga (ou auséncia )
de uma oxidrila fenélica livre na posi¢cdo para a carbonila, permite
distinguir entre 44 e 46 (deslocamento batocromico de 37 nm), e
43, 45 (nenhum deslocamento batocrémico),

c¢) Dados de I13CRMN, baseados no experimento ATP (Tabela 6),
sdo particularmente significativo, os compostos 45, 46 apresentam o
sinal de um terceiro carbono alifatico oxigenado (C-8"') e de um CH
(C-2") a 8 19.2, enquanto os compostos 45 46 apresentam um sinal
de um CH (C-2")a &6=47. Ajudam no diagndstico, também, os

valores relativos as metilas 4", 9" e 10" (Tabela 6)
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d) ao contrario,os dados de ' 1HRMN (Tabela 7) sdo menos indicativos,

exceto o sinal (8 3.2) devido a oxidrila alcoodlico nos compostos 43, 46.
O mecanismo de ciclizagdo se trata de uma adic¢do eletrofilica a

uma dupla ligacdo em meio 4cido. Esta reagéo ocorre em tres etapas: 1)

Ataque de uma espécie eletrofilica , no nosso caso H*

2) Formagdo de um carbocation;

3) Combinagdo do carbocation com um nucleoéfilo.

O ataque do H se d4 de tal forma a favorecer a formagdo do
carbocation mais estavel, isto é, o carbocation terciario. A espécie
nucleofilica poderia ser a H)O presente no meio, assim como os OH
fendlicos em orto ao geranila, muito mais favoravel por ser adjacente.

No caso de compostos geranilados ao invés de um simples
carbocation terciario, como ocorre com substincias preniladas, é
possivel que o ataque ocorra de duas maneiras (Figura 14).
1)Protonagdo do geranila e adigdo do HO em orto, nos levara a
compostos do tipo 45 e 46 (Figura 14a).

2) Ciclizagdo preliminar, com uma transposi¢do do carbocation,
que interagira com o OH fendlico em orto fornecendo os compostos 43
e 44 (Figura 14b), que de fato ndo apresentam nenhuma variagdo no

peso molecular.
2.1.4 CUMARINAS DA ESEMBECKIA GRANDIFLORA

Das raizes foram isoladas seis cumarinas, 14, 15, 47 e 48 das
quais duas nunca isoladas anteriormente 49 e 50.
As primeiras quatro foram identificadas como pinpinelina

(47), i1sopipinelina (14), imperatorina (15) e xantotosina (48)Figura
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15), baseando-se nos dados de IHRMN (Tabela 8) e o confroto
cromatografico com amostras auténticas.

A primeira cumarina 49 C17H140s5, apresenta no espectro
IHRMN (Figura 17) os mesmos sinais da xantotosina 48 (Tabela
8),C12HgO4, exceto aquele atribuido a H-5. Nesta posigdo pode-se
razoavelmente colocar o  substituinte CsH70. A natureza do
substituinte foi esclarecida por 13CRMN (Tabela 9), que mostra
ademais os sinais da xantotosina, uma carbonila (6 1912 ), um C
insaturado trisubstituido ( 8 125.6), de um carbono tetrasubstituido (8
151) e de duas metilas (& 284 e 214). Os sinais de ITHRMN
(Figura 17) atribuidos a tal estrutura CsH70 (3 6,5, 1H; 6 2.29 ¢
2.06, 3H cada um) estdo de acordo com a literatura [19-20] para um
grupo senecioile, que se encontra somente em outras trés cumarinas.

A segunda cumarina 50, C12H2204 mostra no espectro
IHRMN (Figura 18) muitos sinais em comum com os sinais do
espectro da chalepina, 51 [21]. A unica diferenga esta nos sinais dos
prétons aromaticos, que se apresentam como dois singletes (6=7.13
H-5, 5= 6.68 H-6) com acoplamento orto (J=8.5 Hz) em 50 (Figura
18). Diferenca analoga se encontra nos dados de 13CRMN (Tabela 9)
em particular nos carbonos C-5, C-6 e C-8). Portanto a cumarina 50
das raizes da E. grandiflora ¢ um isomero angular da chalepina.

Dos ramos foram isolados duas cumarinas até entdo
desconhecidas e uma conhecida, para as quais foram atribuidas as
estruturas 52, 53 e 54(Figura 16).

As dua cumarinas A (52) e B (53) por hidrolise é&cida
produzem  facilmente a  umbeliferone  (7-hidroxicumarina).

Analogamente no espectro de massa o ion mais intenso se encontra em
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m/z=161 (que corresponde a ion molecular da umbeliferone). No
espectro de 13CRMN (Tabela 9), por outro lado aparecem dez
sinais a mais.

Pela facilidade com que a molécula perde o substituinte no
espectro de massa, as duas cumarinas 53 52 podem ser
consideradas derivados O-geranilicos oxigenados da umbeliferone.

No espectro de  IHRMN (Figura 19) a cumarina A (52) mostra
os seguintes sinais para a cadeia O-geranilica: tripleto (1H, J=6.6 Hz)
a 8=4.62; dupleto (1H, J=7.5) a 6=5.18; dupleto (2H, J=6.6 Hz) a
8=4.62; multipleto (1H) a 6=4.52; multipleto (2H) a §=2.25;, e tres
singletos (3H) 8=1.82 , 1.71 e 1.69. Por irradiagdo do multipleto a
8=4.52 o sinal a 8=5.18 se transforma em um singleto, e o sinal a
3=2.25 em duplo dupleto. Com base nestes dados e também nos
valores dos carbonos 1 a 10" (Tabela 9), 4 cumarina A pode-se atribuir
a estrutura 52.

No espectro de IHRMN (Figura 20) a cumarina B (53) mostra os
seguintes sinais para a cadeia O-geranilica: dupleto (1H, J=15.6 Hz ) a
8=5.57;, duplo dublete (1H), J=5.5 e 15.6 Hz) a 6=5.51; tnipleto (1H,

=6.3 Hz) a 8=5.39; dupleto (2H, J=6.3 Hz) a 3=4.60; dupleto (2H,
J=5.5 Hz) a 8=2.78, singlete (3H) a 6=1.74; singlete largo (1H)
deslocavel com D70, a 8=1.60; e um singlete (6H) a 8=1.32. Por
irradiagdio do sinal a 8=2.78, o sinal a 8=5.51 se transforma em um
dubleto (J=15.6 Hz, trans). Com base nestes dados e nos valores para
os carbonos de 1" a 10" (Tabela 9) a cumarina B pode-se atribuir a
estrutura 53.

As caracteristicas espectrais da terceira cumarina 54 (veja

parte experimental) extraida dos ramos sdo coincidentes com os
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publicados [24-26] par o (+)heraclenol. Levando-se em consideragdo o
valor negativo do poder rotatério, o composto 54 foi identificado

como (-)heraclenol, até agora nunca citado na literatura [13].

2.1.5. OUTROS COMPOSTOS
Outros compostos foram isolados da planta; das folhas foram
isolados kanferol-3-raminosina, 3535, quercitina-3-raminosina, 6 (-)
epigallocatequina, 57, (Figura 21). Das raizes foram isolados os
seguintes alcaldides furoquinolinicos: kokusagenina, 2, maculina, 3,
flindersiamina, 4, (Figura 1), skimmianina, 58 y-fagarina, 59 (Figura
15).



Tabela 1. Metabdlitos secundario isolados da E. grandiflora
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Dihidrochalconas

Outros flavonoides

Cumarinas

F-1 40
F-2 41 4,5,2", 4", 6"

F-3 42

Kanferol-3-Raminoside 55

Quercitina-3-Raminoside 56

Cumarina A 52
Cumarina B 53

Umbilliferone




Tabela 2. Dados de IHRMN das dihidrochalcona 38-42
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14
5!
2
3
5
6
1"
2"
1!”

2"!

5”! ’6!H

7"'

Me

OH

38
6,07 (s)
7,0 (d;2,1)

6,74(d:8,1)
6,91(dd)
3,30(d;7.5)
5,36(t)
3,25(d;7,5)
5,23(t)
2,15-2,0(m)
5,11(t)
1,74:1,71
1,63(x2)
1,57
2,87(t,2,8)

3,34(1)

14,0; 9,95
9,10; 8,0

39
6.07(s)
7,09(d;8,1)
6,75(d)
6,75(d)
7,09(d)

3,26(d;8,2)
5.27(t)
2,10-1,92(m)
5,10(t)
1,76 1,62
1,56

2,89(t;8,4)
3,34(t)

14,0; 9,56
9,11; 8,13

F-1 (40)
6,08(s)
6,66(d;1,8)

6,48(d)
6,33(d:9,9)
5,69(d)
3,26(d;7,2)
5,25(t)
2,14-1,95(m)
5,08(t)
1,76:1,62
1,56:1,38
(x2)
2.83(1(8,0)

3,34(t)

13,8; 9,58
9,1; 7.5

F-2(41)
6,08(s)
6,64(d;1,8)

6,53(d)
6,36-3,26(m)
5,32(t,7,5)
3,36-3,26(m)
5,26(t,7,5)
2,10-1,93(m)
5,09(t)
1,77,1,70
(x2)1,62;
1,56
2.82(t,7,8)

3,36-3,26(m)
13,8; 9,58

9,10;8,17
6,87

(F-342)
6,06(s)
6,6(d;2,0)

6,51(d)
6,34-3,32(m)
5,30(t)
3,34-32(m)
5,22(t)

1,73;1,68
(x2) 1,61
2.80(t;,7,5)
3,34-3,20(m)
13,75; 9,54

9,09; 8,15
6,87




Tabela 3. Dados de 13CRMN das dihidrochalconas 38-42
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6|

1"

2"

3"

4" Me
5" Me
1"!

2|H

3'"

4" Me
5"!

6"!

7!"

8"!

9" Me
10" Me

a

P
C=0

38

131,6
127,3
1284
153,7
115,5
130,3
105,0
162,6
107.,9
160,4
94,9

165,0

27,3
124,1a
134,4b
16,1
404
28,9
125,1a
133,5
17,7¢
25,8d
46,9
30,8
205,6

39

131,1
130,1
115,9
156,2
115,9
130,1
105,0
162,6
107,8
160,4
94,9

165,0

27,4
124,1a
134,4
16,2
40,5
30,1
125,1a
133,5
17,7
25,8
46,8
30,7
205.5

40(F-1)

1304
1232
118,0
1424
1462
116,6
105,0
162,2
107,8
160,3
95,0
165,0
131,7
117,9
76,9
27,7
27,7
274
124,1a
135.2b
16,2
40,5
29,0
125,2a
135,5b
17,7
25,8
46,7
31,0
205,5a

41(F-2)

130,3
121,2
128,7
141,7
1450
113,6
105,0
1624
107,8
160,3
94,9
165,0
21,8
123,9a
131,4b
17,7
25,7
273
124,0a
134.5b
16,2
40,4
29,0
1251a
133,6b
17,7¢
25,8
46,7
30,9
205,5a

42(F-3)

130,6
121,2
128,7
141,7
145,6
113,6
105,0
1624
107.8
160,3
95,0
164,9
21,9
123,9a
131,8b
17,8
25,8
29,0
124,1a
133,6b
17,8
25,8

46,7
30,9
205,5a

Espectro em acetona-dg 75 MHz (sinais baseados no ATP)




Tabela 4. Formula bruta das dihidrochalconas
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M-1,38
M-2,39
F-1, 40
F-2,41

F-3,42

C30H3805
C25H3805
C30H3606
C30H3806
C25H3006

Mt
478
410
492

494

426

Amax

289

289

281

289

280




Tabela 5 Principais fragmentos de MS das dihidrochalconas
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ion
M+

a

38
478 (100)
289 (4)
188 (8)

175 (28)

165 (61)
133 (11)

119 (6)

39
410 (22)
289 (4)
120 (11)

107 (100)

165 (20)

40
F-1
494 (39)
289 (12)
204 (43)

191 (100)

165 (69)
149 (31)

143 (24)

41
F-2
426 (100)
221 (38)
204 (59)

191 (86)

165 (76)
149 (24)

135 (14)

42
F-3
492 (50)
289 (5)
202 (25)

189 (45)

165 (70)

187 (100)




Tabela 6. Dados de 13CRMN dos produtos de ciclizago
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Carbono

6
1“

2"

3"

4" Me
5" Me
1"!

2"!

3"!

4™ Me
5"’

6"!

7"!

8"|

9" Me
10" Me

a

B
C=0

F2-A1(43)

133.0
112.0
120.8
139.1
144.7
120.1
104.1
158.1a
102.9
159.7a
95.5
163.6
304
22.0
75.0
26.9
26.9
33.0b
47.7
79.1
320
414
17.0
39.6
19.7
20.6
19.8
45.8
33.6b
205.0

F2-A2(44)

132.8
111.8
120.7
139.0
144.6
119.8
105.8
156.7a
101.6
161.0a
95.0
164.5
30.1
220
752
26.8
26.8
33.0b
46.9
792
31.8
41.3
174
39.7
19.6
204
19.8
453
33.3b
205.3

F2-B1(45)

133.9
113.8
121.7
140.5
146.7
1204
105.0
160.3a
101:6
161.6a
95.8
165.0
29.8b
228
751
273
273
30.5b
19.1
78.6
247
41.0
16.5
45.1
70.2
295
295
46.8
33.7b
205.1

F2-B2(46)

133.5
113.3
121.5
1404
146.5
120.1
106.1
158.0a
100.9
162.9a
956
166.0
29.7b
22.8
75.0
26.9
26.9
30.6b
19.3
792
243
413
16.9
44.8
70.3
296
296
46.3
33.6b
2054

Espectros em CDC13 (43,44) em acetona-dg (45,46) a 75 MHz.
Atribuicdes baseadas no experimento de (ATP).
Os valores a € b na mesma coluna podem se intercambiados.



28

Tabela 7. Dados de IHRMN dos produtos de ciclizagdo de F-2

Préton

5!

2

6

1"

2"

4",5" Me
1"'

2"!

SHI ’6!",7'
4" Me
9!",10!" Me

a

B
OH

F2-A1(43)

575s
6.66d

649 d
270t
180t
1.33s
2.66m
2.20 dd(1H)
1.95-1.62 m
121s

10s

333t
287t

13.5

6.9

5.5

F2-A2(44)

60s
6.65d
649d
272t
181t

134 s
2.65m
2.55 dd(1H)
20-145m
125s
10s
333t
287t

13.5

7.5

5.7

F2-B1(45)

5.89s
6.57d
6.46d
271t
1.79t
128 s
254t
1.90-140 m

1.30s

11.16 s(6H)

333t
282t
14.0
9.65
7.1
32

F2-B2(46)

596s
6.59d
645d
271t
1.78 t
128 s
2.58t
1.90-140 m

1.32s
1.13 s(6H)
334t
281t
13.8

9.5

72

32




Tabela 8. Dados d |[HRMN das cumarinas

Préton

H-3,
d, J=10Hz

H-4
d, I=10Hz

H-5,s

H-a,
d, J=2.4Hz

H-B,
d, J=2.4Hz

O-Me, s

O-prenil

15

6.36

7.76

7.35

6.81

7.68

5.0 d2H)

5.60 t(1H)
1.73 s(3H)

[1.71 s3H)

47

6.36

8.07

7.05

7.65

4.12
4.0

14

6.25

8.10

7.0

7.60

4.12 (x2)

48

6.35

7.77

7.33

6.80

7.66

426

Espectro em CDCl3




Tabela 9. Dados de 13CRMN das cumarinas

30

— WO JA VA WN g
S

™ R

1"!
2"!
3"!
4"!
5"!
6"!
7"!
8"!
9!"
10"!
OMe

48

160.4
114.5
144 4
113.1
126.2
147.6
132.7
142.9
116.5
106.8
146.6

61.2

49

159.7
115.8
141.9
124.6a
125.3a
146.3
1342
143.2
114.8
106.8
1472
1912
125.6
151.0
282
214

61.3

50

150.8
130.8
138.2
128.4
106.3
162.8
113.1a
1504
113.4a

276
91.1
71.8
258
23.8
40.3

1145.5

112.1
26.1
26.1

51

160.0
130.5
137.9
123.1
124.5
162.1
96.8

1522
112.6

295
90.8
71.6
243
243
40.2
1454
111.9
26.1
26.1

52

161.1
1132a
143.1
128.9
113.5a
162.1
101.7
156.1
1125

65.2
121.9
139.0
16.5
47.7
66.3
1273
136.0
174
254

53

161.3
113.0a
143.4
128.7
113.0a
162.0
101.6
156.0
1125

65.4
123.8
141.0
16.7
42.1
119.3
140.4
63.9
29.8
29.7

Umbelli
ferone

160.7
11.5

144.3
129.3
113.3
161.1
102.5
155.7
111.5

Espectros em CDCl3 a 75MHz.

Os valores de a na mesma coluna podem ser intercambiados.




Tabela 10. Dados 'HRMN das furoquinolinas
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Préton

H-2.d.a
H-3.d,2
H-5
H-6
H-7
H-8
Dioxi-
metleno
O-Me

2

7.52
6.95
738s

730s

430s
40 s
398s

7.48
6.93
740 s

722s
6.02s

4.30s

7.53
7.03
723s

6.08 s

437 s
420 s

7.60
7.06
8.034,€
7254,

445 s
4.12s
404 s

58

7.66
7.11

7.85 dd.b
7.37 dd.c
7.07 dd d

445 s
420s

Espectro em CDC13/CD30D, 9/1.

a. J=2.7THz

b. J=88e12Hz
c. J=84¢78Hz
d. J=7.8¢e1.2Hz

e. J=9.3Hz



Novas dihidrochalconas da Esenbéckia grandiflora
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Espectro IHRMN da dihidorchalcona 39
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Espectro de 13CRMN da dihidrochalcona 39
FIGURA 10A
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Espectro de 1HRMN da hidrochalcona 41
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Espectro de IHRMN da hidrochalcona 40
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Espectro de [HRMN da dihidrochalcona 42
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Espectro de 13CRMN da dihidrochalcona 42
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Mecanismo de ciclizacdo das hidrochalconas
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Produtos de ciclizagdo das dihidrochalconas

FIGURA 13



Mecanismo de ciclizagdo de compostos geranilicos
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Cumarinas da Esembéckia grandiflora

R R2
14 OMe OMe
15 H oﬂ

43 H OMe

OMe

FIGURA 15



44

Novas cumarinas da Esembéckia grandiflora
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Espectro de IHRMN da Xeneciol xantotossina
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Espectro de IHRMN da Isochalepina
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Espectro de |[HRMN da Cumarina B
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Espectro de IHRMN do (-)Heraclenol’_/j
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Espectro de 13CRMN do (-)Heraclenol
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Compostos Isolados das folhas
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Espectro de IHRMN do Kanferol
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Espectro de IHRMN da Quercitina
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Espectro de I3CRMN da Quercitina
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CAPITULO III
PARTE EXPERIMENTAL
3.1. EXTRATO BRUTO

A planta foi coletada no interior da ilha de Santa Catarina
no municipio de Florianopolis, (750g) de folhas e (2.9 kg) galhos
em janeiro de 1988. A planta foi identificada como sendo Esembéckia
grandiflora Mart (Ruticeae) pelo botdnico D. B. ' Falkenberg
(Florianopolis). Apdés a coleta, o material botdnico foi moido e
macerado por quatorze dias, tendo como solvente metanol. Decorridos
quatorze dias, o extrato foi filtrado, e 0 material botinico foi submetido
a uma nova maceragdo também com metanol. As duas maceragles
foram juntadas, e evaporadas em evaporador rotatério a pressdo
reduzida e temperatura entre 30 e 40°C., até secura. O residuo foi
redissolvido em metanol/agua 9/1 e repetidamente extraido com hexano
(fragdo soluvel em hexano), acetato de etila (fragdo solivel em acetato)

e butanol (fragéo solivel em butanol). Veja esquemas 1 € 2.

3.3. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS
Para a obtengdo dos espectros de ressonincia nclear magnética de
proton e carbono utilizamos um equipamento Varain de 300Mhz.
Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro
de infravermelho Perkin elmer modelo 338. E os dados de
ultravioleta foram obtidos em um espetrofotdmetro de ltravioleta e

visivel variam modelo DMS80.



Fluxograma para extragdo das folhas

Folhas
7599

Material Botdnico

extrato
metandlico

Macerac¢ao
Metanol
14 dias

evaporac¢do
Hexano extrato
Hexano seco
MeOH /H,0
9/1
Acetato de Etila
{559
CHC|3/Hex_
2/1 acetona
B 3,29
A 509 Sephadex LH-20
coluna coluna
[Aﬂ | A2| LAs] [Ad] Kanferol-3-R.
TLC |PREP. Quercitina-3-R.
coluna )
(-)epi-qall.
Cumarinas

A e B
Ubeliferone

Esquema 1
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Fluxograma para extragdo dos ramos

Hexano

Material Botanico

Galhos

2.9Kg
Maceracdo
Metanol
14 dias

extrato
metandlico

evaporac¢do

extrato

Hexano S€co
MeOH /H,0
9/1
Acetato de Etila
CH4,Cl,
. 1 =
(489 ]
acetona
D 2,24
C 2,5¢
coluna

Cumarinas
A e B
(-)Heraclenol

Imperatoring

Esquema 2
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3.3. SEPARACAO DA FRACAO SOLfIVEL EM ACETATO DE
ETILA DO EXTRATO METANOLICO DAS FOLHAS

A fragfo acetato de etila (13.3g de 750g de folhas) foi dividida
em fra¢des soluveis em cloroférmio/hexano 2/1 (A, 9.8g) e em fragdo
soliivel em acetona (B 3.2g). A fragdo A 6g, foram cromatografada em
coluna de silica gel com cloroférmio contendo quantidades crescentes
de metanol (0-6%), resultando nas fra¢cdes Al (350mg) A2 (300mg)
A3 (4.2g) e A4 (300mg). Uma posterior purificagdo cromatografica
de Al seguida de TLC preparativa forneceu a CUMARINA A, a
CUMARINA B e Umbeliferon. A purificagio da fragdo A3, em
coluna de silicagel, tendo como eluente cloroférmio/acetato de etila
(4/1), forneceu as dihidrochalconas F1(20mg), F2(1.5g) e
F3(10mg). A purificagdo da fragdo B em coluna de Sephadex LH-20,
tendo como eluente metanol, seguida da separagdo em coluna de
silica com cloroformio/metanol 4/1, formmeceu o kamferol-3-
ramnosideo  (230mg), quercitina-3-ramnosideo (410mg) e (-)epi-
galocatequina (70mg).

3.4. METILACAO

A uma solu¢gdo de 1 g de Diazald (N-nitroso-toluol-4-
sulfometilamida) em 20 ml de éter etilico, mantido refrigerado em
banho de gelo, foram adicionados 3 ml de uma solugfo a 4% de KOH
em etanol 96%. O éter etilico foi destilado em banho-maria a 50 °C, em
um Kit de destilagdo Aldrich apropriado, gerando um destilado

amarelo (solugio etérea de diazometano), que foi coletado sob um
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banho de gelo seco-acetona. Esta solugdo foi adicionada diretamente a
cada um dos compostos a serem metilados, lentamente, a
temperatura ambiente, até persistir a coloragdo amarelada do
diazometano e cessar o desprendimento de hidrogénio. O excesso de
reagente foi destruido, adicionando-se gotas de 4cido acético. O
solvente foi evaporado sob  pressdo reduzida, fomecendo os

metilderivados.

3.5. SEPARACAO DA FRACAO SOLUVEL EM ACETATO DE
ETILA DO EXTRATO METANOLICO DOS RAMOS

A fragdo acetato de etila (4.8g), fo1 dividida em fragdo soluvel
em diclorometano (C 2.5g) e fragdio soluvel em acetona (D 2.2g ndo
estudada). A purificagdo da fragdo C em coluna de silica gel resultou na
imperatorina, na CUMARINA A e B e (-) HERACLENOL(77mg).

- DIHIDROCHALCONA-40 S6lido amorfo UV (MeOH), Amax
(loge) nm: 281 (4.14); +AIC13:312; 1HRMN, 8:6.08 (H-5" s), 6.66 (H-
2;d, J=1.8 Hz), 6.48 (H-6; d), 3.33 (H-1"; d), 5.69 (H-2";t, J=7.5 Hz),
326 (H-1";, d) 526 (H-2";t, J=7.5 Hz) 2.14-1.95 (H-5",6" m) 5.08
(H-7"; 1), 1.77, 1.62, (Mex2) 1.56-1.38 (Me), 2.82 (H-a;, J= 8Hz), 3.34
(H-B;t), 13.8, 9.58, 9.10, 7.5, (OH). 13CRMN (75 MHz, acetona-dg
). 8: 130.3 (C-1), 1232 (C-2), 118.7 (C-3),142.7 (C-4), 146.0, (C-5),
116.6 (C-6), 105.0 (C-1"), 1622 (C-2"), 107.8 (C-3"), 160.3(C-4"),
94.9 (C-5"),165.0 (C-6"), 131.7 (C-1"), 117.9 (C-2"), 76.9 (C-3"),27.8
(C-4" Me), 27.7 (C-5" Me), 27.3 (C-1"), 1240 (C-2"), 135.2 (C-
3""),16.2 (C-4"Me), 404 (C-5"),29.0 (C-6") 1251 (C-7") 1345
(C-8"), 17.7 (C-9" Me), 25.8 (C-10" Me), 46.7 (C-o), 30.9 (c-B),
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205.5 (C=0) EIMS (probe) 70eV; m/z (%): 494 (39) M]t , 409
7), 371 (10), 353 (12), 289 (12, 231 (25), 219 (40), 204 (43),
191 (100), 177 (32), 165 (69), 149(31), 139 (31), 135(24).

DIHIDROCHALCONA-41 Sé6lido amorfo UV (MeOH), Amax
(loge) nm: 289 (4.47), +AlC13:309. 1HRMN, 8:6.08 (H-5 s), 6.74 (H-
2;d, J=18 Hz), 6.53 (H-6; d), 3.36-3.26 (H-1";m), 5.32 (H-2";t,
J=7.5 Hz), 3.36-3.26 (H-1'""; m) 5.26 (H-2":t, J=7.5 Hz) 2.10-1.93 (H-
5".6™ m) 5.08 (H-7"; t), 1.77 , 1.70, (Mex2) 1.62-1.56 (Me), 2.82 (H-
o, J=77.8Hz), 3.36-3.26 (H-B;m), 13.5, 9.54, 9.10, 8. 17, 6.87 (OH).
13CRMN (75 MHz, acetona-dg). &: 130.3 (C-1), 121.2 (C-2), 128.7
(C-3),147.7 (C-4), 145.0, (C-5), 113.6 (C-6), 105.0 (C-1'), 162.4 (C-
2'), 107.8 (C-3"), 160.3(C-4"), 94.9 (C-5"), 165.0 (C-6"), 21.8 (C-1"),
123.9 (C-2"), 131.4(C-3"),17.8 (C-4" Me), 25.8 (C-5" Me), 27.3 (C-
1"), 124.0 (C-2"), 134.5 (C-3"),162 (C-4" Me),404 (C-5 "29.0
(C-6""125.1(C-7") 133.6 (C-8"), 17.7 (C-9" Me), 25.8 (C-10"" Me),
46.3 (C-a0), 30.9 (c-B), 205.5 (C=0) EIMS (probe) 70eV; m/z (%):
494 (39) [M], 409 (27), 371 (10), 353 (12), 289 (12, 231 (25), 219
(40), 204 (43), 191 (100), 177 (32), 165 (69), 149(31), 139 (31),
135(24).

DIHIDROCHALCONA-42 Sélido amorfo UV (MeOH), Amax
(loge) nm: 280 (4.18); +AlC13:301; IHRMN &: 6.06 (H-5"s), 6.62 (H-
2; d, J=2.0Hz), 6.51 (H-6; d), 3.34-3.20 (H-1";m), 5.30 (H-2";t, J=7.5
Hz), 3.34-3.20 (H-1";m) 5.22 (H-2":t,J=7.5Hz), 1.73, 1.68 (Mex2)
1.61 (Me), 2.80 (H-a ;t, J=77.5Hz), 3.34-3.20 (H-B ;m), 13.75, 9.54,
9.09, 8.15, 6.87(OH). 13CRMN (75 MHz, acetona-dg).5: 130.6 (C-
1), 121.2 (C-2), 128.7 (C-3), 147.7 (C-4), 1450, (C-5), 113.6 (C-6),
105.0 (C-1), 1624 (C-2"), 107.8 (C-3' ), 160.3(C-4"), 949 (C-
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5'),165.0 (C-6),21.8 (C-1"),123.9 (C-2"), 1318 (C-3"),17.8 (C-4"
Me), 25.8 (C-5" Me), 29.0(C-1"), 124.1 (C-2"), 133.6 (C-3"), 17.8
(C-4" Me), 25.8(C-5"), (C-ar), 30.9 (c-B), 205.5 (C=0). EIMS (probe)
70eV ; m/z (%) 426 (100) [M]*, 370 (8), 358 (6), 221 (38), 204 (59),
191 (86), 165 (76), 149 (42), 148 (20), 139 (22), 136 (14)

3.6. CICLIZACAO DA FRACAO F-2

A dihidrochalcona 41(1.1 g) foi tratada com  é&cido
trifluoracético (15ml) durante uma noite. A solugdo foi filtrada e
o residuo foi cromatografado em coluna de silica com hexano/acetato
(4/1), recolhendo-se 3 fragOes (as principais). A recristalizagéo das
duas primeiras forneceu os compostos F2-A1 (30 mg) e F2-A)
(153mg). A terceira fragdo (470 mg) foi recromatografada em
coluna de silica com hexano/acetato (7/3) fornecendo dois
compostos: F2-B1 (95 mg) e F2-B3 (125 mg).

COMPOSTO 43 Pf. 132 - 134°C;, UV (MeOH), Amax, nm:
292; +AcONa: 292; +AICl13: 316. EIMs (probe) 70eV: m/z (%). 494
(100), [M]*, 289 (21; a), 262 (12), 232 (13), 204 (58; b), 191 (55; ¢),
165 (43; a), 149 (25; b), 139 (15), 135 (10;c). IHRMN &: 5.57 (H-5"s),
6.66 (H-2; d, J=2.0Hz), 6.49 (H-6; d), 2.70 (H-1"; t), 1.80 (H-2";t,
J=7.5 Hz), 1.33 (H-4" ,5"Me), 2.66 (H-1"; m) 2.20 (1H-2"), 1.95-
1.72 (6H;m)1.21 (4™ Me; s), 1.0 (H-9",10"; s),3.33 (H-a;t), 2.87 (H-
P;t),13.5, 6.9,5.5 (OH). 13CRMN(75 MHz, CDCI3).8: 133.0 (C-1),
12.0 (C-2), 120.8 (C-3), 139.1 (C-4), 144.7, (C-5), 120.1 (C-6), 104.1
(C-1"), 158.1(C-2"), 102.9(C-3"), 159.7 (C-4"), 95.5 (C-5"), 163.6 (C-
6'), 304 (C-1"),22.0(C-2"), 75.0(C-3"), 26.9 (C-4" Me), 26.9 (C-5"
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Me), 33.0 (C-1"), 47.7 (C-2™), 79.1(C-3"), 320 (C-4" Me), 41.1
(C-5"), 17.0 (C-6"), 39.6 (C-7") 19.7 (C-8"), 20.6 (C-9" Me), 19.8
(C-10" Me), 45.8 (C-), 33.6 (C-B), 205.0 (C=0).

COMPOSTO 44 Pf. 190-191°C; UV (MeOH), Amax, nm: 291;
+AcONa: 328; +AlICI3: 316. EIMs (probe) 70eV: m/z (%): 494‘(100),
M]+ 289 (20, a), 262 (11), 232 (8), 204 (75; b), 191 (58; ¢), 165
(45; a), 149 (23; b), 139 (15), 135 (10;c). IHRMN: 6.00 (H-5" s),
6.65 (H-2; d, J=2.0Hz), 6.49 (H-6; d), 2.72 (H-1"; t), 1.81 (H-2"3t,
J=7.5 Hz), 1.34 (H-4",5 Me), 2.65(H-1"; m) 225 (H-2"), 2.00-1.45
(H-5".6",7";m 6H)1.25 (H-4" Me; s), 1.0 (H-9",10";s), 3.33(H-ai;t),
2.87 (H-B;1),13.5, 7.5,5.7 (OH). 13CRMN (75 MHz, CDCl3).8:
132.8 (C-1'), 111.8 (C-2), 120.7 (C-3"), 139.0 (C-4'), 1446, (C-5"),
119.8 (C-6"), 105.8 (C-1"), 156.7(C-2"), 101.6(C-3"), 161.0 (C-4"),
950 C-5"), 164.5 (C-6"), 30.1 (C-1"), 22.0(C-2"), 75.2(C-3"),
26.8 (C-4" Me), 26.8 (C-5" Me), 33.0 (C-1™), 46.9 (C-2"), 79.2(C-
3"), 31.8 (C-4" Me), 41.3 (C-5"), 174 (C-6"), 39.7 (C-7") 19.6 (C-
8"), 20.4 (C-9"Me), 19.8 (C-10" Me), 45.3 (C-a), 33.3 (C-B), 205.3
(C=0). |

COMPOSTO 45 So6lido amorfo UV (MeOH),Amax (loge) nm:
291; +AcONa: 291; +AlCl13:315 EIMS (probe) 70eV ; m/z (%) 512
(35) M]t, 494 (44), [M-HOJ , 409 (15), 371 (10), 289 (11; a), 233
(20), 204 (100; b), 191 (100; c), 165 (55; a), 149 (46; b), 139 (30),
135 (18; ¢). 1HRMN 8&: 5.89 (H-5"'s), 6.57 (H -2; d, J=2.0Hz), 6.46
(H-6; d), 2.71 (H-1"; t), 1.79 (H-2";t,J=7.5 Hz), 1.28 (H-4",5 Me),
2.54(H-1"t), 1.90-1.40(8) (H-2"), ,1.30 (H-4" Me; s), 1.16 (6H
9" 10™ Me; s), 3.33(H-ot), 2.82 (H-B;t), 14.0, 9.65, 7.1, 3.2 (OH).
I3CRMN (75 MHz, CDCI3).8: 133.9 (C-1), 1138 (C-2), 121.7 (C-
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3), 140.5 (C-), 146.7, (C-5), 120.4 (C-6), 105.0 (C-1'), 160.3(C-2"),
101.6(C-3'), 61.6 (C-4"), 958 (C-5", 165.0 (C-6"), 29.8 (C-1" ),
22.8(C-2" ), 75.1(C-3" ), 27.3 (C-4" Me), 27.3 (C-5"Me), 30.5 (C-
1"), 19.1 (C-2"), 78.6(C-3"), 24.7 (C-4" Me), 41.0 (C-5"), 16.5
(C-6™), 45.1 (C-7") 70.2 (C-8"), 29.5 (C-9" Me), 29.5 (C-10" Me),
46.8 (C-a ), 33.7 (C-B), 205.1 (C=0).

COMPOSTO 46 Solido amorfo UV (MeOH), Amax (loge) nm:
281 +AcONa: 319;+AICI13:305. EIMS (probe) 70eV ; m/z (%) 512
(80) [M]*, 494 35), 409 (14), 371 (19), 289 (15; a), 233 (24), 204
(100; b), 191 (95; ¢), 165 5; a ), 149 (46; b ), 139 (30), 135 (18; ¢ ).
THRMN 8&: 5.96 (H-5" s), 6.59 (H-2; d, J=2.0Hz), 6.45 (H-6; d), 2.71
(H-1":t), 1.78 (H-2";t, J=7.5 Hz), 1.28 (H-4",5" Me), 2.58 (H-1"";m),
1.90-1.40 (H-2" 8H;m ) ,1.32 (H-4" Me, s), 1.13 (6H H-9",10"
Me;s), 3.34(H-a ;t), 2.81 (H-B;t), 13.8,9.5, 72, 32 (OH). 13CRMN
(75 MHz, CDCI3).8: 133.5 (C-1), 113.3 (C-2), 121.5 (C-3), 1404 (C-
4), 146.5, (C-5), 120.1 (C-6), 106.1 (C-1'), 158.0(C-2'), 100.9(C-3"),
162.9 (C-4"), 956 (C-5), 166.0 (C-6'),29.7 (C-1"), 22.8(C-2"),
75.0(C-3"), 26.9 (C-4" Me), 26.9 (C-5" Me), 30.6 (C-1"), 19.3
(C-2"), 79.2(C-3"), 24.3 (C-4" Me), 41.3 (C-5"), 16.9 (C-6"), 44.8
(C-7") 70.3 (C-8"), 29.6 (C-9" Me), 29.6 (C-10" Me), 46.3 (C-av),
33.6 (C-B), 205.4 (C=0).

3.7. NOVAS CUMARINAS
CUMARINA A, 52 Sélido amorfo.fa]p +5.3 (CHCl3). UV

(MeOH), Amax (loge) nm: 321 (3.91). IR (CHCI3) cm-1 3400, 1720,
1610. 1HRMN (300 MHz, CDCI3), &: 7.64 (H-4; d, J=9.8 Hz), 7.36
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(H-5; d, J=8.4 Hz), 6.84 (H-6; dd, J=8.4 e 2 Hz), 6.81 (H-8; d, J=2 Hz),
6.25 (H-3; d, J=9.8 Hz), 5.57 (H-2"; t, J=6.6 Hz), 5.18 (H-7";d, J=7.5
Hz), 4.62 (H-1".d, J=6.6 Hz), 4.52 (H-6""';m), 2.35-2.15 (H-5""; m),
1.82,1.71, 1.69 Me x 3) I3CRMN 75 MHz em CDCl3:161.1 (C-
2), 113.2 (C-3), 143.1 (C-4), 128.9 (C-5), 113.5 (C-6), 162.1 (C-7),
101.7 (C-8), 156.1 (C-9), 112.5 (C-10), 65.2 (C-l"'); 121.9 (C-2"),
139.0 (C-3"), 16.5 (C-4"), 47.7 (C-5"), 66.3 (C-6"), 127.3 (C-7"),
136.0 (C-8"), 17.1 (C-9™), 25.4 (C-10""). EIMS (probe) 70eV;, m/z (%)
314 (ndo observado) [M]* ;162 (100) [M-CsH1g02], 134 (62) [162-
COl.

CUMARINA B, 53 So6lido amorfo.[a]p +5.3 (CHCI3). UV
(MeOH), Amax (loge) nm: 321 (3.91). IR (CHCI3) cm-1 :3400, 1720,
1610. 1HRMN (300 MHz, CDCl3), 8: 7.64 (H-4; d, J=9.8 Hz), 7.36
(H-5; d, J=8.4 Hz), 6.84 (H-6; dd, J=8.4 ¢ 2 Hz), 6.81 (H-8; d, J=2 Hz),
6.25 (H-3; d, J=9.6 Hz), 5.57 (H-2", t, J=6.6 Hz), 5.18 (H-7";d, J=7.5
Hz), 4.62 (H-1".d, J=6.6 Hz), 4.52 (H-6"";m), 2.35-2.15 (H-5""; m),
1.82,1.71,1.69 Mex 3) 13CRMN 75 MHz em CDCl3:161.1 (C-
2), 113.2 (C-3), 143.1 (C-4), 128.9 (C-5), 113.5 (C-6), 162.1 (C-7),
101.7 (C-8), 156.1 (C-9), 112.5 (C-10), 65.2 (C-1"), 121.9 (C-2"),
139.0 (C-3"), 16.5 (C-4™), 47.7 (C-5"), 66.3 (C-6""), 127.3 (C-7"),
136.0 (C-8"), 17.1 (C-9"), 25.4 (C-10""). EIMS (probe) 70eV;, m/z (%)
314 (nfo observado) [M]* ;162 (100) [M-CsH1gO3], 134 (62) [162-
CO].
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3.8. HIDROLISE ACIDA DAS CUMARINASA,B E
UMBILIFERONE

Ahidrolise acida das cumarinas A € B com (MeOH/HCI, 2N) a
temperatura ambiente, produziu a umbeliferone  que foi isolada
também do extrato bruto.

(-)HERACLENOL 354 Pf115-116°C; [a]D-20 (CHCI3);-
15°(piridina). Ref[27].(+)heraclenol; pf. 116-117°C; [a]p +16.5°
(piridina).UV(MeOH), Amax (loge) nm: 248 (4.43), 299 (4.14).
1HRMN (300 MHz, CDC13), 8: 7.77 (H-4; d, J=9.9 Hz), 7.70 (H-B; d,
J=2.4 Hz), 7.38 (H-5; s), 6.83 (H -o; d, J=2.4 Hz ), 6.37(H-3; d, J= 9.9
Hz), 4.76 (H-1o"; dd, J=102 ¢ 2.7 Hz), 442 (H-1g";dd, J=102 e
7.8 Hz), 3.89 (H-2"";dd, J=7.8 ¢ 2.7 Hz),3.75 (OH), 2.85 (OH), 1.34
,1.30 (Me-4™, Me-5"; s x 2). 13CRMN 75 MHz em CDCI3 8:160.7
(C-2), 111.5 (C-3), 144.3 (C-4), 129.3 (C-5), 113.3 (C-6), 161.6 (C-
7),102.5 (C-8),155.7 (C-9), 111.5 (C-10), EIMS (probe) 70eV; m/z
(%) 304 (15) M]F, 297 (5) [M-Me]*, 202 (100) [M-CsH1902],
174 (45).

3.9. IDENTIFICACAO DOS FLAVONOIDES

KANFEROL-3-RAMNOSIDE (Afzelina), 55Pf 170-172°C
(Ref [28] 172-174°C). UV(MeOH), Amax (loge) nm: 265 (4.09), 342
(3.93),+MeONa: 273, 324, 389, +AcONa:273, 364; +AICI3:263, 303,
348, 397, 1HRMN (300 MHz, acetona-dg), 38: 12.69 (OH-S; s), 7.84
(H-2", H-6 ;d, J=84 Hz), 7.01 (H-3", H-5"; d, J=8. Hz), 645 (H-
8", d, J=2.1 Hz), 5.52 (H-1"),423 (H-2"), 3.70 (H-5"), 3.39-3.26
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(H-3",H-4"), 0.88 (Me-6; d, J=6.3 Hz). I3CRMN (75 MHz,acetona-
dg), 8: 179.21 (C=0), 164.95 (C-7), 163.11 (C-9),160.83 (C-4"),
158.40 , 157.93 (C-2, C-5), 135.68 (C-3), 131.62 (C-2",C-6 ), 12245
(C-1"), 116.26 (C-3",C-5""), 105.73 (C-10), 102.63 (C-1"), 99,51 (C-
6), 94.50 (C-8),72.92,72.09,71.44,71.30 (C-2", C-3",C-4", C-5"),
17.71 (Me-6"). |

QUERCITINA-3-RAMNOSEDE  (Quercitina), 56.Pf. 180-
181°C (Ref. [29] 179 -180°C). UV (MeOH), Amax (loge) nm: 256
(4.65), 349 (4.52); +AcONa:271, 378; +AlCl13:274, 430; +AICI3/HCL:
269, 353,390.; |HRMN (300 MHz, acetona-dg), &: 12.50 (OH-5; s),
7.51 (H-2", d, J=2.1 Hz), 7.37 (H-6"";dd J=8.4 e 2.1 Hz, 6.99 (H-5", d,
J=8.4 Hz), 6.45 (H-8; d, J=2.1 Hz), 6.25 H-6;d, J=2.1 Hz), 5.49 (H-
"), 427 (H-2"), 3.81 (H-5"), 345 -3.32 (H-3",H4"), 0.91 (Me-6").
I3CRMN (75 MHz, acetona-dg), 8:179.1 (C=0), 1648 (C-7),
162.7(C-9), 158.3 ,157.8 (C-2, C-5), 148.8(C-3"), 145.6 (C-4") 135.8
(C-3) 122.7, 122.5 (C-1",C-6"), 116.1, 116.1 (C-2™ ,C-5""), 105.6 (C-
10"), 102.6 (C-1"), 994 (C-6), 94.50 (C-8), 72.8, 71.9, 71.3, 71.30
(C-2",C-3",C-4",C-5"), 17.71 (Me-6")

(-)EPI-GALLOCATECHINA, 57 Pf 218-220°C. [a]p-62
(EtOH). IHRMN (60 MHz, acetona-dg), &: 6.58 (H-2"",H-6";s), 6.0
(H-8: d, J=2.5 Hz), 5.90 (H-6; d, J=2.5), 4.80 (H-2; s largo), 4.20 (H-
3;t largo),2.77 (H-4, d, largo). Identificagdo confirmada por
metilagdo com (CHjpNj)e comparagdo direta do pf,TLC ¢ !HRMN
com padrdo.[30] de pentametil-

(-)-gallocatechina.
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3.10. IDENTIFICACAO DAS FUROCUMARINAS

Iperatorina 15. Pf.  101-102°C; (Ref. [13] 102-103°C),
pimpinellina 47, Pf.118-119°C; (Ref. [13] 117-119 °C), isopimpenellina
14, Pf. 149-150°C; (Ref. [13] 148-151°C) e xantotossina 48, Pf.
146-147°C; (Ref. [13] 145-146°C) foram identificados com base nos
dados de 1HRMN (Tabela 8) e confirmada confrontando-se o ponto

de fusdo em miscela € TLC com padréo.

3.11. IDENTIFICACAO DAS FUROQUINOLINAS

Maculina (3), flindersimina (4), y-fagarina (58), kokusaginina
(2) e skimmianina (59) foram indentificadas com base nos dados de
IHRMN (Tabela 10) e por comparagéo direta com padrdes em TLC.
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CAPITULO IV
4.1. CONCLUSAO

Considerando os reultados experimentais do presente trabalho,
podemos concluir que:

1. Das folhas da E. grandiflora, foram identificados nove
compostos, que, foram isolados e purificados por cromatografia de
coluna,seguida de cromatografia em camada preparativa.

2. Dos ramos da E. grandiflora foram identificados quatro
compostos que foram isolados e purificados por cromatografia de
coluna, seguida de
cromatografia em camada preparativa.

A caracterisagdo dos compostos baseou-se numa completa analise
espectral (UV, ITHRMN 13CRMN e MS).

Dos compostos isolados das folhas da E. grandiflora, as trés
dihidrochalconas 40,41 e 42 nunca tinham sido isoladas antes na na
tfamilia das rutaceas.

A dihidrochalcona 41 quando tratada com durante uma noite com
acido trifluoracético produziu os quatro compostos 43,44,45 e 46.

Das folhas e dos ramos da E. grandiflora foram identificadas
duas novas cumarinas 52 e 53 que quando tratadas com Me/HCl] 2N
produziu a ubiliferone, que também estad presente no extrato bruto dos
ramos.

Das folhas da E. grandiflora foram isolados os flavonoides 55,56
e 57

Além dos compostos acima citados foram isolados e identificados
os compostos 2, 3,4, 14, 15, 47, 48, 58, 59. |
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O fato do extrato bruto nfio apresentar efeito farmacoldgico no
"screnem" utilizado, ndo descarta definitivamente a possibilidade de

apresentar algum efeito farmacoldgico em outros "screnem".



4.2. CALCULO DO RENDIMENTOS

Da extragdo feita das folhas obteve-se os seguintes rendimentos:

Fracdo de acetato de etila 13.5g 1.800%
Fragdo A 9.9¢ 1.306%
Fracdo B 3.2g 0.467%
Fragdo A1 517mg 0.070%
Fragédo Ap 490mg 0.065%
Fragdo A3 42g 0.910%
Fracdo A4 490mg 0.065%
Fracdo Fq : 20mg 0.004%
Fracédo Fp 1.5g 0.320%
Fragdo F3 110mg 0.024%
Fragdo F2A1 30mg 0.006%
Fracdo FoA> 135mg 0.029%
Fragdo F3A3 470mg 0.100%
Fragdo FpB1 95mg 0.029%
Fragdo FyB) 125mg 0.030%
Kanferol-3-raminoside 320mg

Quercitina-3-raminoside 410mg

(-)epi-gallocatequina 70mg

Da extracdo feita dos galhos obteve-se os seguintes rrendimentos:

Fragdo acetato de etila 48g 0.1655%
Fragédo C 25g 0.0862%
Fracdo D 22g  0.0759%

(-)Heracllenol 77mg  0.0027%
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4.3. FARMACOLOGIA

Para realizar os testes farmacoldgicos, foi feita uma extragéo
hidroalcolica , concentrado em evaporador rotatérioa pressdo
reduzida, até se obter uma concentragdo entorno de 20%. Este foi
entdo testado farmacologicamente.

'Os resultados preliminares indicaram que no "screnem" o
extrato bruto ndo possue agdo farmacologica. Porém os ensaios foram
realizados somente com extrato bruto, as fragdes purificadas ndo
foram testadas. E isto faz com que acreditemos que possa existir
algum tipo de efeito.
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