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RESUMO

ESTUDO QUIMICO DAS ESPECIES Eubrachion ambiguum HOOK & ARN,
LORANTHACEAE E Cecropia catharinensis CUATRECASAS, MORACEAE.

Autor: Emilia Carolina Souza Machado

Orientadores: Dr. Rosendo A. Yunes
Dr. Franco Delle Monache

Dos extratos metandlicos da espécie Eubrachion ambiguum HooK & Am foram
1solados e identificados 2 ésteres alquilicos de cadeia longa do acido p-OH-cindmico (1,2-a'-
g'), sendo a mistura n-alquilica composta por alcoois contendo cadeias de Cy; a C7 ; 3
derivados terpenoidicos - acido betulinico (3), acido acetil ursélico (4) e friedelina (8); 2
esterois: B-sitosterol (6) e B-sitosterol-3-B—glicopiranosideo (7); 4 derivados cromandis, o—,
B—, y— e d—tocoferdis (8 - 11); um digalactosil-diacil-glicerol (12a'-i'’) sendo a mistura n-
acilica composta de acido palmitico, acido estearico, acido petroselinico, acido linoleico,
acido margarico, acido miristico, acido vacinico e acido pentadecanéico, sendo que essa € a
primeira ocorréncia de misturas de DGDG contendo os 4acidos petroselinico e
pentadecanéico; dois flavondides - 3'.4',5,7-tetrahidr6xi flavonol (13) e 5,7,4-trihidroxi -
~ flavanona (14); uma cetona fenolica, 2-,6-metoxi,4-hidroxi,acetofenona (15); um poliol -
manitol (16). As substincias §, 7, 8, 9, 10, 11, 12 a'- i', 14, 15 e 16 estdo sendo descritas pela
primeira vez para a familia Loranthaceae.

Dos extratos brutos das folhas, caules e raizes de Cecropia Catharinensis Cuatrecasas,
foram isolados trés esterdides - B-sitosterol (6), B-sitosterol-3-f—glicopiranosideo (7) € um
esterdide n-acilglicosilado - 21 a'-i', sendo a mistura n-acilica composta de acido
nonandidico, acido dibutil pentadidico, acido bis(2-metilpropil) hexano didico, acido 12-
metil tridecandico, acido 9-metil tetradecanoato, acido 11-hexadecendico, acido 14-metil
pentadecandico, acido heptadecanédico e acido 16-metil heptadecanéico; esterdides contendo
essas cadeias alquilicas estdo sendo descritos pela primeira vez; 4 derivados 2,3,19
trissubstutuidos do acido ursolico, o acido 2a-acetdxi,3B—,19a—dihidroxi, urs-,12-eno, 28-
éico (17), acido 2a-,3B—,19a—trihidroxi, urs-,12-eno, 28-6ico (18), acido 2a-acetoxi,3o—
,190—dihidréxi, urs-,12-eno, 28-6ico (19) e acido 2a-,30—,19a—trihidréxi, urs-,12-eno, 28-
6ico (20); duas lactonas triterpénicas isoméricas - 2a-acetdxi,3B-,19a-,dihidréxi, 11-12-
epoxi, 13-27,lactona (22) e 3a-acetoxi,2f-,19a-dihidroxi, 11-12-epéxi, 13-27,lactona (23);
um triterpeno pentaciclico dihidroxilado - acido 3B-,19c,dihidréxi, urs-,12-eno,28-6ico (24) e
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o acido ursolico (25). Os compostos 17, 19, 22, 23 e os esterdides (21a'- i'), contendo as
cadeias alquilicas a'- i' estdo sendo descritos pela primeira vez.

Os compostos 1 a 16 foram isolados da espécie E. ambiguum, enquanto que 17 a 27
foram obtidos da espécie C. catharinensis. Obteve-se, assim, um total de 26 compostos
quimicos, embora deva-se considerar que os compostos 1, 2 a’- g’ 12 a’ - i’ e 212’ - ',
constituem a soma de 25 derivados, somando um total de 48 constituintes quimicos isolados
dos extratos brutos das espécies estudadas.. do de E. ambiguum e C. catharinensis.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Autor: Emilia Carolina Souza Machado
Orientadores: Prof. Dr. Rosendo A. Yunes
Prof. Dr. Franco Delle Monache
Titulo: "Estudo Quimico das Espécies Fubrachion ambiguum Hook & Am, Loranthaceae, €
Cecropia catharinensis Cuatrecasas, Moraceae".



ABSTRACT

CHEMICAL STUDY OF THE SPECIES Eubrachion ambiguum HOOK & ARN,
LORANTHACEAE AND Cecropia catharinensis CUATRECASAS, MORACEAE.

Author: Emilia Carolina Souza Machado

Academic Adviser: Dr. Rosendo A. Yunes
Dr. Franco Delle Monache

From the methanolic extracts of the species Eubrachion ambiguum HooK & Arm two
long chain alkylic esters derived from the p-OH-cinnamic acid (1,2-a’- g’) were isolated
and identified. The n-alkylic mixture composed by alcohols containing chains of Cy; to
Ca7; 3 terpenoidic derivatives - betulinic acid (3), acetyl ursolic acid (4), and friedeline
(5); 2 steroids: B-sitosterol (6) e B-sitosterol-3-B—glucopyranoside (7); 4 chromanols
derivatives, a—, B—, y— e d—tocopherols (8 - 11); one digalactosyl-diacyl-glicerol (12a'-i')
were the n-acylic mixture is composed by palmitic acid, stearic acid, petroselinic acid,
linoleic acid, margaric acid, miristic acid, vacinic acid, and pentadecanoic acid. This is the
first occurring mixture of DGDG containing the petroselinic and pentadecanoic acids; two
flavonoids -3',4',5,7-tetrahydroxi flavonol (13) e 5,7,4'-trihydroxy flavanone (14); one
phenolic ketone, 2-,6-,methoy,4-hydroxy, acetophenone (15); one poliol - manitol (16).
The compounds §, 7, 8, 9, 10, 11, 12 a'- i', 14, 15, and 16 are been described for the first
time for the Loranthaceae’s family.

From the crude extracts of the leaves, bar, stems, and roots of Cecropia
Catharinensis Cuatrecasas, three steroids were isolated - B-sitosterol (6), B-sitosterol-3-
B—glicopyranoside (7) and a n-acylglycosilated steroid - 21 a'-i', which the n-acylic
mixture is composed by the nonandioic acid, dibutyl pentadioic acid, bis(2-methylpropyl)
hexane dioic acid, 12-methyl tridecanoic acid, 9-methyl tetradecanoate acid, 11-
hexadecanoic acid, 14-methyl pentadecanoic acid, heptadecanoic acid, and 16-methyl
heptadacanoic acid; steroids containing these alkykic chains are been described for the
first time; 4 derivatives of the 2,3,19 trisubstituted ursolic acid, the 2a-acetoxy,3—,190—
dihydroxy acid, urs-,12-en, 28-oic (17), 2a-,3p—,19a—trihydroxy acid, urs-,12-en, 28-oic .
(18), 2a-acetoxi,30—,19a—dihydroxy acid, urs-,12-en, 28-oic (19), and 2a-,30—,19a~
trihydroxy acid, urs-,12-en, 28-oic (20); two isomeric triterpenic lactones - 2a-
acetoxy,3B-,19a-,dihydroxy, 11-12-epoxy, 13-27,lactone (22) and 3a-acetoxy,2B-,19a-
dihydroxy, 11-12-epoxy, 13-27 lactone (23); a hydroxilated pentacyclic treterpene - 3(3-
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,19a,dihydroxi, urs-,12-en,28-oic acid (24) and the ursolic acid (25). The compounds 17,
19, 22, 23 and the esteroids (21a'- i'), containing the alkylic chains a'- i' are been
described for the first time.

The compounds 1 to 16 were isolated from the E. ambiguum species, while the
compounds 17 to 27 were obtained from the C. catharinensis species. A total of 26
compounds were obtained, but if one consider that the compounds 1,2 a’-g’, 12 a’ -1’ ¢
212’ - i’, themselves add more 25 derivatives, reaching a total of 48 chemical contituents
isolated form the crude extracts of the studied £. ambiguum and C. catharinensis spices.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
GRADUATE CURSE OF CHEMISTRY

Author: : Emilia Carolina Souza Machado

Academic Adviser: Prof. Dr. Rosendo A. Yunes

Prof. Dr. Franco Delle Monache

Title: Chemical study of the Eubrachion ambzguum Hook & Am, Loranthaceae, and
Cecropia catharinensis Cuatrecasas, Moraceae species.



1. INTRODUCAO

A utilizagdo tradicional de espécies vegetais na cura de moléstias, mantida ao
longo dos séculos e, mais recentemente aliada ao desenvolvimento cientifico, tem
propiciado grandes avangos no estudo terapéutico de vegetais e, em consequéncia, na
descoberta de novas drogas. Deste modo, o trabalho fitoquimico tem se tornado de
grande importincia para a ciéncia, através da andlise quimica orginica de espécies
vegetais, a partir da combinagdo de processos de separagdo e purificacdo com técnicas de
analise instrumental.

As familias Loranthaceac e Moraceae possuem géneros, na classificagdo
taxondmica tais como Loranthus, Phrygillantus, Viscum 2 e Morus, Ficus, Cecropia 1 ,
cujas espécies sdo muito utilizadas na medicina popular. Por outro lado, os escassos
conhecimentos cientificos tornam necessario a realizagdo de estudos quimicos e
farmacologicos dessas plantas. Com base nestes argumentos foram selecionadas as
espécies Eubrachion ambiguum (Loranthaceae) e Cecropia catharinensis (Moraceae)
como objetos de estudo e, consequentemente, a realiza¢do deste trabalho.

1.1. Eubrachion ambiguum Hook & Arn

A familia Loranthaceae compreende 40 géneros, com cerca de 1500 espécies, que
distribuem-se em todas as regides tropicais € subtropicais, sendo pouco freqiientes nas
faixas temperadas. Geralmente estas plantas apresentam-se como arbustos ou
subarbustos, sempre parasitando ramos ou raizes’ . O estudo quimico sobre essa familia €
escasso, podendo-se citar, como constituintes fixos ja descritos na literatura, a presenca
de flavonoéides ! , triterpenos pentaciclicos > e fenil—propan(’)ides7 )

O género Viscum, pertencente a familia Loranthaceae, constitui-se num importante
grupo de plantas difundidas largamente na medicina popular como agentes I;ipotensores,

diuréticos e, principalmente, no tratamento de infecgGes renais e pneumonia .

A espécie Eubrachion ambiguum (syn. Viscum ambiguum), é uma Loranthaceae
que ocorre no Uruguai , Argentina em serras das regides Leste ¢ Oeste e no extremo sul
do Brasil. Sobrevive como um hemiparasito nos troncos e galhos de arvores e arbustos,
pertencentes a familia das Mirtaceae (geralmente Feijoa e Stenocalyx sp). No estado do
Rio Grande do Sul, onde é conhecida popularmente sob o nome de "erva de passarinho”,
desenvolve seu habitat exclusivamente sobre a espécie Stenocalyx michelii Berg, uma
Mirtaceae conhecida com a denominagio popular de "pitangueira"3 (Figura 1a).



1.2. Cecropia catharinensis Cuatrecasas.

A familia Moraceae possui cerca de 54 géneros, com aproximadamente 1800
espécies, distribuidas em regiGes tropicais e subtropicais. Em geral apresentam-se como
arvores de grande porte e, menos frequentemente, sob a forma de arbustos °. Os
representantes dessa familia possuem folhas alternadas e pequenas e geralmente contém
latex leitoso, como por.exemplo no género Ficus.

O estudo quimico de espécies integrantes da familia Moraceae tem demonstrado a
presenca de varias classes de compostos, tais como, flavonodides 1011 triterpenos
pentaciclicos'?, cumarinas '*'* e xantonas '>*°.

Cecropia catharinensis é uma espécie de Moraceae conhecida popularmente com
o nome de "embauba" ou "umbauba". Estas plantas sio arvores de médio porte, com
latex, de tronco fistuloso, ramificagdes candelabriformes e apresentam folhas grandes e
palmadas (Figura 1b). Caracteriza-se pela presenca de caule oco e habitado por formigas
do género Azteca, . Varias espécies de Cecropia sio utilizadas na medicina popular,
em forma de chas ou infusGes, no tratamento de afec¢des respiratorias como bronquite,

asma, tosse espamodica, etc ® Devido a essas utilizagdes terapéuticas, as espécies C.
adenopus Mart e C. hololeuca Miq. foram incorporadas em Farmacopéias Argentinas e
Brasileiras '°.

Poucos estudos quimicos de espécies pertencentes ao género Cecropia, tém sido

descritos, podendo-se citar a presenga de triterpenos nas folhas de C. peltata L.ls,
cumarinas no caule de C. lyratiloba Miq.l e um flavonéide glicosidico nas folhas de C.
glaziovii. ' L
Sob o ponto de vista farmacoldgico, foram registradas em C. catharinensis agdes
colinomiméticas bloquedveis por atropina e atividade colinolitica ndo competitiva
Considerando-se que estes dados ndo justificam a utilizacdo desta planta no tratamento
da asma, torna-se necessario a continuagido de estudos complementares.



sura 1. Ramos com folhas de (a)- Eubrachion ambiugum Hook & Arn o (b)- Cecropia catharinensis
' Cuatrecasas,



2. OBJETIVOS DA TESE

As espécies Eubrachion ambiguum (Loranthaceae) e Cecropia catharinensis (Moraceae),
foram objetos de estudo para a realiza¢do de uma investigagdo quimica, que teve como
principais objetivos:

1) Isolar os constituintes fixos, com alto grau de pureza, a partir dos extratos
brutos de C. catharinensis e E. ambiguum, pela otimizagdo e desenvolvimento de
técnicas cromatograficas.

2) Identificar estruturalmente os compostos isolados através de métodos
comparativos ¢ da aplicacdo de métodos fisicos, tais como, UV, IV, espectroscopia de
massa e ressonincia magnética nuclear.

3) Realizar modificagdes quimicas nas estruturas dos compostos isolados para
auxiliar nas caracterizagdes e determinagdes estruturais. Assim, poder-se-a fornecer
modelos para novas rotas de sintese e estudos farmacologicos.

4) Contribuir para estudos farmacoldgicos posteriores das moléculas identificadas
e de seus mecanismos de agdo.



3- PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Material e Métodos

As filtragGes em gel foram realizadas em polimero de dextrana tipo sephadex LH-
20, adquiridos da Merck S.A.

Nas cromatografias em coluna utilizou-se gel de silica Merck 60, com granulagdo
de 35 - 70, 70 - 230 mesh ou 230 - 400 mesh (colunas Flash). Em cromatografias em
camada delgada (CCD) utilizou-se placas Merck 60 F254, RP-8, RP-18 e celulose, com
espessuras 0.2 mm. Nas revelagdes utilizou-se ldmpadas UV 254 e 365 nm, solugio de
acido sulfarico:agua:formol (2:3:1), seguido de aquecimento e reagentes especificos
como ninidrina para aminoacidos, 4cido fosfomolibdico para tocoferéis®?, permanganato
de potassio para agiicares e poli6is e Di-fenil-amina para gluco-lipideos®

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau P.A., adquiridos de Merck
ou Carlo Erba. '

A anilise da composi¢do das misturas de ésteres metilicos dos acidos graxos livres
e alcoois alifaticos, por cromatografia em fase gasosa.

Os pontos de fusdo foram obtidos em aparelho Kofler com microscopio, € ndo
foram corrigidos. _

Os espectros de massas foram obtidos num espectrometro VG 70EQ, sob impacto
de feixe eletronico a 70 ev, equipado com FAB - registro positivo (matriz de glicerol +
NaCl). _

~ Os espectros de RMN de 1H foram obtidos em um espectrometro ; utilizando-se - =

TMS como referéncia interna. Os espectros de RMN de 13C foram obtidos em
espectrometros Varian Gemini 300 e Varian XL 300, operando em 75 MHz.
Cromatografias gasosas foram realizadas em um cromatégrafo CG HP 5890 com
detector de massa HP 5988 A. A temperatura de inje¢do foi de 220°C, e a temperatura da
coluna de 70 a 200°C, com velocidade de 40 °C/min.
As rotagdes Opticas foram obtidas num polarimetro digital Perkin Elmer 243.

3.2. Eubrachion ambiguum.

3.2.1. Coleta e identificacio do material botanico.

A espécie Eubrachion ambiguum foi coletada no més de setembro de 1991, no
municipio de Sdo Vicente do Sul, RS. A identificagdo do material botinico foi realizada



pelo Prof. Dr. Adelino A. Filho, do Departamento de Botinica da UFSM. Uma escicata
foi depositada no Herbario do Departamento de Botinica - UFSM, sob o n. 436.

3.2.2. Extracio ¢ obtencio do extrato bruto.

O material boténico foi secado a temperatura ambiente ¢ moido a fino grdo, tendo
sido obtido 2800 g. Este material foi mantido em maceragdo com MeOH, durante 5 dias
e posteriormente percolado. Apos, o solvente foi destilado a pressdo reduzida resultando
em 250 g, 8.67 % em peso do material inicial, de um sélido escuro, denominado de
extrato bruto.

3.2.3. Fracionamento do extrato bruto.

O extrato bruto foi dividido em duas partes, pesando 125 g cada parte. Uma das
partes do extrato bruto foi dissolvido numa solugdo de metanol:agua (8:2) e, uma parte
do material, 38.5 g, que manteve-se solida e foi filtrada. A mistura sélida assim obtida foi
denominada fragdo SL1 e analisada. O restante do extrato sofreu parti¢cdo em varios
solventes, com graus crescentes de polaridade, conforme esquema I, resultando em
diferentes extratos, que foram posteriormente fracionados (Tabelas 1 a 5).

- 3.2.4. Purificagdo da fracdo SL1 - fase s;’)liiia#p;erc“ipitada do extrato bruto.

A fragdo SL1 foi dissolvida numa mistura de agua-acetona (1:3), ¢ mantida em
repouso por 20 h, sendo em seguida filtrada. Foram obtidos 23.13 g de cristais incolores,
com formato de agulhas, soliveis em agua, com rendimento de 0.74 % em relagdo ao
peso de planta seca e 15%, em relagdo ao peso do extrato bruto. Foi codificado como
INS-164 e analisado por métodos espectroscopicos.

RF: 0.85 (acetonitrila-agua, 30%)

P.F.: 164-165 ©C; Lit. (167-169°C)**

[o]D=+23 (20 °C; ¢=0.5) s Lit (+20) ®

RMN de 1H, (300 MHz, D50): & (ppm)= 3.62 (1H, dd, J=5.5 e 11.4 Hz); 3.69
(1H, dd, J=2.4 e 8.6 Hz); 3.72 (1H, m); 3.75 (2H, d, J=8.6 Hz); 3.82 (1H, dd; J=2.4 ¢

11.4 Hz).
6



RMN de 13C (APT; 300 MHz, D70; Tabela 17): § (ppm)= 66.02 (2CH»); 72.05
(2CH) e 73.61 (2CH).

Esquema I. Fracionamento do extrato bruto.

Extrato bruto (124 g)

‘MeOH : H20 (8:2)
Extrato bruto diluido — Fragdo SL1

Hexano (6 extragGes)

Extrato Hexano (8.2 g)

Destilacdo do MeOH

Residuo aquoso

/ | \

HCCl, EtOAc BuOH
(8 extragdes) (6 extragdes) (6 extragdes)
Extrato HCCl3 Extrato EtOAc Extrato BuOH
(5.86 ) (25.46 g) (37.15g)



3.2.5. Estudo do extrato hexinico de E. ambiguum - isolamento e purificacio.

Uma aliquota de 0.5 g do extrato hexénico foi analisada em CCD, com diferentes
solventes, a fim de otimizar os sistemas de elui¢do para determinar os eluentes mais
apropiados, para colunas cromatograficas. Assim, 8.3 g de extrato hexinico foi aplicado
em coluna de silica gel ($=70 cm; h=3 cm) empacotada com benzeno. As fragdes foram
reunidas de acordo com monitoramento em CCD, concentradas a pressio reduzida e,
entdo analisadas (Tabela 1). As fragdes solidas obtidas foram purificadas por
recristalizag@o ou refracionamento em colunas cromatograficas e/ou placas preparativas.

Tabela 1. Fracionamento e compostos isolados do extrato hexanico de E. ambiguum.

eluente* fragdes (mg) Comp. isolados Analise**
B 1-4 (251)
B 5-9 (354)
B 10-11 (340) EH-21 (75) 419
| EH-10 4.1.4
B+A (9:1) 12-14 (2321)
(EI-14-Tabela 2)
B+A (9:1) 15-22 (827) HS-11 (57) 4.1.3
{B+tA(9:1) - _ [23-30(639) - - - (TE-23(44) ~ = 1412 o
B+A (9:1) 31-44 (535)
B+A (8:2) 45-49 (399)
B+A (1:1) 50-60 (275)
B= benzeno

* A= acetato de etila
**. Os nimeros indicados referem-se aos itens do capitulo "Apresentagdo e discussdo
dos resultados", onde cada composto sera analisado.

3.2.5.1. Isolamento da mistura de ésteres graxos - EH-21

A fragdo 10-11 (340 mg, Tabela 1), obtida do fracionamento do extrato hexéanico,
foi recromatografada em coluna de silica gel (¢=1.5cm; h=25cm), com hexano : benzeno,
3:2, como eluente. Foram obtidos 75 mg de 6leo amarelado, com absorgdo em UV 254
nm e bastante solivel em cloroférmio. Foi submetido a analise em cromatografia gasosa,




em coluna dbwax 50. A Tabela 15 (p. 60) apresenta a composi¢do percentual das
misturas de ésteres graxos em EH-21.

3.2.5.2. Obtencio do triterpeno pentaciclico TE-23 - 4cido 3-acetéxi, urs-12en,
28-éico.

A fragdo 23-30 (639 mg; Tabela 3) foi filtrada em gel de Sephadex LH-20
(¢=1.5cm; h=35cm) com uma mistura de CHCl;-MeOH, 85:15, para retirar parcialmente
a clorofila e outros pigmentos. As fragGes assim purificadas (139 mg) foram reunidas e
cromatogradas em coluna de gel de silica (¢=1.2cm; h=20cm), eluida com hexano-
acetato 20%, rendendo 44mg de TE-23 puro. S6lido cristalino. PF: 210-213°C.

RF: 0.5 (em hexano-acetato, 8:2)

PF: 215-218 °C.

RMN de 1H (300 MHz, CDCI3): & (ppm)= 0.75 (3H, s,); 0.84 (3H, s); 0.85 (3H,
d); 0.85 (3H, d); 0.95 (3H, s); 1.06 (3H, s); 2.04 (3H, s); 4.49 (1H, m); 5.22 (1H, m).

RMN de 13C (75.5 MHz, CDCl3): Tabela 9 (p. 41).

" EM. m/z (%): 498 (M*); 452 (18); 438 (10); 248 (100); 203 (55); 133 (48); 109
(22); 87 (72).
3.2.5.3. Isolamento do B-sitosterol, HS-11 (6)

HS-11 foi obtido da fragdo 15-22 por recristalizagGes sucessivas em metanol,
sendo identificado como o esterol B-sitosterol (6) . :

PF: 138-142 °C (Lit. 136-138°C) *°
RF: 0.42 (diclorometano-metanol, 95:5)

RMN de 1H (CDCl3, 300 MHz): §(ppm)= 0.67 (3H, s); 0.82 (3H, t, J=7.0 Hz);
0.84 (3H, d, J=7.0 Hz); 0.92 (3H, d, J=7.0 Hz); 1.00 (3H, s); 5.35 (2H, m).



RMN de 13C (CDCl3, 75.5 MHz, Tabela 20): &(ppm)= 11.78; 11.91; 18.71;
18.97; 19.32; 19.76; 21.00; 22.97; 24.22; 25.96; 28.18; 29.04; 31.49; 31.81; 33.84;

36.07; 36.40; 37.19; 39.69; 42.16; 42.22; 45.71; 50.03; 55.97; 56.67; 71.59; 121.54;
140.69.

EM. m/z (%): 414 (M™); 415 (M + 1); 396 (52); 361 (40); 329 (45); 303 (60);
255 (35); 213 (45); 159 (45); 145 (55); 107 (65).

3.2.6. Investigaciio de EI-14 - Substrato hexanico

Um total de 2321 mg, do residuo que constituiu a fragdo 12-14 (denominada EI-
- 14), foi cromatografada em coluna de vidro (¢=2.2 cm; h=53 cm), com 50 g de silica gel,
eluida com proporgdes crescentes de benzeno em hexano segundo a Tabela 2.
PurificagGes de fragdes dessa coluna possibilitou o isolamento de uma série de tocoferdis
conhecidos, a- (8), B- (9), v- (9) e 3-(10) tocoferol, o triterpeno pentaciclico friedelina
(EE-12, 4), os ésteres cindmicos EH-32 (1) e AR-36 (2) e as misturas de acidos graxos
AG-9 e AH-01.

Tabela 2. Cromatografia de EI-14, fragdo 12-14, obtida do fracionamento do extrato
hexanico de E. ambiguum.

Eluente Fragdes (mg) Compostos  |Analise™*
| R B Isolados (mg)

B+H (2:1) 1-12-(135)

B+H (2:1) 13 - 20 (141) EH-10 (107) 4.1.4

B+H (2:1) 21-27(99) EE-12 (121) 4.12
HE-19 (119) 4.14
TO-4 (17) 4.14

B+H (2:1) 28 - 44 (134) FE-7 (33) 4.1.4

B+A (1:1) 45 - 67 (378) AG-9 (158) 419
AH-01 (83) 4.1.9

B 68 - 85 (280)

B+A (95:5.0) 86 - 94 (364) EH-32 (18) 4.1.1
AR-36 (25) 4.1.1

* B= benzeno A= acetato de etila** Os nimeros indicados referem-se aos itens do
capitulo "Apresentagdo e discussdo dos resultados", onde cada composto sera analisado.
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3.2.6.1. Isolamento de derivados cromandis (tocoferdis) de EI-14. EH-10; TO-4;
HE-19; FE-7.

EH-10.

O residuo do eluato 10-11 (310 mg; Tabela 1) foi reunido com a fra¢do 13-20
(141 mg, Tabela 2) e cromatografado através de coluna de silica gel, empacotada com
hexano e eluida com benzeno-hexano (2:3-1:0). As fragcGes menos polares (benzeno-
hexano; 2:3) forneceram 159 mg de um Oleo amarelo intenso, bastante soliivel em
CHCI, que foi denominado de EH-10. As analises fisicas desse composto permitiram
identificd-lo como sendo o 2,5,7,8-tetrametil-2-(4",8",12’ -trimetiltridecil)-6-cromanol
(a-tocoferol, 8). Esse e outros compostos da série foram revelados, em CCD, utilizando-
se acido fosfomolibdico e ldmpada UV>54 nm.

RF: 0.37 (hexano)

RMN de 1H, (300 MHz, CDCI3; Figura 6): &(ppm)= 0.84-0.87 (12H, 6d, J=6.5
Hz); 1.22 (3H, s); 2.10 (6H, s); 2.14 (3H, 5); 2.6 (2H, m); 4.32 (1H, s).

RMN de 13C, (75.5 MHz, CDCl3): tabela 13 (54).

TEM. m/z (%): 430 (M), 431 (M+1), 432 (M+2) 250 (15) 205 (15) 165 (100);
137 (12); 109 (18).

TO-4 e HE-19.

As fragdes 21-27 que foram resultantes do fracionamento de EI-14 (Tabela 2),
foram eluidas com benzeno : hexano (2:1) e apresentaram em CCD a presenga de trés
compostos: dois mais abundantes, com RF muito proximos, € um terceiro em menor
quantidade relativa. A recristalizagio desta mistura possibilitou a separagdo do terceiro
componente, que cristalizou-se em forma de agulhas incolores (EE-12; 3.3.5.1.c). Os
outros dois compostos permaneceram na 4gua mie e¢ foram separados por placas
preparativas de silica gel, eluidas com hexano-acetato de etila, 95:5. Ambos
apresentaram absorgdo intensa em luz UV 254 nm e reagdo positiva com 4cido
fosfomolibdico. Apresentaram aspecto oleoso e forte coloragdo amarelo-laranja. Foram
denominados HE-19 e TO-4 e identificados como 2,5,8-tetrametil-2-(4",8",12°,-
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trimetiltridecil)-6-cromanol ~ (B-tocoferol, 9) e  2,5,7,8-tetrametil-2-(4',8",12",-
trimetiltridecil)-6-cromanol (y-tocoferol, 10), respectivamente.

HE-19:
RF: 0.34 (hexano).

RMN de 1H, (300 MHz, CDCl3; Figura 8): 5(ppm)=0.83 - 0.87 (12 H, 64, J=6.5
Hz); 1.23 (3H,s); 2.10 (3H, s); 2.13 (3H, s); 2.65 (2H, t; J=7.0 Hz); 4.75 (1H, s); 6.37
(1H, s).

RMN de 13C (75.5 MHz, CDCl3): Tabela 11 (p. 54).

EM. m/z (%): 418 (M+2); 417 (M+1); 416 (100, M*); 191 (28); 167 (32); 151
(98); 111 (34).

TO-4:
R.F: 0.25 (hexano)

RMN de 1H (300 MHz, CDClg; Figura 7): 8(ppm)= 0.75 - 0.87 (12 H, 6d, J=6.5
Hz), 122 (3H, 5); 208 (3H, 5) 210 (3H, 5); 260 (2H, ©, 6.8 Hz); 421 (L H, 9; 6.48
C(AHs. - - — - - - s _'

RMN de 13C (75.5 MHz, CDCl3): Tabela 11(p. 54).

EM. m/z (%): 418 (M+2); 417 (M+1); 416 (M™*; 100); 279 (15); 191 (30); 167
(30); 151 (92); 85 (40).

FE-7

Este composto foi também obtido do refracionamento de EI-14 (Tabela 2), em
coluna de silica gel, das fragdes 28-44, eluidas com benzeno-hexano (3:1). Foi purificado
através de filtragdo em silica gel, utilizando-se hexano-acetato de etila (4:1), como
sistema eluente. Composto oleoso, de forte coloragdo alaranjada e bastante soliivel em
CHCl;. Foi identificado através de métodos fisicos como sendo 7-metil-2-(4',8,12,-
trimetiltridecil)-6-cromanol (3-tocoferol, 11).

RF: 0.18 (hexano).

12



RMN de 1H (300 MHz, CDCl3; Figura 9): & (ppm): 0.78 - 0.95 (12 H, 6d, J=6.5
Hz); 1.25 (3 H, s); 2.12 (3H, s); 2.68 (2 H, m); 6.38 (1H, d, J=2 Hz); 6.51 (1H, d, J=2
Hz).

RMN de 13C (75.5 MHz, CDCl3): 8(ppm)= Tabela 11 (p. 54).

E.M. m/z (%): 430 (M™); 416 (M*); 402 (M*); 388 (M*); 374 (M™*); 360 (M™*);
164 (100); 147 (65); 120 (36); 107 (28).

3.2.6.2. Isolamento do triterpeno friedelina (4) - EE-12.

O composto EE-12 foi obtido puro através de sucessivas recristalizagSes em
benzeno, das fragbes 21-27, provenientes do refracionamento de EI-14, em coluna silica
gel (Tabela 2). Obteve-se 35 mg de EE-12, que recristalizou em acetato de etila,
formando cristais incolores, com formato de agulhas, soliveis em CHCl;. Apresentou
RF= 0.75, em benzeno-acetato de etila (9:1). Foi detectado em CCD através de H,SO, e
vapores de iodo. A estrutura de EE-12 foi correspondente ao triterpeno denominado
friedel,3-ona (4).

P.F. 295 °C (Lit 287 °C)*"
RF: 0.75, em benzeno-acetato (9:1)

EM. m/z (%): 426 (M'); 411 (M-Me, 25), 302 (48), 273 (70); 259 (20), 246-(45), -
- 2327(48), 218 (55), 205 (68), 179 (63), 125 (87), 109 (78).

RMN de 'H (300 MHz; CDCL): (ppm)= 0.72 (3H, s); 0.86 (3H, s); 0.87 3H, 4,
J=6.0 Hz); 0.95 (3H, s); 1.00 (3H, s); 1.05 (3H, s); 1.18 (3H, s); 1.25 (3H, s).

RMN de *C (75.5 MHz , CDCl;): Tabela 9.

3.2.6.3. Isolamento dos ésteres cinimicos EH-32 (1) ¢ AR-36 (2).

. A mistura de EH-32 e AR-36 foi obtida das fragdes 86-94, eluidas em hexano-
benzeno (1:1), provenientes do fracionamento de 12-14 ( EI-14, Tabela 2). Em CCD
esses compostos apresentaram RF muito proximos e foram separados por placas
preparativas de silica gel, impregnadas com parafina liquida, em fase reversa, preparadas
conforme abaixo descrito.
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3.2.6.3.1. Preparaciio de placas preparativas, em fase reversa, para separagio
de ésteres cinimicos.

Seis placas de silica gel, 0.5 mm, foram mergulhadas em uma mistura de parafina
liquida, em éter de petréleo (15 %). O solvente foi removido em corrente de ar e as
misturas dos ésteres EH-32 e AR-36 aplicadas. As placas foram eluidas com uma mistura
de metanol-agna (3:2). Foram obtidas 29 mg de EH-32 (1) e 35 mg de AR-36 (2). Os
compostos EH-12 e AR-36 apresentaram comportamento fisico ¢ quimico bastante
similar: soliveis em CHCl; , recristalizaram em acetona, formando cristais incolores,
aciculares, que fundiram a 212 (EH-32) e 178 °C (AR-36), aroma caracteristico de éster
e RF 0.65 (EH-32) e 0.55 (AR-36), em benzeno-acetato, a 5%.

EH-32
P.F. 212 °C.

R.F.: 0.6, em benzeno-acetato (95:5).

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3; Figura 1-a): 3(ppm)= 0.85 (w-CHj3, t) 1.25 (w-
CH, ); 1.70 (2H, m); 4.20 (2H, t, J=6.5 Hz); 6.30 (1H, d, J=16 Hz); 6.85 (2H, d, J=8.5
Hz); 7.45 (2H, d, J=8.5 Hz); 7.65 (1H, d, J=16 Hz).

-~ AR-36:
P.F. 176 °C.
RF:0.45, em benzeno-acetato (95:5).

UV: Amax 228; 307 nm.

RMN de 'H (300 MHz; CDCls; Figura 1-b): 8(ppm)= 0.85 (w-CHj; t), 1.25 (w-
CH,); 1.70 (2H, m); 4.11 (2H, t, J=6.5 Hz); 5.83 (1H, d, J=11 Hz); 6.80 1H, d, 8.5 Hz);
6.83 (14, d, J=16 Hz); 7.63 (1H, d, J=8.5 Hz).

3.2.632. Reagio de hidrélise basica ** em EH-32 e AR-36

Os ésteres EH-32 (10 mg) e AR-36 (10 mg) foram adicionados a uma solugio de
MeOH-NaOH (5%) a temperatura ambiente. Apds o término da reagdo a mistura foi
resfriada e os alcoois alifaticos liberados através da adigido de HCI (0.1 N), até pH ~1.0, ¢
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sucessivas extragdes com hexano. A remogio do solvente, sob pressio reduzida, forneceu
dois residuos que foram purificados, separadamente, em coluna cromatografica de silica
gel (em CHCl3), rendendo 6 ¢ 4 mg de misturas, de alcoois alifaticos, derivadas

respectivamente de EH-32 e AR-36.

3.2.6.4. Obtengio das misturas de dcidos graxos - AG-9 e AH-01.

A mistura de acidos graxos AG-9 e AH-01 foi isolada das fragcées 45-47, eluidas
em benzeno e provenientes do fracionamento de EI-14 (Tabela 2). Foram obtidos 158 mg
de AG-9 ¢ 83 mg de AH-01. As misturas (AG-9 e AH-01) foram metiladas com
diazometano, conforme abaixo descrito, € entdo analisadas por CG, para identificagdo e
determinagéo das proporg¢des relativas dos respectivos acidos graxos presentes em AG-9
e AH-01 (Tabela 13, p. 60)

3.2.6.4.1. Analise das misturas AG-9 e AH-01 por CG.

As misturas de acidos graxos AG-9 e AH-01 foram metiladas com uma solugéo de
CH,N, em éter etilico. Os produtos obtidos (264 mg de AG-9 ¢ 179 mg de AH-01)
foram submetidos, respectivamente, a andlise por cromatografia em fase gasosa, em

coluna dbwax 50. A Tabela 13 (p 60) apresenta a composu;ao percentual das misturasde = .

esteres metilicos. =~ . . - . -

3.2.7. Tratamento do extrato cloroformico obtido do extrato bruto de E. ambiguum -
isolamento e purificac#io. :

O extrato cloroformico seco (5.8 g) foi adsorvido em silica (1:1) e aplicada sob uma
coluna de silica gel (¢= 3.5 cm; b=90 cm), empacotada com cloroférmio. Como solvente
de eluigdo inicial utilizou-se cloroférmio que foi posteriormente substituido por misturas
de cloroférmio-metanol, com aumento relativo de polaridade. As fragdes foram reunidas
conforme suas semelhangas em RF e os solventes evaporados por pressdo reduzida. As
purificagdes das fragdes foram realizadas por refracionamentos, em colunas de gel de
silica ou através de placas preparativas. A Tabela 3 apresenta os procedimentos e
resultados do fracionamento do extrato cloroférmico, as fragGes estudadas, os compostos
isolados, bem como as se¢Bes, do capitulo Discussido e Resultados, onde os produtos sdo
analisados.
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Tabela 3. Fracionamento do extrato cloroférmico de E. ambiguum.

Eluente * Fragoes (mg) Comp. Estud. (mg) | Andlise **
(Disc. e Res.)
C 1-6(59)
C 7-11 (25) MAC-7 (25)
C 12-15 (258) HS-11(86) 4.1.3
C-M (5 %) 16-41 (217) EC-16A (48) 4.1.2
C-M (5 %) 42-49 (229) EC-30 (56) 4.1.7
EC-50A (18) 4.1.6
C-M (10 %) 50-53 (737)
C-M (10 %) 54-65 (923) EA-54 (175) 4.13
C-M (10 %) 66-79 (521) :
C-M (10 %) 80-81 (114) .
C-M (A5 %) 82-83 (1570) EC-36 (135) 4.1.5
C-M (30 %) 84-89 (438)

* C -cloroférmio; M - metanol

** _os nimeros indicados referem-se aos itens do capitulo "Apresentagio e dlscussao

- dos resultados™, onde cada composto ser analisado.

3.2.7.1. Obtencio do triterpeno pentaciclico EC-16A - (3)

acido 3—hidr6xi,

A20,29

-lupen, 28-éico.

A purificagdo da fragdo 16-41 (217mg; Tabela 3) em coluna de gel de silica
(¢=1.2cm; h=25cm), eluida com cloroférmio-metanol (95:5), proporcionou a obtengdo de
48 mg de EC-16A. Este composto foi recristalizado em cloroférmio-metanol e
apresentou-se como um solido cristalino.

RF: 0.60 (em cloroférmio-metanol, a 95:5)

PF: 275 °C (Lit. 280 °C)®.
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RMN de 1H (300 MHz, CDCIl3): & (ppm)= 0.81 (3H, s); 1.01 (3H, s); 1.05 (3H,
s); 1.07 (3H, s); 1.23 (3H, s); 1.80 (3H, s); 2.65 (1H, dd); 4.80 (2H, dd).

RMN de 13C (75.5 MHz, CDCl3): Tabela 9 (p. 41).

EM. m/s (%): 456 (M™); 411 (23); 395 (20); 302 (25); 287 (18); 248 (70); 234
(50); 219 (40); 207 (78); 203 (50); 189 (100); 187 (30).

3.2.7.2. Fracionamento da fracio 42-49 - isolamento de derivados fendlicos
EC-30 (15) e EC-50A (14).

A fracgio 42-49 (229 mg; Tabela 3) foi cromatografada em coluna de gel de silica
(¢=1.2 cm; h=25 cm), eluida com benzeno-acetato de etila, com aumento relativo de
concentragdo. As fragGes eluidas com benzeno-acetato (95:5), foram reunidas e
evaporadas a pressdo reduzida resultando em 56 mg de um sélido incolor, que foi
denominado EC-30 e identificado como 2,4-hidréxi, 6-metéxi, acetofenona (15,
denominada de xantoxilina) %,

PF: 104 °C.

RF: 0.4 (em hexano-acetato, 9:1) -~ -~ -~

RMN de 1H (300 MHz, acetona-dg; Figura 15): 8(ppm)= 2.61 (3H, s); 3.02 (6H,
s); 3.85 (3H, s); 5.91 (1H, d, J=2.4); 6.06 (1H, d, J=2.4).

RMN de 13C (75.5 MHz, acetona-dg): 32.91; 55.51 (x 2); 90.71; 93.43; 105.96;

162.87; 166.05; 167.56; 203.14 (Figura 16, p. 70).  EM. m/z (%): 196 M™); 197 M
+ 1); 181 (100); 149 (20); 138 (10); 123 (10).

Das fragbes subsequentes (eluidas com benzeno-acetato de etila, 9:1) foi possivel
o isolamento de 18 mg de um composto de coloragdio amarelo-laranja, que apresentou
absor¢do intensa em luz UV254 nm. Foi codificado como EC-50A e sua estrutura
correspondeu ao composto 5,7,4' trihidréxi-flavanona, 14 (naringenina)

PF: 249 °C.
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RF: 0.85 (em benzeno-acetona de etila, 1: 1)

RMN de 1H (300 MHz, acetona-dg; Figura 13): 3: 2.73 (1H; dd, 2.95 ¢ 16 Hz);

3.18 (1H, dd; 13 e 16 Hz); 5.45 (1H, dd, 2.95 ¢ 13 Hz); 5.96 (2H, d, 2.3 Hz); 6.90 (2H,
d, 8.7 Hz) e 7.39 (2H, d, 8.7 Hz).

RMN de 13C (75.5 MHz, acetona-dg; Tabela 14): S(ppm)= 43.12; 79.13; 95.67

(2C); 96.53; 115.66 (2C); 127.90 (2C); 129.55; 157.42; 161.80; 163.33; 163.50; 196.11
(Tabela 14, p. 65).

3.2.7.3. Glicolipideos presentes no extrato cloroférmico de Eubrachion ambiguum.
EC-36 (12).

A fragdo 82-83 (1570 mg; Tabela 3) foi filtrada em uma coluna de sephadex LH-
- 20, eluida com CHCl3-MeOH, 30%, com o intuito de eliminar o excesso de pigmentos
presentes. As fragbes semi-purificadas foram reunidas (890 mg) e cromatografadas em
coluna de silica gel (¢=1.5 cm; h=55cm) utilizando-se CHCl; : MeOH, 9:1. Obteve-se,
dessa maneira, 135 mg de um residuo oleoso, de coloragio amarela, pouco solavel nos
solventes organicos usuais. Em CCD, o composto EC-36 foi detectado com solugido de
difenilamina, reagente especifico para glicolipideos, e foi identificado como sendo uma
mistura de digalactosil-diacil-glicerois, 12 .

RF: 0.7 (em cloroférmio-metanol, 7 : 3).

RMN de 1H (300 MHz, piridina-ds): &= 0.95 (t, 6.8 Hz); 1.25 (sl); 1.63
(m); 2.10 (m); 2.36 (t, 7.0 Hz); 2.92 (m); 3.58 (d, 9.7 Hz); 4.02 (dd, 9.7 ¢ 4.9 Hz); 4.14 -~
4.76 (m); 5.1 - 5.7 (m).

RMN de 13C (75.5 MHz, piridina-ds): Tabela 14.
FAB-EM m/z: 909 (M + Na)*.
3.2.7.3.1. Acetilacido de EC-36
Noventa e trés mg de EC-36 foram tratados com 0.8 ml de piridina e 1.3 ml de
anidrido acético. A solugdo permaneceu sob agitagdo durante dez horas, 3 temperatura
ambiente. Os produtos da reagdo foram extraidos com cloroférmio, lavados com agua e

concentrados sob pressio reduzida. Apds cromatografia em coluna de silica gel,
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utilizando-se benzeno : cloroférmio (1:1), como sistema de elui¢do, obteve-se um total de

58 mg de EC-36 acetilado. As anilises de RMN de !H comprovam o inserimento de
grupos -OAc em 12, através dos sinais entre 2.0 e 2.2 ppm.

3.2.7.3.2. Hidrélise alcalina de EC-36 - Obtencdo da mistura de icidos graxes
livres e separacio do residuo digalactosil-glicerol:

Uma solugdo de EC-36 (249 mg) em MeOH (10 ml) foi tratada com 10 ml de
NaOMe-MeOH, (95:5), a temperatura ambiente. Apds o término da reagdo a mistura foi
resfriada e os acidos graxos liberados através da adigdo de HCI (0.1 N), até ph ~1.0, e
sucessivas extra¢gdes com hexano. A remogdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu
159 mg de um residuo, que foi purificado em coluna cromatografica de silica gel (em
CHCI13), rendendo 72 mg de um produto, que foi denominado HID-36.

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): §(ppm)= 0.87 (3H, t, ]=6.8 Hz); 0.97 (3H, t,

=6.8 Hz); 1.60 (2H, m); 2.15 (2H, m); 2.34 (2H, t, }=7.4 Hz); 2.80 (2H, t, J=5.37 Hz);
5.35 (6H, m).

RMN de 13C (75.5 MHz, CDCl3): 8(ppm)= 14.28; 20.56; 24.66; 25.53; 25.62;
27.20; 29.03-29.70; 34.06; 127.11;127.74; 128.24; 128.28; 130.24; 131.95; 180.13.

Apés remogdo dos acidos livres por extragio com hexano, o hidrolisado foi

desionizado através da passagem da solugdo aquosa, sob uma coluna contendo resina
" Amberlite IR 120, na fase hidrogénio, e entdo através de uma IR 400, na fase hidroxido.
A solugdo aquosa neutra foi entdo liofilizada fornecendo um residuo sélido, que foi
purificado por coluna cromatografica de silica gel (CHCl3:MeOH:H7O, 6:4:1). O

rendimento foi 35 mg de um 6leo incolor, identificado como o glicerol ligado & um
digalactosideo em sn-1.
RF: 0.35; em cloroformio-metanol, 70:30.

RMN de 1H (300 MHz, D>0; Figura 10): &(ppm)= 3.4 - 4.5

RMN de 13C (75.5 MHz, D,0; Figura 11):64.00; 65.14; 69.12; 71.04; 71.48;
72.03; 72.22; 73.23; 73.58; 73.65; 73.82; 75.41; 75.80; 101.05; 105.87.

3.2.7.3. Reacio de metilacio em HID-36

Uma solugio de 5 ml de CHyN», em éter etilico, foi adicionada 4 72 mg de HID-
36, 4 temperatura ambiente. A mistura permaneceu em repouso por duas horas e entdo o
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solvente foi evaporado sob pressio reduzida. O produto metilado obtido foi purificado
através de coluna de silica gel, eluida com clorofémio-hexano (6:4), rendendo 78 mg de
HID-36Me.

RMN de IH (300 MHz, CDCl3): 8(ppm)= 3.1 ppm (COOMe).

RMN de 13C (75.5 MHz, CDCl3): 8(ppm)= 51.45 (COOMe); 174.22 (COOMe).

3.2.7.4. Anidlise dos ésteres metilicos dos acidos graxos liberados na
saponificacio de EC-36.

Os ésteres metilicos liberados na saponificagdo de EC-36, foram esterificados e
entdo sujeitos a analise por cromatografia em fase gasosa, utilizando coluna dbwax 60.
Identificou-se, dessa maneira, as composi¢des relativas das respectivas cadeias acilicas
presentes em EC-36 (Tabela 15, p.60).

3.2.7.5. Isolamento do esterol pB-sitosterol-2-O-B-D-glucopiranosideo de E.
ambiguum - EA-54 (7).

A fragdo 54-65 (923 mg; Tabela 3) foi filtrada em coluna de sephadex; eluida com

- cloroférmio-metanol (8:2), para eliminar o excesso de clorofila. As fragdes semi-
purificadas foram reunidas e diluidas em uma mistura de cloroférmio-metanol para
precipitar 175 mg de um sélido incolor, de baixa solibilidade nos solventes orgénicos
usuais e que foi identificado como o esterol B-sitosterol-3-O-B-D-glucopiranosideo 3,
7, (EA-54).

P.F. 295-298°C.

RF: 0.71 (cloroférmio-metanol, 90: 10)

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3; Figura 5; Tabela 19): 8(ppm)= 0.67 (3H,s); 0.88
(3H, t, J=7.3 Hz); 0.89 (3H, d, J=7.0 Hz); 0.93 (3H, s); 1.00 (3H, d, J=6.5 Hz); 2.11 (1H,
m); 2.72 (1H, dd, J=6 e 12 Hz); 3.95 (1H, m); 4.04 (1H, t, 7.8 Hz); 4.27 (2H, m); 4.39
(1H, dd, J=5.2 e 11.5 Hz); 4.54 (1H, dd, J=2.0 e 11.5 Hz); 5.21(m).

RMN de 13C (75.5 MHz, CDCl3): §(ppm)= Tabela 20, p. 107).
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3.2.8. Fracionamento e compostos isolados do extrato em acetato de etila de E.
ambiguum,

Uma aliquota de 0.2 g, do extrato em acetato de etila, foi diluida em metanol e
analisada em CCD, em diferentes sistemas de solvente, com varios reagentes de
deteccdo. Esta analise fitoquimica preliminar foi realizada com o intuito de identificar
algumas classes de compostos presentes neste extrato. Detectou-se dessa forma, a
presenga de fendis ou polifendis, através da coloragdo rosa desenvolvida com vanilina.
Assim, 3.5 g de extrato acetato de etila foi fracionado em coluna de gel de silica,
desativada com 5 % de H,O. Como sistema de eluicdo utilizou-se acetato de etila-
metanol, com aumento relativo de polaridade. As fragdes foram reunidas conforme
semelhangas em CCD e entdo concentradas sob pressdo reduzida. A Tabela 4 apresenta o
procedimento utilizado no fracionamento do extrato em acetato de etila, listando os
compostos isolados.

Tabela 4. Fracionamento do extrato em acetato de etila de E£. ambiguum.

FEluente* Fragdo (mg) Comp. Estudados Discussdo**
A 1-2 (105)
A 3 (808) .
A 4535y - --1 - - -
'A+M (5%) 6-14 (597) | ES-71 (190) 4.1.6.2
A+M (5%) 15-25 (108) 1G-14 leucoanto-
' cianidinas
* A= acetato
* M= metanol

** Refere-se a secgdo do capitulo "Apresentacdo e discussdo dos resultados”, onde os
itens serdo discutidos.

3.2.8.1. Isolamento de 3', 4', 5, 7, tetrahidréxi flavenol (13) - ES-71

Purificagdo da fragdo 6-14 (597 mg; Tabela 4) em coluna de silica gel (¢=1,5cm;
h=45cm) eluida com acetato de etila:metanol (95:5), possibilitou o isolamento de um
composto solido, de coloragio vermelha, bastante solivel em acetona, que foi
identificado como o flavonol (+)- catequina *2.
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PF= 124 ©C.

R.F.= 0.65 (acetato-metanol).

RMN de 1H (300 MHz , acetona-ds, Figura 13): & (ppm)=2.53 (1H, dd, J=8.25 ¢
16 Hz); 2.91 (1H, dd, J=5.0 e 16 Hz); 4.02 (1H, m); 4.56 (1H, d, J=7.5 Hz); 5.87 (2H, 4,
J=2.3 Hz); 6.02 (2H, d, J=2.3 Hz); 6.75 (1H, dd; J=2.0 ¢ 8.1 Hz); 6.80 (1H, d, J=8.1);
6.90 (1H, d, J=2.0 Hz).

RMN de 13C (75.5 MHz , em acetona-ds , Tabela 14): & (ppm)= 27.74; 67.28;
81.63; 94.37; 95.08; 99.56; 114.20; 114.68; 118.98; 131.09; 144.57; 144.65; 155.83;
156.15; 156.67.

3.2.9. Fracionamento e compostos detectados no extrate butanélice de E. ambiguum.

Tomou-se 0.5 g do extrato butanélico seco de E. ambiguum e diluiu-se em
metanol, realizando--se varias analises em CCD, com diferentes sistemas de solvente.
Essa andlise fitoquimica preliminar permitiu identificar as diferentes classes de
compostos, presentes neste extrato. Para detecgdo dos compostos em CCD, usou-se
lampada UV, H>SO4 e reagentes especificos como: vanilina para fendis, permanganato
de potassio, para agtcares e poliis e ninidrina, para aminoacidos e peptideos. Apds,
adicionou-se 8 g do extrato butandlico, no topo de uma coluna de sephadex LH-20,
empacotada com metanol ¢ eluida com metanol:agua (8:2). As fragdes de 50 ml, cada, -~ = -
eram concentradas a pressdo reduzida e reunidas conforme semelhancas de RF, de
acordo com a Tabela 5.

Tabela 5. Fracionamento do extrato butandlico de E. ambiguum.

Eluente* Fragdo (mg) Comp. Detectados**

M+H70 (8:2) 1-4 (3400) aminoacidos
peptideos

M+H70 (8:2) 5-6 (354) agucares ou polidis

M+H>0 (1.1) 7-8 (1400) polidis ou agucares
poli-fendis

Hy0 9-16 (609) poli-fendis

*M=metanol

**= compostos detectados através de reagentes especificos, em CCD.
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3.3. Investigacdo quimica de Cecropia catharinensis Cuatrecasas.
3.3.1. Coleta e identificacdo do material botinico.

A espécie Cecropia catharinensis foi coletada no més de maio, no municipio de
Curitiba, PR. A identificagdo boténica foi realizada pelo Prof. Dr. Gert G. Hatscbach, do
Depto de botanica da UFPR. A espécie de referéncia foi depositada no museu horto
botanico da Prefeitura Municipal de Curitiba, sob o n. 477.

3.3.2. Extragio e obtengio dos extratos brutos de C. catharinensis.
Folhas, caule e raizes de C. catharinensis foram secos & temperatura ambiente,
moidos a finos grios e deixados, separadamente, em maceragdo nos devidos solventes,

em ordem crescente de polaridade. Apds, foram percolados € o solvente eliminado a
pressdo reduzida, obtendo-se varios extratos brutos, conforme demonstra a Tabela 6.

Tabela 6. Extratos brutos obtidos dos varios drgios vegetais de C. catharinensis.

Extrato - solvente Folhas - peso (g) Caule - peso (g) Raizes - peso (g) -
[Extr. hexanico 231 23 1.2
Extr. CHyCh 8.2 25 22
Extr. AcOEt 8.9 1.2 2.8
Extr. BuOH 40.0 27.0 2.8

3.3.3. Procedimento geral utilizado no fracionamento dos extratos brutes das folhas,
caule e raizes de C. catharinensis.

Aliquotas dos extratos em hexano, CH)yCly, AcOEt das folhas, raizes e caule de

C. catharinensis, foram analisadas em CCD, com o intuito de otimizar sistemas de
solvente, para analises cromatograficas. Os extratos foram, entdo, fracionados em
colunas de gel de silica, empacotadas e eluidas nos sistemas de solvente apropiados. As
fragSes (50 ml, cada) foram coletadas em coletores automaticos, programados segundo a
velocidade de gotejamento da coluna. Apds minuciosas analises em CCD, as fragdes
foram reunidas conforme semelhangas de RF e concentradas a pressdo reduzida.
Algumas fragdes foram recromatografadas através de colunas ou TLC preparativas,
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enquanto outras, contendo s6lidos em razoaveis graus de pureza foram recristalizadas. Os
extratos em diclorometano e acetato da etila, das folhas de C. catharinensis, foram
inicialmente filtrados em Sephadex LH-20, utilizando-se metanol-dgua, 2:8, como
sistema de elui¢do, para eliminar o excesso de clorofila. A Tabela 7 mostra o
fracionamento dos extratos brutos, dos varios orgdos da espécie C. catharinensis, bem

como os compostos isolados e analisados.

Tabela 7. Fracionamento dos extratos brutos de C. catharinensis.

orgdoda | extrato coluna: | sistemade | Fragoes comp. PF°C **andlise
planta | (2) $lem); | eluicao* | (mg) isol. (mg)
h(cm);
. silica(g)
RAIZE | acet. etila | 2.2; H+A (6:4) | 1-7(178)
S (20g) | 5342 H+A (4:6) | 8-11(63)
: H+A(4:6) | 12-13(146) | BB-5(36) | 255-260 | 4.2.12
H+A®4:6) | 14-18(51) :
H+A(3:7) [ 19-30(170) | CC-5(53) | - 424
H+A(2:8) |31-37(83) |K-31(83) [280-285 |4.2.11
H+A(2:8) |3840(58) | EA-4(26) | 282-286 | -
A 4145(237) | DI-3(28) |275-278 |[424
CH,Cly D 1-3(138) |
@.2) 2.2; 53; | D¥M(5%) | 4-6(70)- - - |EG-1(16) 138-140 | 4.24
IR R CG01(24) | 157-159 |[4.23
D+M(5%) | 7-15(660) | AB-6(27) | 126-130 [4.2.12
CC-5(pres) 4242.
BB-5(pres)
A-33(20) | 110-115
EC-6(17) | 130-135
D+M(5%) | 16-23(146) 42.2.
D+M(9:1) | 24-26(129) 422.
D+M(@8:2) | 27-31(242) | DI-3(43)
M 31-40(85)
Hexano B 1-7(290)
(13) B+A(9:1) |8-10318) | EG-1(130)
22; 53;| B+A(8:2) | 11-14(130) | CG-01(12)
10 B+A(7:3) | 15-17(182) | DE-2(32) | 125-128
A 18-20(66)
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Acet.

CAULE 20; 35,|C 1-8(160)
etila 15 C+M(5%) | 9-10(49) AB-6(12)
1.5 J-14(16) 277280 | 4.2.4.
C+M(5%) | 11-12(214) | CC-5(32)
C+M(9:1) | 13-15(105) | BB-5(59)
C+M(9:1) | 16-19(108)
C+M(8:2) | 20-21(129) | DI-3(61)
CHM(1:1) | 22-25(78)
M 26-30(187)
C 1-8(124)
CHyCl, |2.5; 55 C 9-19(127) EG-1(32)
@5 |40 C 20-24(100) | EC-4(72) 42.4
C+M(5%) | 25-28(73) CG-01(18)
J-14(39)
C+M(5% | 29-32(39)
C+M(8:2) | 3341(224)
CHM(1:1) | 42-50(195)
FOLHA Acet. 3.0 H+A(9:1) | 1-4(266)
S etila 64;115 | H+A(8:2) | 5-6(56) .
(5.0) H+A(8:2) | 7-12(548) EC4(pres)
J-14(pres)
H+A(7:3) | 13-22(135)
H+A(®6:4) | 23-31(620) | BB-5(17)
K-31(18)
H+AG3:7) | 32-35(860) | DI-3(30)
A 36-40(489)
| . Db 137700 - |- - - - - B
T T CHCL, | 3.0 D 4(93)
(5.0) 64;100 D+M(5%) | 5-8(507)
D+M(5%) | 9-13(430)
D+M(5%) | 14-18 1-14(20)
(1430) EG-1(22)
EC-4(76)
D+M(5%) | 19-20(107) | CC-5(19)
D+M(9:1) | 21-25(87) DI-3(60)
D+M(7:3) | 26(584)
H+A(5%) | 1-6(729)
Hexano H+A9:1) | 7-8(160)
2.0) 2.2;53; | H+A(8:2) | 9-14(358) EG-1(129)
25 H+A(7:3) | 15-20(434)
H+A(®6:4) | 21-25(498)
A 26-28(130)

*A:acetato de etila

H:hexano
C:cloroformio
M:metanol
D:diclorometano
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B:benzeno
**.Os numeros referem-se aos itens do capitulo "Apresentacio e discussdo dos
resultados”, onde cada composto sera analisado.

3.3.4. Isolamento de compostos triterpénicos dos extratos de Cecropia
catharinensis.

3.3.4.1. Isolamento do acido 20—,38—,19a—,trihidroxi, urs, en-12, 28-6ico
(18) - K-31.

Este composto foi purificado através de coluna cromatografica em silica-gel, das
fragdes 31-37 (183 mg, eluidas com benzeno:acetato de etila, 4:6) e 23-31 (620 mg,
eluidas com hexano:acetato de etila, 2:8) dos extratos em acetato de etila das raizes e
folhas de C. catharinensis. Obteve-se, dessa maneira, um total de 101 mg de um
composto solido, cristalino, de coloragdo amarela, pouco solivel nos solventes organicos
usuais. Foi identificado como o acido 2a—, 3B,19a—,trihidréxi, urs, en-12, 28-6ico, 18
(acido torméntico).

PF: 280-281 °C (Lit. 276-278) *.
RF: 0.28, em hexano-acetato (4:6)

[a]p’=-14 (c=1.0; py) _

RMN de 1H (300 MHZ, em py-d5) 8(ppm)— 1.00 (3Me,s); 1.07 (3Me, s); 1.08
(3Me, d, J=6.5 Hz); 1.12 (3Me, s); 1.26 (3Me, s); 1.43 (3Me, s); 1.71 (3Me, s); 3.04 (1H,
s); 3.13 (1H; dt, J=4.3 e 11.4 Hz); 4.10 (1H; td, J=4.0 , 10 e 13 Hz); 5.58 (1H; t, J=2.7
Hz).

RMN de °C (75.5 MHz, em py-ds, BB ¢ APT -): 8(ppm)= 180.86; 140.15;
128.13; 84.01; 72.87; 68.80; 56.14; 54.76; 48.45; 48.01; 42.57; 42.32; 40.60; 40.03;
38.68; 33.71; 30.19; 29.55; 29.46; 27.32; 27.14; 26.57; 24.90; 24.32; 19.21; 17.86;
17.44; 17.08; 17.00 (Tabela 17, p. 94).

EM. m/z (%): 488 (M", 3); 442 (18); 370 (4); 303 (6); 246 (22); 218 (22); 201
(30); 187 (25); 173 (20); 146 (100); 133 (30); 119 (38).

3.3.4.1.1. Esterificacdo de K-31

Uma solugdo de K-31 (75 mg) em MeOH (8 ml) foi tratada com CH,N, em éter
etilico a temperatura ambiente, por 20 min. A evaporagdo do solvente seguida por
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purificagdo em CCD preparativa (eluida com benzeno-acetato de etila, 95:5) forneceu 38
mg de K-31Me, 18-a.

PF: 167 °C.

RMN de 'H (300 MHz, em CDCls; Figura 20): 3(ppm)= 0.67 (3H; s); 0.82 (3H;
s); 0.93 (3H; d, J=7.0 Hz); 0.95 (3H; s); 0.97 (3H; s); 1.02 (3H; s); 1.21 (3H; s); 1.25
(3H; s); 2.00 (1H; m); 2.50 (2H; m); 2.59 (1H; s); 3.01 (1H; d, J=9.5 Hz); 3.60 (3H; s);
3.70 (1H; td, J=4.0, 10 e 12 Hz); 5.35 (1H; t, J=3.5 Hz).

RMN de °C (75.5 MHz, em CDCl; ; Figura 21, Tabela 17, p. 94): &(ppm)
EM. m/z (%)= 502 (M").
3.3.4.1.2. Acetilagio de K-31

O composto K-31 (15 mg) foram tratados com piridina-anidrido acético (2:1), a
temperatura ambiente por 12 horas. Apés eliminacdo da piridina e evaporacdo sob
pressao reduzida, o produto da reagdo foi purificado em coluna de silica gel, eluida com
cloroférmio, resultando em 11 mg de K-31, 18-b ( 2a—,3B—diacetoxi,19a—, trihidréxi,
urs, en-12, 28-6ico). RF=0.55, em hexano-acetato de etila 5%. RMN de 'H.

(17) DE-2

Esse composto foi isolado através de cromatografia em coluna de silica gel (¢=1.5
cm; h=22 cm) da fragdo 15-17 (182 mg), do extrato hexinico das raizes de C.
catharinensis (Tabela 7). Reunifio das fragdes com maior grau de pureza possibilitou a
obtengdo de 32 mg de um sélido incolor, denominado DE-2, 17, que correspondeu ao
acido 2a-acetdxi, 3B-, 19a- dihidréxi, 12-en, 28-6ico, 17.

PF: 125-128 °C.
[o_t]D2°: -9.0 (c=1.0; em MeOH)

RMN de 'H (300 MHz, em CDCls, Figura 18, Tabela 16): 8(ppm)= 0.75 (3H; s);
0.86 (3H; s); 0.94 (3H; d, J=7.0 Hz); 1.03 (3H; s); 1.05 (3H; s); 1.19 (3H; s); 1.26 (3H;
s); 1.55 - 1.75 (6H; m); 2.0 (2H; m); 2.07 (3H; s; CH;COO0-); 2.48 (1H, m); 2.55 (1H; s);
3.20 (1H; d, J=10 Hz); 4.95 (1H; dt, J=3.7, 10 e 11 Hz); 5.35 (1H; t, J=3.5 Hz).
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RMN de °C (75.5 MHz , em CDCL, BB ¢ APT, Tabela 17, p. 94))

E.M. (Figura 17) m/z (%): 530 (M"); 512 (5); 484 (18); 470 (5); 452 (5); 424 (6);
412 (9); 352 (3); 264 (5); 246 (18); 218 (22); 205 (34); 187 (22); 173 (22); 146 (100);
133 (30); 119 (38).

3.3.4.2. Acetilacio de DE-2 (17)

Uma mistura de piridina-anidrido acético (2:1) foi adicionada a 4 mg de DE-2, a
temperatura ambiente, por aproximadamente 12 horas. Apds evaporagio a pressdo
reduzida o residuo foi filrado em coluna de silica gel (eluida com cloroférmio),
resultando em 4 mg de DE-2acetil, 17a (2a~,3B—diacetoxi, 19a— hidroxi, urs, en-12, 28-
6ico). RF=0.55, em hexano-acetato de etila 95:5). RMN de 'H.

3.3.4.3. Isolamento do dcido 2a—,3a—,190—trihidréxi, iZ-en, 28-éico, BB-5,
209. :

Os residuos obtidos das fragdes 12-13 (146 mg), 13-15 (105 mg) e 23-31 (620
mg), do extrato em cetato de etila das raizes, caule e folhas de C. catharinensis (Tabela
7) foram fracionados, separadamente, em colunas de silica gel, com hexano:acetato de
etila (4:6). A eluigio dessas trés colunas -possibilitou -0 isolamento de um sélido -
cristalino, de coloragdo amarela, recristalizado em cloroférmio, que foi identificado
como o acido 2a—,30—,19a~trihidréxi, 12-en, 28-6ico, 20 (acido euscaphico).

PF: 255-260 °C (Lit. 258-260) **.
RF: 0.38; em hexano-acetato (4:6)
[a]p®: +12 (c=1.0; em MeOH)

RMN de 'H (300 MHz, em py-ds ): 3(ppm)= 0.75 (3H; s); 0.86 (3H; s); 0.92 (3H;
d, J=6.6 Hz); 0.96 (3H; s); 1.00 (3H; s); 1.21 (3H; s); 1.27 (3H; s); 2.50 (1H; m); 2.55
(1H; s); 3.35 (1H; d, J=2.0 Hz); 3.95 (1H; dt, J=2.0, 4.0 ¢ 12 Hz); 5.35 (1H, m).

RMN de “°C (75.5 MHz , em py-dsCDCLs;, BB ¢ APT ): §(ppm)= 180.71; 138.00;
128.65; 78.49; 72.73; 65.91; 52.99; 48.02; 47.72; 47.31; 46.59; 41.06; 40.97; 39.80;
37.93; 37.34; 32.36; 31.62; 29.38; 28.13; 27.91; 26.68; 25.75; 25.19; 24.11; 23.35;
21.53; 17.85; 16.28; 15.87; 15.73.
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E.M. (Figura 23) m/z (%): 488 (M"); 470 (5); 455 (5); 442 (18); 424 (8); 409 (4);
391 (3); 370 (5); 303 (6); 246 (20); 218 (22); 187 (24); 146 (100); 133 (23); 119 (38).

3.3.4.3.1. Esterificaciao de BB-5 (20)

Aliquotas de CH,;N,, em éter etilico, foram adicionadas a um total de 45 mg de
BB-5, até consumo total dos reagentes. Apds evaporagdo do solvente, a pressdo reduzida,
o produto obtido foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel, eluida com
cloroférmio:metanol (95:5). Obteve-se 35 mg de um solido cristalino, identificado como
o éster metilico de BB-5, 20-a (metil 2a—,3a—,19a—trihidréxi, urs, 12-en, 28-o0ato).

P.F.215-217 °C
RF: 0.65, em hexano-acetato de etila (4:6)

RMN de 'H (em CDCl, Figura 24, Tabela 16, p. 94): 8(ppm)= 0.66 (3H; s); 0.86
(3H; s); 0.94 (3H; d, J=6.5 Hz); 0.95 (3H; s); 1.01 (3H; s); 1.21 (3H; s); 1.25 (3H; s);
2.50 (1H; dt, J=2.5, 12.3 e 14.0 Hz); 2.59 (1H; s); 3.42 (1H; d, J=3.0 Hz); (3.60 (3H; s; -
COOCH;) 4.05 (1H; dt, J=3.0, 4.5 ¢ 12 Hz); 5.38 (1H; t, J=3.5 Hz).

RMN de "*C (75.5 MHz , em CDCL;, BB ¢ APT - Tabela 17, p. 95).
- EMm/z(%):502M). . - - - - - - - - - T
3.3.4.3.2. Acetilacao de BB-5 (20) .

O composto BB-5 (10 mg) foi tratado com anidrido-acético-piridina (1:2) a
temperatura ambiente, por 3 hs. Apds elimina¢io da piridina, o residuo foi purificado por-
CCD em escala preparativa (eluida com benzeno), para resultar em 13 mg de BB-5acetil,
20b, (2a—,3B—diacetdéxi, 19a—,hidréxi, urs, en-12, 28-6ico). PF 87-88°C. RF:0.70, em
hexano-acetato de etila 10%. RMN de 'H.

3.3.4.4. Isolamento do acido 2a—acetoxi, 3a—,19a—,dihidréxi, urs,-12-eno, 28-
oéico, (19), AB-6

As fracdes 7-15 (660 mg) e 25-28 (173 mg) dos extratos em diclorometano do
caule e raizes de C. catharinensis, foram recromatografadas, separadamente, em colunas
de silica gel, eluidas com hexano-acetato de etila, em graus crescentes de polaridade.
Das fragdes eluidas com hexano-acetato de etila ( 9:1), obteve-se um composto, que foi
purificado por CCD em escala preparativa (eluidas com benzeno:acetato de etila, 95:5),
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resultando em 39 mg de um sélido incolor, cristalino, solivel em CHCl;, identificado
como o acido 2o—acetéxi, 3a-,19a-dihidréxi, 12-en, 28-6ico (19).

PF: 126-130 °C.

[a)p?: -18.0 (c=1.0; em MeOH)

RMN de 'H (300 MHz, em CDCl,, Figura 22, Tabela 16): 5(ppm)= 0.71 (3H; s);
0.89 (3H; s); 0.91 (3H; d, J=6.5 Hz); 1.02 (3H; s); 1.19 (3H; s); 1.25 (6H; s); 2.07 (3H; s,
CH;C00-); 2.55 (1H; s); 3.50 (1H; d, J=2.5 Hz); 5.23 (1H; dt, J=2.5, 4.0 ¢ 12.0 Hz);
5.35 (1H; t, J=3:3 Hz), Tabela 16, p. 84).

RMN de °C (75.5 MHz , em CDCl;, BB e APT - Tabela 17, p.94).

EM. m/z (%): 530 (M"); 512 (3); 484 (18); 470 (3); 455 (5); 428 (14); 412 (5);

352 (8);264 (10); 265 (12); 246 (22); 218 (24); 205 (38); 200 (28); 187 (36); 173 (24);
146 (100); 133 (44).

3.3.4.4.1. Reacdo de acetilacio em AB-6 (19)

Uma mistura de anidrido acético e piridina (1:2)-foram adicionados a 3 mg de AB-

6, sob agitagdo, a temperatura ambiente, por aproximadamente 1 dia. Apés efetiva
eliminag#o da piridina o produto de reagéo foi purificado em coluna de silica gel (eluida
com cloroférmio) para render 4 mg de AB-6 acetilado, 192 (2a—,3B— acetéxi, 190—
hidroxi, urs, en-12, 28-6ico). PF: 91-93°C. RF:0.70, em hexano-acetato de etila 10%.
RMN de 'H.

3.3.4.5. Isolamento dos acidos 2a-OAc, 38—, 19a-dihidréxi, 12-epéxi, 13-17-
lactona (22) - A-33 e 3B-OAc, 2a-,19a-dihidréxi, 12-epéxi, 13-17-lactona, -
EC-6 (23).

A fragio 7-12 (668 mg, Tabela 7) foi fracionada em coluna de silica gel (¢=2.0
cm; h=34 cm), eluida com proporgdes crescentes de acetato de etila em hexano.
Purificagido por cromatografia em coluna Flash, das fragSes eluidas com hexano:acetato
de etila (9:1), permitiu o isolamento de dois sélidos de coloragdo amarela, que
apresentaram valores de RF muito proximos. Foram denominados como A-33 e EC-6.
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A-33

RF: 0.48, em cloroférmio-metanol (95:5)
PF: 110-115 °C.

[a]p®: - 26 (c=1.0; em CHCL)

M.S. (Figura 25), m/z (%): 544 (M"); 526 (M'-18); 511 (M'-33); 484 (M"-60);
401 (18); 340 (10); 293 (10); 249 (38); 203 (38); 187 (44); 173 (22); 159 (24); 147 (16).
133 (38); 107(50). |

RMN de 'H (300 MHz, em CDCls, Figura 26, Tabela 16, p. 84): 5(ppm)=
0.88 (3H, s, Me-27); 0.93 (3H, d, J=6.6 Hz, Me-30); 1.06 (3H, s, Me-24); 1.09 (3H, s,
Me-23); 1.15 (3H,s Me-25); 1.35 (3H, s, Me-27); 1.50 (3H, s, Me-29); 1.86 (1H, s, H-
18); 2.07 (3H, s, CH;COO-); 2.30 (1H, dd, J=5.0 e 12.3 Hz, H-2); 2.70 (1H, dt, J=6.0,
10 e 17.5 Hz, H-21); 2.97 (1H, d, J=3.8 Hz, H-12); 3.18 (1H, dd, J=2.0 e 3.8 Hz, H-11);
3.24 (1H, d, J=10 Hz, H-3). _

RMN de C (75.5 MHz , em CDCL;, BB e APT - Tabela 17, p.94).

PF:135-138 °C.
RF: 0.31, em cloroférmio-metanol (95:5).
[alp®: -13 (c=1.0; em CHCl;)

M.S. m/z (%): 544 (M"); 526 (M'-18); 484 (M"-60); 401 (18); 293 (28); 249 (40);
203 (50); 187 (85); 173 (53); 159 (46); 147 (58); 133 (80); 119 (90); 105 (92)

RMN de 'H (300 MHz, em CDCl;, Figura 28): §(ppm)= 0.89 (6H, s, Me-24 ¢
26); 0.93 (3H, d, J=6.6 Hz, Me-30); 1.09 (3H, s, Me-23); 1.11 (3H, s, Me-25); 1.35 (3H,
s, Me-27); 1.51 (3H, s, Me-29); 2.15 (3H, s, CH;COO-); 1.93 (1H, s, H-18); 2.34 (1H,
dd, J=4.5 e 12 Hz, H-1'); 2.96 (1H, d, J=3.8, H-12), 3.18 (1H, dd, J=2.0 € 3.8 Hz, H-11);
4.53 (1H, d, J=10.5, H-3).

RMN de '3C (75.5 MHz , em CDCls, BB ¢ APT - Tabela 17, p. 94).
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3.3.4.5.1. -Reacao de acetilagdo em A-33 (23) e EC-6 24)

Uma mistura de anidrido acético e piridina (1:2) foram adicionados a 5 mg de EC-
6 (23) e A-33 (22), sob agitagdo, a temperatura ambiente, por aproximadamente 15 horas.
Ap6s efetiva eliminacdo da piridina o produto de reagdo foi purificado em coluna de
silica gel (eluida com clorof6ormio) para render 6mg de A-33 e 3 mg de EC-6 acetilados
(2a—,3B—acetdxi, 19a—hidréxi, urs,11-12,epdxi,13-17lactona - 22a e 23a). P.F.80-83°C.
RF: 0.85, em hexano-acetato de etila 10%. RMN de 'H (6=2.07 ¢ 2.0.8).

3.3.4.6. Isolamento do acido pomdlico (24) - J-14.

O composto J-14 (16 mg) foi isolado das fragdes 14-18 (1430 mg) e 25-28 (173
mg) dos extratos em diclorometano, das folhas e caule de C. catharinensis (Tabela 7),
através de cromatografia em colunas de silica gel (¢=2.5 cm; b=45 cm e ¢=1.5 cm; h=25
cm), eluidas com cloroformio. Também detectou-se e isolou-se 16 mg de J-14, da fragéo
9-10 (48 mg), do extrato em acetato de etila do caule de C. catharinensis, através de
sucessivas recristalizacdes em metanol. Obteve-se um total de 36 mg de um composto
cristalino, incolor, que foi identificado como o acido 3a-, 19a-, dihidréxi, 12-en, 28-
dico, denominado acido pomdlico (24).

 PF:295-298°C.- - - - - -~~~ 7~
RF: 0.85, em cloroformio-metanol (95:5).

RMN de 'H (300 MHz, em py-ds): 3(ppm)= 0.92 (3H, s, Me-26); 1.04 (3H, s,
Me-25); 1.12 (3H, s, Me-23); 1.12 (3H, d, J=6.5 Hz, Me-30); 1.25 (3H, s, Me-25); 1.47°
(3H, s, Me-27); 1.75 (3H, s, Me-29); 2.35 (1H, m, H-1); 3.08 (1H, s, H-18); 3.45 (1H,
dd, J=6.0 ¢ 10.5 Hz); 5.63 (1H, t, H-12).

M.S. m/z (%): 472 ((M"); 454 (8);-426 (23): 354 (10): 264 (10); 246 (28): 218
(25): 207 (42): 201 (27): 190 (45): 146 (100): 133 (30): 119 (32).

3.3.4.6.1. Esterificacio de J-14 (24a)

Um total de 30 mg de J-14 foi adicionado a uma mistura de CHoN; , em éter
etilico, a temperatura ambiente, durante 2 horas. Apés o términ da reagdio o produto foi
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filtrado em coluna de silica gel, eluida com cloroférmio para resultar em 35 mg de um
produto cristalino, que fundiu a 178 °C. RMN de °C, Tabela 18, p. 100.

3.3.4.7. Isolamento do dcido ursélico - CG-01, (25).

As fragdes 25-28 (173 mg), do extrato em diclorometano do caule, 11-14 (130
mg) e 4-6 (70 mg), dos extratos em diclorometano e hexano das raizes de C.
catharinensis, foram cromatografadas, separadamente, em colunas de silica gel (¢=1.0
cm; 20 cm; ¢=1.5 cm; h=25 cm e ¢=1.0 cm; h=20 cm ), eluidas com cloroférmio,
benzeno-acetato de etila (5%) e hexano-acetato de etila (10%), respectivamente. As
fragdes de baixa polaridade, que continham material puro, foram reunidas para resultar
num total de 54 mg de um sélido incolor, denominado CG-0, pouco solivel nos solventes
orgnicos usuais e que foi identificado como o 4cido ursélico (25) #

PF: 294-297°C
RF: 0.31, em cloroférmio-metanol (95:5).

RMN de 'H (300 MHz, em CDCL): 5(ppm)= 0.89 (3H, s); 0.97 (3H, s); 1.02 (3H,
d); 1.04 (3H,d); 1.24 (3H,s); 1.25 (3H, s); 2.63 (1H, d, J=10.74 Hz); 3.47 (1H, dd, J=6.0
e 9.5 Hz); 5.50 (1H, m).

| M.S. m/z (%):456.(7.3),438 (1.7), 248 (100), 207 (23.1) € 203 (23.5).

3.3.4.7.1. Reacio de esterificacio em CG-01 (25).

Um total de 42 mg de CG-01 foi adicionado a uma mistura de CH,N, , em
éter etilico, a temperatura ambiente, durante 2 horas. Apos o término da reagé@o o produto
foi concentrado a pressio reduzida e filtrado em coluna de silica gel, eluida com hexano-
acetato de etila (10%) para resultar em 40 mg de um produto cristalino, que fundiu a 165
°C que correspondeu ao éstermetilico de CG-01 (25a) RMN de °C, Tabela 18, p. 100.

3.3.4.8. Isolamento da mistura dos dcidos ursélico (25) e oleanélico (27)-EC-4
Foram isolados um total de 76 mg de EC-4, das fragdes menos polares obtidas das
colunas cromatograficas em silica gel, eluidas com cloroférmio, das fragdes 20-24 (100

mg) e 14-18 (1430 mg) ) dos extratos em diclorometano do caule e das folhas de C.
catharinensis. EC-4 foi identificado como uma mistura inseparavel dos icidos ursélico,
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25 (maior proporgio, intensidade dos picos em RMN de *C) e oleandlico, 27°°. RMN
de > C, Figura 30.

PF: 267-269 °C.
RF: 0.75, em cloroférmio-metanol (95:5).

RMN de 'H (300 MHz, em CDCl): &(ppm)= 0.77 (9H, s); 0.81 (3H, s), 0.85
(3H, d, J=6.8 Hz); 0.90 (3H, s); 0.92 (3H, s); 0.93 (3H, d, J=6.8 Hz); 0.95 (3H, s); 0.98
(6H, s); 1.09 (3H, s); 1.26 (6H, s); 3.20 (1H, m); 3.36 (1H, m); 5.24 (1H, m); 5.35
(1H,m).

M.S. m/z (%): 428 (M"); 248 (100); 219 (10); 208 (25); 203 (50); 189 (14); 175
(12); 146 (14); 133 (35); 119 (22).

3.3.9. Isolamento e identificacio de esterdis dos extratos brutes de C.
catharinensis, B—sitosterol (6), B—sitosterol-glicosideo (7) e a mistura 3-O-(6'-O-n-
acil-g-D-glicosil) - sitosterol - 5 - eno, CC-5 (21 a'-i").

Os esterdis B-sitosterol (6) e PB-—sitosterol-glicosideo (7), foram isolados dos
extratos das raizes, caule e folhas de C. catharinensis e foram codificados como EG-1 ¢
DI-3, respectivamente. RMN de 'H e 3C (Tabelas 19, p. 104 ¢ 20, p. 107).

A mistura de ester6is n-acil-glicosilados, CC-5, foi isolada por cromatografia em

- coluna de silica-gel,-das fragdes 19-30 (170-mg; ¢=1.2 cm; h=27-cm)-e-11-12-(214 mg; - - -

¢=1.2 cm; h=27 cm), dos extratos em acetato de etila das raizes e caule de C.
catharinensis, respectivamente (Tabela 7). As fragSes eluidas com uma mistura de
cloroférmio:metanol (95:5), foram reunidas e purificadas através de CCD preparativas
(em silica-gel, em hexano:acetato de etila, 1:1), fornecendo 85 mg de um sélido incolor,
que foi identificado como 3-0O-(6'-O-n-acil-B-D-glicosil) - sitosterol - 5 - eno, 21 a'-i".

RF: 105-108°C

RF: 0.12, em hexano-acetato de etila (1:1).

RMN de 1H (CDCl3, 300 Mhz; Figura 29; Tabela 19): 8(ppm)= 0.68 (w-CH3);
0.68 (3H, s, Me-18); 0.82 (3H,t, J=7.0 Hz, Me-29); 0.84 (3H, d, J=7.0 Hz, Me-26);
0.87 (3H, d, 7.0 Hz, Me-27); 0.92 (3H, d, J=7.0 Hz, Me-21); 1.00 (3H, s, Me-19); 1.25
(w-CHy-); 3.26-4.38 (Glc); 5.35 (2H, m, H-5), Figura 31, Tabela 19, p.104.
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RMN de 13 (CDCl3, 75.5 MHz; Tabela 20, p. 108)

3.3.4.9.1.Reacio de saponificacio em 21 a'-i'.

Uma suspensdo de 50 mg de 21 a'- i' em MeOH-NaOH a 5%, foi refluxada a
100°C, por aproximadamente 30 minutos. Apdés o término da reacdo, o solvente foi
eliminado sob pressdo reduzida e o residuo sofreu particdo entre H,O e éter etilico. A
fase organica, apos seca sob Na,SO, e concentrada, foi purificada através de filtragdo em
silica gel, eluida com cloroférmio:metanol, (9:1), para render 14 mg de um residuo
‘identificado por RMN de *C e por comparagio com amostra auténtica, em CCD, como o
esterol B-3-O (glicopiranosideo) - sitosterol, 7. A solugdo aquosa foi acidificada com
HCl (~2 N) até pH 1.5, e extraida exaustivamente com HCCl; até completa remogdo dos
acidos livres. Apds eliminagdo do solvente, sob pressdo reduzida, a mistura residual foi
esterificada com CH,N,, em éter etilico, para resultar em 21 mg de uma mistura de
acidos graxos, que foram identificados sob analise em CG (Tabela 21, p. ).
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS.
4.1. Compostos isolados de Eubrachion ambiguum Hook & Arn.

Do extrato bruto de E. ambiguum obteve-se quatro sub-extratos (hexano,
cloroformio, acetato de etila e butanol), que foram posteriormente investigados. Do
estudo desses extratos foi possivel o isolamento e a determinagdo estrutural de varios
compostos, os quais sdo abaixo descritos.

4.1.1. Investigacio dos compostos EH-32 (la'- g'-) e AR-36 (2a'- g'), obtides no
extrato hexano de E. ambiguum.

Os compostos EH-32 ¢ AR-36 foram isolados das fragbes menos polares do
extrato hexanico de E. ambiguum (Tabela 1, p. 10). Foram separados através de TLC
preparativa, em silica gel impregnada com parafina liquida (p.14), resultando em 18 mg
de EH-32 e 20 mg AR-36. Apresentaram comportamento fisico e quimico bastante
similar, formando cristais incolores. As analises espectroscopicas permitiram deduzir
que esses compostos tratam-se de ésteres n-alquilicos derivados dos acidos cis € trans p-
hidréxi-cindmico. '

S -~ HO” " 0 R
(1a'- g) - trans

R 24'- 9) - cis
a' | Coolys
v | CxsHay
< C24H49
a | CosHsy
e’ C26H53
¢ |CxHss

' | CagHsy

No UV, EH-32 e AR-36 apresentaram absor¢do aromaética terminal, em torno de
230 nm, e absorgdo de carbonila conjugada, em 310 nm. Os espectros de massas de baixa
resolugio, de 1 ¢ 2 (Esquema 2), mostraram praticamente os mesmos fragmentos 16nicos,
mostrando uma sequéncia de picos moleculares que diferem entre si por 14 um.a
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Esquema 2. Principais ions obtidos da sequéncia de fragmenta¢io do espectro de massas
de EH-32 (1) e AR-36 (2)

F N+
//O H‘ __l
H— CH—R
HO—@—CH=C Q> /
\ R=(CH2),CH,4

+ -
OH I

HO@CH =CH —C
o

a, miz 164

7 N\
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unidades de massa (m/z 416, 402, 388, 374, 360), sugerindo cadeias alifaticas longas ou

varios ions moleculares (M*). Nesse caso, as substincias tanto poderiam apresentar
contaminagdes por acidos graxos saturados quanto tratar-se de compostos esterificados
com alcoois de cadeia longa. O pico m/z 164 (a,100%), bem como os picos b (148;
65%), ¢ (120; 36%) e d (147; 28%), podem corresponder a fragmentos oriundos de acido
hidréxi-cindmico.

Os espectros de RMN de 1H de 1a'- g e 24"- g', 4 300 MHz, sdo apresentados na
Figura 2. Na regifio de hidrogénios ligados 4 carbonos sp3, os dois espectros apresentam
sinais com deslocamentos quimicos semelhantes, permitindo a identificacdo dos sinais
relativos as cadeias n-alquilicas, através dos sinais em § 0.85 (t, W-CH3), o intenso sinal

em 1.25 ppm (W-CHj3-), e ainda em 1.70 e 4.20 ppm, referentes aos hidrogénios

metilénicos da cadeia alifatica, em posi¢Ges 3 € o ao grupo carboxilato, respectivamente.
Na regido dos hidrogénios olefinicos e aromaticos os espectros de EH-32 e AR-36
apresentam-se muito distintos. Assim, para EH-32 (1a’'- g') observa-se dois dubletes, em
6.30 e em 7.65 ppm, os quais referem-se aos hidrogénios olefinicos H2 e H3 (calculado:
H2 a 6.35 e H3 a 7.78 ppm), com constante de acoplamento tipica de sistema olefinico
trans, J=16 Hz. Ja os hidrogénios aromaticos correspondem aos dois dubletes a =6.85
(H3' ; HS") e a 7.45 ppm (H2'; H6"), com J=8.5 Hz, cujo valor indica sistema aromatico
di-substituido. No espectro de protons de AR-36 (2), também ¢ possivel caracterizar-se
todo o sistema cinamato. Neste caso, a dupla ligacdo € identificada através dos dubletes
em 5.83 (H2) e em 6.82 ppm (H3), com J=11 Hz, indicando a presenga de um sistema

olefinico cis (calc: 6.02 para H2 e 7.19 para H3). O anel aromatico dissubstituido € -~

caracterizado. através dos sinais a4 =6.80 (d) e a 7.63 ppm (d), com J=8 Hz, que
7correspondem, respectivamente, a H3' ; H5' e H2' ; H6'".

As estruturas 1a'- g' e 2a'- g, determjnadas através de analises espectroscopicas,
referem-se a misturas de ésteres alifaticos dos acidos cis e trans p-OH-cindmico, sendo
que os homologos dentro de uma série cis ou trans, sdo inseparaveis por técmicas
cromatograficas convencionais. Além disso, técnicas de ressondncia magnética nuclear '
nio permitiram a identiﬁcaqﬁo dos grupos alquil-carboxilatos, devido a sobreposigédo de
sinais em determinadas regides, como aquelas relativas a h1drogemos e carbonos
metilénicos (W-CHp).

Para identificagdo da natureza das cadeias alifaticas, foram realizadas reagdes de
hidrélise alcalina, nas misturas de ésteres EH-32 e AR-36, resultando nos -
correspondentes acidos e numa série de alcoois homologos, que foram sujeitos a analises
por CG (Tabela 8). Dessa forma identificou-se ndo s6 a natureza das cadeias alquilicas
dos alcoois substituintes, mas também suas proporg:oes relativas nos respectivos ésteres
(EH-32 e AR-36).

Esteres n-alquilicos derivados dos acidos cis e trans OH-cindmicos tém sido
raramente isolados de plantas, e ainda n3o foram descritos para espécies da familia
Loranthaceae. Entretanto, ha na literatura evidéncias consideraveis para a existéncia de
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tais compostos, como unidades constituintes dos complexos materiais poliméricos

denominados suberinas

36,37, 38

Tabela 8. Concentragdes relativas de esteres alquilicos, de acordo com as proporgoes

dos respectivos alcoois, presentes em 1 e

2, sob analise em CG.

dlcool

C2ooHys

Ca3Hy7

C24Hy9

CasHsg

Co6Hs3

Ca7Hss

CosHs7

EH-32

13.06

4.26

58.92

1.79

19.05

3.08

0.45

AR-36

12.12

2.68

54.51

4.89

13.90

3.56

1.45

4.1.2.

Isolamento de triterpenos dos extrates cloroformico e hexinico de E.

ambiguum. Acido betulinico (3), EC-16A. Friedelina (4), EE-12 e Acido acetil
Ursolico (5), TE-23.

O fracionamento da fragdo 16-41 do extrato cloroférmico (Tabela 3; p.15) e, das
fracdes 15-22 e 12-14 do extrato hexanico (Tabelas 1 e 2; p. 8 e 10) possibilitou o

isolameno e a caracterizagdo de trés compostos denominados de EC-16A, EE-12 e TE- T

-23, que correspondem, respectivamente, aos triterpenos pentaciclicos conhecidos como
4cido betulinico (3, acido A20,29 lupen, 28-6ico, 3-hidroxi), friedelina (4, friedelan, 3-
ona) e acido acetil ursolico (8, acido 3-acetdxi, urs-12en, 28-6ico).
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A determinagdo estrutural dos triterpenos foi realizada com base na comparagio
dos espectros de RMN de °C de EC-16A, TE-23 e EE-12 (Tabela 9) com os dados
apresentados na literatura®>**® | ¢ também por co-cromatografia em camada delgada

com amostras auténticas.

Tabela 9. Dados de RMN de '>C de triterpenos pentaciclicos isolados dos extratos
- brutos de E. ambiguum (75 Mhz , CDCl;, TMS)

C 3 4 2

1 8.02 22.31 38.17
2 27.61 41.53 27.99
3 78.15 213.21 80.95
4 39.02 58.25 36.81
5 55.54 42.10 55.19
6 18.45 41.32 18.09
7 34.47 18.24 32.77
8 40.78 53.12 39.39
9 50.65 37.42 4737
10 37.24 59.46 36.81
11 20.96 35.62 23.20
12 25.72 30.50 125.51
13 38.27 39.73 137.98
14 42.47 38.34 41.86
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15 29.87 3243 27.99

16 32.59 36.00 24.01

17 56.27 30.00 - 47.82

18 49.38 42.86 52.51

19 47.10 35.32 38.95

20 150.70 28.13 38.76

21 30.84 32.77 30.54

22 37.24 39.21 36.66

23 28.24 6.89 16.63

24 15.74 14.64 16.96

25 16.16 17.92 15.45

26 15.74 2021 | 16.96

27 14.72 18.60 16.96

28 178.72 32.10 182.61

29 109.32 35.00 2347

30 19.42 31.83 21.24
COOCH; - - -

| CH:COO - 21.11

CH;COO - 171.13

413, Anahse (ie _esteréis isolados dos extratos hexidnico e cloroformico de E.
ambiguum,

HS-11 (B-sitosterol)

Sucessivas recristalizacGes em acetona das fragdes 15-22 (Tabela 1; p. 8), do
extrato hexanico, e 12-15 (Tabela 3; p. 16), do extrato cloroférmico, forneceram um
sélido incolor, cristalino, que fundiu a 138-140°C e foi denominado HS-11. As anilises
espectroscOpicas permitiram atribuir a estrutura 6 , para esse composto, a qual
corresponde ao esterol B-sitosterol, largamente isolado de espécies vegetais *'.



R
6) OH
() O-Glc

O espectro de massas de HS-11 apresentou um pico ion molecular [M+.], a m/z
414, em concordancia com a formula C,oH;500.

No espectro de RMN de 'H de HS-11, a 300 MHz, em €DCl; (Figura 4), pode-se
observar varios sinais caracteristicos. Os dubletes em 0.83 (6 H) e 0.92 (3 H) ppm, com
J=6.5 Hz, correspondem as metilas em C-26, C-27, e C-21, respectivamente. O triplete
em 0.82 ppm (J=6.5 Hz) € atribuido a metila em C-29, e os singletes a 0.67 ¢ 1.00 ppm
correspondem as metilas em C-18 e C-19, identificando-se assim os seis grupos metilicos
em 6. O proéton olefinico em C-6, ¢ identificado através do sinal & & 5.35 ppm, enquanto
a funcdo hidroxila, em C-3, corresponde ao sinal em 3.5 ppm. Esses sinais estdo listados
na Tabela 19, p. 105. A )

Os dados obtidos da analise do espectro de RMN-de BeC-de HS-11, 4 75.5 MHz,
- em CDCls; estio relacionados na Tabela 20 (p. 108). A atribui¢do dos sinais foi realizada
em comparagdo com dados da literatura® permitindo a confirmagio da estrutura 6,
proposta.

EA-54 (B-sitosterol-glicosideo) -

A fragdo 54-65 (Capitulo 3, Tabela 3; p. 16) obtida do refracionamento do extrato
cloroformico de E. ambiguum, foi filtrada em Sephadex LH-20, com a finalidade de
eliminar-se o excesso de clorofila presente. Apds, o filtrado sofreu recristalizagdo em
uma mistura de cloroférmio-metanol, para resultar na purificagdo de cristais granulares,
incolores, que fundiram entre 295-298 °C e foi denominado EA-54. Esse composto
apresentou significativa polaridade (RF= 0.5, em CHCI3.MeOH, 85:15), quando
comparado com HS-11 (RF=0.7, em hexano-acetato de etila, 8:2). Foi identificado como
o composto S-sitosterol-3-O-f-D-glicopiranosideo, 7 9,

O espectro de massas de EA-54 (FAB) apresentou um ion molecular de 599 (M*
+ Na), de acordo com a férmula molecular C35Hg0Os.
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O espectro de RMN de 'H de EA-54, 7, (Figura 5; Tabela 19, p.105), apresentou
varios sinais caracteristicos de um esqueleto esteroidico. A regido de metilas mostrou a
presenca de sinais relativos a seis metilas, em 0.67 (s, CH3 -18); 0.88 (t, J=6.5 Hz; CH3 -
29); 0.89 (2d, J=6.5 Hz; CH3 -26 € 27); 0.93 (s, CH3 -19) e 1.01 ppm (d, J=6.5 Hz; CH3
-21), com deslocamentos quimicos e multiplicidades bastante similares aquelas
observadas, nessa mesma regido, no espectro de RMN delH de HS-11 (6). O préton
carbindlico em C-3, observado em 3.5 ppm, no espectro de RMN de 1H de HS-11 (6) é
subsituido, no espectro de RMN de 'H de EA-54, pelo multiplete centrado em 3.95 ppm,
com blindagem de 0.5 ppm, com relagdo a HS-11, sugerindo glicose em posigéo C-3,
para EA-54. Isto é caracterizado pelos sinais observados na regido entre & 3.94 e 4.56
ppm, que sdo caracteristicos de prétons em fragmento gluco-piranosideo. Os dois prétons
diastereotopicos, H-6'A e H-6'B, sdo representados pelos duplos dubletes a & 4.39
(J=5.02 ¢ 11.6 Hz) e 4.50 ppm (J=2.0 ¢ 11 Hz). O préton anomérico (H-1") foi
identificado através do dublete a & 5.03 ppm, com J=7.5 Hz. A presenga da ligagdo B—
glicosidica foi reconhecida pelo valor da constante de acoplamento do préton anomérico
(7.5 Hz), que permite uma geometria axial-equatorial, para H-1' ¢ H-2' °. Esses e os
demais sinais da unidade B-glicosidica foram atribuidos com auxilio do espectro de
RMN de 1H, do composo EA-54 tetracetilado (Figura 5b), realizado em CDCI3, onde os
sinais mostraram-s¢ menos sobrepostos, devido a eliminagdo do efeito do solvente
(piridina)*’. O préton olefinico em C-6 ¢ identificado pelo sinal em 5.30 ppm (Tabela 19;
p. 105).
O espectro de RMN de 13C de 7, totalmente desacoplado (BB e APT, Tabela 20;
- p- 108), 475 MHz, em piridina-ds, apresentou um total de sinais, sendo 29 pertencentes
ao esqueleto esteroidico e 6 4 unidade glicosidica. A atribuigio desses sinais foi realizada
com o auxilio do espectro APT e em comparagio com dados da literatura, para o mesmo
composto *, permitindo a confirmagdo da estrutura (7) proposta. Uma analise
comparativa do espectro de RMN de 13C de EA-54 com o de HS-11, demonstrou que
quando uma glicose ¢ inserida na posi¢éo 3 de um esterosideo ocorre blindagem nas
posi¢des em C-2 (8= -5.4 ppm) e C-4 (6=-2.3 ppm) e, uma significativa desblindagem em
C-3(8=5.4).

Posteriormente, durante a investigagdo quimica de C. catharinensis, foi possivel
isolar 6, 7 e um derivado n-acil-B-glicosil-sitosterol, 21a'- i', (Capitulo 4, p. 102).
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4.1.4. Identificaciio de _tqcoferéis 8,9, 10 e 11, em Eubrachion ambiguum.

As fragdes 10-11 e 12-14 (Capitulo 3; Tabela 2, p. 10), obtidas do fracionamento
do extrato hexénico de E. ambiguum, apds serem recromatogradas, forneceram misturas
oleosas, com coloragées do amarelo ao laranja e, bastante solaveis em CHCIl3. Tais

compostos foram detectados em CCD através de forte absogdo em UV254 nm e em
presenga do acido fosfomolibdico (coloragdo azul) *'. A separagio dessas misturas,
através de cromatografia em coluna ou TLC preparativa, resultou no isolamento e na
determinagdo estrutural de quatro compostos desse tipo, os quais receberam a
denominag¢do de EH-10, TO-4, HE-19 e FE-7. Os dados obtidos através das analises dos
espectros de massas (Tabela 10), RMN de 1H (Figuras 6 - 9) ¢ 13C (Tabela 11),
permitiram sugerir as estruturas 8 - 11, para EH-10, TO-4, HE-19 e FE-7, que
correspondem, respectivamente, aos esqueletos moleculares dos anti-oxidantes naturais
a~,p—,y-, 8- tocoferdis .

Os espectros de massas desses compostos, apresentaram picos ions moleculares
[M*], a m/z 430, para EH-10; a 416, para TO-4 ¢ HE-19 e a 402, para FE-7 (Tabela 10).
A comparagio dos ions moleculares, permitiu concluir que estes compostos diferem entre
si, basicamente por uma unidade -CH» (ntimero de grupos metilicos substituintes). Essa

mesma caracteristica foi observada também para os picos a € b (100%), confirmando
esse perfil similar entre as estruturas. Esses picos sugeriram sistemas aromaticos
condensados em um heterociclo, constituindo uma série mono-, di- ou trimetilada. Os
fragmentos i0nicos 4 m/z (M+ -225), que resultam nos fragmentos a, provavelmente
originam-se da ruptura da ligagdo C-C, entre a cadeia lateral alquilica (m/z 225) € o
sistema heterociclico, originando o esqueleto cromanol.

Tabela 10. Principais ions obtidos do padrio de fragmentagdo obtido da anilise dos
espectros de massas dos compostos 8-11 .
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composto padrdo de a (m/g)b (mz)| )
metilagdo (m/z)
EH-10 tri-Me 205 | 165 430
HE-19 di-Me 191 | 151 416
TO-4 di-Me 191 | 151 416
FE-7 mono-Me 163 | 137 402
R, R,
HO HO
+
R; 0 R; H
R R,
b

a

Os espectros de RMN de 1H (Figura 6 - 9) mostraram, na regido de metilas, a
presenca de dubletes bastante sobrepostos (12 prétons), entre 0.84 e 0.87 ppm, referentes
aos grupos metilicos em 4'a, 8'a , 12'a € 13". O singlete em torno de 1.3 ppm ¢ atribuido &
metila quaternaria em C-2a, presente nas quatro estruturas. Na regido entre 2.0 e 2.2 ppm
(deslocamentos quimicos caracteristicos de grupos metilicos ligados em anéis

aromaticos) todos 0s espectros apresentaram intensos singletes, embora com diferenca -

_ significativa quanto.ao niimero de grupos metilicos a que se referem, em cada espectro (3
Me, para EH-10; 2 Me, para TO-4 ¢ HE-19; 1 Me para FE-7). Isso ¢ confirmado através
de uma anélise dos espectros de RMN de 'H, dos quatro compostos, das regides relativas
a hidrogénios ligados a carbonos sp®, onde, comparando-se essas regides observa-se:
auséncia total de sinais no espectro de EH-10, um singlete nos espectros de TO-4 ¢ HE-
19 (6.37 ¢ 6.45 ppm, respectivamente) e, dois dubletes no espectro de FE-7, em 6.38 ¢
6.51 ppm (constantes de acoplamento tipicas de substitui¢des meta, de 2.4 Hz).

A atribui¢do de sinais em RMN de 13C de 8 a 11 (Tabela 11), foi realizada

através de espectros BB, APT e com auxilio de dados da literatura “. De um modo geral
esses 4 espectros apresentaram deslocamentos quimicos similares, sendo que

significativas diferencas foram observadas nas regiGes referentes a carbonos sp2 e
metilas aromaticas. Substitui¢des de grupos metilicos em carbonos C-5 e C-7, provocam
um pequeno efeito de blindagem (efeito +I, como em EH-10), que ndo se observa em
compostos onde essas posi¢cdes sdo livres (C-5 em HE-19, C-7 em TO-4 ¢ C-5, C-7 em
FE-7). Ja os carbonos aromaticos substituidos absorvem em regido a campo mais baixo
que aqueles nio substituidos, como C-5em 9, C-7em 10 e C-5¢ C-7 em 11,
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As analises espectroscOpicas confirmam que esses compostos se distinguem
somente pelo nimero e posi¢des de grupos metilicos nos anéis aromaticos, sendo que
essa pequena modificagio estrutural resulta em alteragSes nas atividades bioldgicas.
Assim, embora o a-tocoferol (vitamina-E) seja o composto mais ativo, € o y-tocoferol
que apresenta maior eficdcia como antioxidante *. Embora compostos desse tipo sejam
bastante conhecidos na literatura, ainda ndo foram descritos para espécies da familia

Loranthaceae.

TIPO

Me

10(y-)

H
Me
Me

11(8-)
H
H

Me

Tabela 11. Deslocamentos quimicos de RMN de ">C, em CDCl; a 75 MHz, para EH-
10, TO-4, HE-19 e FE-7, em comparagio com dados da literatura 2

C a-toc. | EH-10 | f—toc. | TO-40 | ytoc. | HE-19 | &toc. FE-
)] @ | i3 -|- - |70\

.| 8 -|-1454 {-1455 | 1457 | 1458 | 1455 | 1459 | 1458 | 146.0
‘ 6 1444 | 1445 | 1455 | 1456 | 1455 | 1463 | 1475 | 1476
8 1223 | 1225 | 1238 | 1239 | 1255 | 1255 | 127.1 | 1273

7 121.0 | 121.0 | 1154 | 1153 | 1215 | 1216 | 1158 | 1156

5 1185 | 1185 | 1192 | 119.2 | 112.0 | 112.1 | 1127 | 1125

4a 117.0 | 1173 | 120.1 | 120.2 | 1180 | 1182 | 121.1 | 121.2

2 74.3 74.4 74.4 74.4 75.3 75.4 75.5 75.6

1° 39.8 39.8 39.8 396 | 400 40.0 40.0 39.9

11° 394 39.4 394 394 394 39.3 394 394

3’ 375 37.4 37.4 37.5 37.4 37.4 37.5 37.5

5 375 374 374 375 37.4 37.4 37.5 375

7° 37.5 374 374 | 374 37.4 37.4 37.5 373

9’ 37.5 374 374 | 374 37.5 37.4 37.5 373

4 32.7 32.8 32.7 32.8 32.8 32.7 32.7 32.7

8’ 32.7 32.7 32.7 32.7 32.8 32.6 32.7 32.8

3 31.6 31.5 31.5 31.4 31.4 31.4 31.4 31.4

12° 28.0 27.9 27.8 27.9 27.9 27.9 28.0 27.9
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10 24.8 24.8 24.8 24.8 24.8 24.7 24.8 24.8

6’ 24.5 24.4 24.5 244 24.4 24.4 24.5 24.4

2a 23.8 23.7 23.8 23.8 24.0 24.0 24.0 24.1

12’a 22.6 22.7 22.7 22.7 22.6 22.7 22.7 22.7

13’ 22.6 22.7 22.7 22.7 22.6 22.7 22.7 22.7

2’ 21.0 21.0 21.0 20.9 21.0 20.9 21.0 20.9

4 20.8 20.7 20.8 22.6 223 22.3 22.6 22.7

4a 19.7 19.7 19.7 19.7 19.7 19.7 19.7 19.6

8a 19.7 19.6 19.7 19.6 19.7 19.6 - -

Ta 12.1 12.2 - - 11.9 11.9 16.0 16.0

8b 11.8 11.8 15.8 15.8 11.9 11.9 16.0 16.0

Sa 11.2 11.3 11.0 10.9 - - - -

4.1.5. Misturas de glicolipideos (DGDG) isclados do extrato cloroférmico de E.
ambiguum - EC-36 .

A mistura lipidica EC-36 foi isolada através de cromatografia em coluna do
extrato cloroférmio, de E. ambiguum (Capitulo 3, Tabela 3, p. 16). Essa mistura possui
um aspecto oleoso, coloragdo amarelo-escuro € € pouco solivel nos solventes organicos
usuais. As analises espectroscOpicas permitiram identifica-lo como um digalactosil-
diacil-glicerol.

" - sm3- Snzsnl T
Rz

%@N

Ri; Ry =

palmitoil
palmitoleil
estearil
petroselinoil
miristoil
pentadecanoil
margaroil |
vacinoil
linoleil
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O espectro de RMN de 'H, de EC-36 (Figura 10) permitiu constatar a presenga de
grupos metilas terminais, em 0.95 (w-CHj; ), de um sinal em 1.25 ppm (W-CH,, sinal
intenso) € sinais entre 2.08 e 2.94 ppm, relativos a prétons metilénicos B ¢ a-
carbonilicos, indicando cadeias alquilicas de acidos graxos. J4 a presenga de ressonancias
entre 3.5 ¢ 4.7 ppm, sdo indicativos de fragmento glicosidico e um residuo glicerol, no
esqueleto molecular. Ainda, na regido de prétons olefinicos, detectou-se sinais entre 5.1 ¢
5.7 ppm, incluindo, provavelmente o proton anomérico e prdtons olefinicos, sugerindo a
presenga de insaturagdes nos respectivos acidos graxos.

O espectro de RMN de 13C (BB ¢ APT, Tabela 12), foi analisado com auxilio de
dados da literatura **, ¢ permitiu confirmar todos os grupos funcionais detectados no
espectro de protons. Os sinais sobrepostos entre 14.35 ¢ 14.51 ppm (w-CH3), os sinais
em torno de 29 ppm (w-CH, ), os carbonos olefinicos entre 127.58 ¢ 132.16 ppm, € as
carbonilas entre 173.27 e 173.43, indicam a presenga de acidos graxos esterificados. Os
sinais compreendidos entre 62.9 e¢ 74.6 ppm (13 carbonos), apresentaram grau de
protonagéo (9 CH e 4 CH, , no espectro APT) e posi¢bes de ressonancia esperadas para
um fragmento digalactosil e uma porgdo glicerol. Os carbonos anoméricos foram
identificados em 100.7 e 105.3 ppm. A atribuigio desses e de outros sinais em RMN de
'*C (Tabela 12), permitiu a confirmag&o da estrutura 12 proposta para EC-36.

Com o objetivo de identificar-se quais os acidos graxos que fazem parte da
mistura de ésteres, foi realizada uma hidrdlise basica em EC-36. Os acidos graxos
liberados, HID a'-1', foram metilados com uma solu¢ido de diazometano em éter etilico e,

submetidos a andlise por cromatografia gasosa. Identificou-se, dessa” forma, as

composigdes qualitativas-e-as proporgdes relativas nas misturas (Tabela 13). Observando
essa Tabela, pode-se concluir que os componentes principais da mistura sdo palmitato
(66.97%) e estearato de metila (10.99%). Também detectou-se a presenga de dois
derivados com numero impar de carbonos - os ésteres metilicos dos Aacidos
pentadecandico (C)s ) e margarico (Cy). Esteres metilicos de 4cidos graxos insaturados,
palmitoleanato (3.91) e linoleato (2.74), também foram identificados, embora em menor
propor¢do. Essa andlise (CG) permitiu, finalmente, identificar-se totalmente a estrutura
de EC-36, incluindo as cadeias de acidos graxos presentes, onde o acido petroselinico foi
detectado pela primeira vez, como participante de moléculas de MGDG ou DGDG.

O residuo onginado pela reagdo de hidrélise basica, apds eliminacdo dos acidos
graxos livres, foi tratado com resina de troca i6mica (IR-120 e¢ IRA-400) e entdo
analisado em RMN de 'H e C (Figura 11). Assim, confirmou-se a presenga de um
fragmento glicerol ligado 4 um digalactosideo, na posi¢io sn-1 do glicerol.

Compostos tipo digalactosil diacilglicerol (DGDG), consistem de um fragmento
dissacarideo ligado a uma porgédo glicosidica, raramente tém sido isolados de plantas
superiores, através de métodos convencionais de analises fitoquimicas, com excessdo a
algas e algumas bactérias, onde aparecem como componentes majoritarios *>*.
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Glicolipideos ocorrem no reino vegetal, especificamente associados a tecidos
fotossintéticos onde fazem parte das membranas dos cloroplastos. Em geral sdo descritos
como compostos contendo atividades antiinflamatérias ou analgésicas “4"* .

Tabela 12. Dados de RMN de “°C do digalactosildiacilglicerol, EC-36 (12), isolado do
extrato clorofonmco de E. ambiguum (75 MHz, TMS), em compara¢ido com dados da

literatura 4

Aty F

(12) R;; R, (Tabela 13)

¢ EC-36 DGDG”
sm-1 63.4 64.0
sn2 716 718
sn-3 68.0 68.8
L 105.4 105.3
2 72.7 72.6
3 75.0% 74.7%
4 69.7 70.1
) 74.4% 74.6%
& 67.9 67.9
1" 101.2 100.7
2" 70.4 703
3" 0. | 75

[ S 70.9 712
i 72.1 725
6 62.5 62.9

* ndo contém sinais relativos ao fragmento aciloil.
* intercambidveis
Sng sn
sn2 1 OR,
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Tabela 13. Proporgdes relativas de ésteres metilicos dos acidos graxos presentes em
HID-36 (12) e, nas misturas EH-21, AG-01 ¢ AH-03, em analise de CG.

ACIDO HID-36 |EH-21 |AG-01 |AH-03
miristico C14 1.33 1.96 1.54 -
entadecandico C;s |0.61 0.37 0.74 -
almitico C,4 66.97 6159 [50.27 |-
almitoleico C;¢ 391 0.99 0.26 ‘presente
margarico C,; 2.46 0.68 1.72 -
estedrico C;g 20.99 3.60 10.72 |-
etroselinico C,,4 9.35 1508 (1392 |-
linoleico C,, 2.74 10.27 |5.68 -
linilénico C;s - 0.34 1.72 -
araquico Cyo - - 3.42 -
vacinico C,g 1.16 1.27 - -

© 4.1.6: Identificacdo dos flavensides ES-71, 13 e Eé-Si)A: Q, i)resentes nos extratos
em cloroférmio e acetato de etila de E. ambiguum.

4.1.6.1. Identificacdo do flavonol (+)-Catequina (13) , ES-71

O extrato em acetato de etila de E. ambiguum, apés varios fracionamentos
(Capitulo 3, Tabela 4, p. 21) proporcionou o isolamento de um composto abundante
(4.5% em relag8o a massa de extrato bruto e 0.31% em relagdo a massa de planta seca)
que recristalizou em metanol, formando cristais de coloragdo branco-avermelhada.
Fundiu na faixa de 120-124 °C e, apresentou [«]” , em acetona, de + 18 (c=0.5).

As anilises dos espectros de RMN de 'H e '°C, permitiram sugerir que ES-71
trata-se de (+)-catequina (3',4', 5,7, tetrahidréxi flavonol), 13 4 Este composto ¢ um dos
principais mondmeros na formagdo dos polimeros fendlicos denominados
leucoantocianidinas *!.
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OH

HO O

OH

OH 1)

O espectro de RMN de prétons (Figura 12), em acetona-dg, forneceu dados que
possibilitaram atribuir a estrutura 13, para ES-71. O anel C é caracterizado pelos sinais
em 4.02 ppm (1H, m),para H-3 ¢ 456 ppm (1 H, d, J=7.5 Hz), para H-2. A
estereoquimica em C-2 e -3 ¢ indicada através da constante de acoplamento, J,3 =7.5 Hz,
que indica um angulo diedro (¢) em tomo de 180°, para esses protons, permitindo uma
configuragdo trans para os protons metinicos H-2 e H-3. Isso indica a presenga de uma
catequina, ja que a epicatequina (cis, para H-2 e H-3) apresenta J,3= 2 Hz. Os duplos
dubletes 2 6 2.92 (1 H; Joe =5.3 € Jgem= 16 Hz) € 2.53 ppm (1 H; J,,=8.2 Hz € Jgen= 16
Hz) referem-se aos protons diastereotopicos Hy, € Hy,, respectivamente. O anel A, com
uma substituicdo OH-5,7 € caracterizado pelos dois dubletes em 5.97 € 6.07 ppm (Js3
=2.5 Hz), referentes aos protons H-6 e H-8. Entretanto, os sinais observados na regido
entre 3=6.7 ¢ 7.1 ppm, apresentam multiplicidades indicativas de uma substituigio OH-
3'.4', conforme esperado para o anel B. Os prétons H-6' € H-5', aparecem 4 §=6.75 (1 H;
dd, J5=8.2 Hz e Js»=1.9 Hz) e.2-6.80 ppm (1 H; d; Js;5 =8.2 Hz). O dublete em 6.89
~ ppm, corresponde ao préton H-2', com J»¢=1.9 Hz, caracteristico de acoplamento de
protons meta.

O espectro de RMN de B¢, 4 75.5 MHz, em acetona-dg (Tabela 14), de ES-71,
permitiu confirmar a estrutura 13 proposta, através da identificagdo dos trés sistemas de
anéis da molécula. Na regido espectral relativa a carbonos sp°, caracterizou-se o anel C,
através dos sinais a 27.7 ppm, referente ao carbono metilénico C-4, a 67.30 e 81.63
ppm, relativos aos carbonos metinicos C-2 e C-3, respectivamente. O anel A, que
apresenta substitui¢do 5,7-dihidroxi, foi identificado através das ressondncias em 156.15,
para C-5 e 156.67 ppm, para C-7, com desblindagem tipica para carbonos sp’ contendo
substituintes com efeito mesomérico (+M). Em consequéncia, C-6 e C-8,
corresponderam aos sinais em 95.08 € 94.37 ppm, demostrando aumento de densidades
eletronicas para os carbonos em posi¢des orto aos grupos fenolicos. Essa caracteristica
também foi observada para o anel B, que apresenta substitui¢io 3',4'-dihidréxi.

O flavonol catequina (13) é um composto que tem sido isolado de varias espécies
vegetais °!, embora nfio tenha sido ainda descrita para membros da familia Loranthaceae.
Recentes estudos farmacoldgicos, desse composto, tém indicado relevantes resultados
como agente antibacteriano >,
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4.1.6.2. Identificaciio da flavona naringenina, EC-50A.

O composto EC-50A foi obtido das fragGes menos polares, oriundas do
refracionamento do extrato em cloroformio (Capitulo 3, Tabela 3, p. 16). Esse composto
foi recristalizado em benzeno, formando cristais aciculares, de coloragdo vermelha, que
fundiram a 249 °C. Através da anilise dos dados de RMN de 'H e °C concluiu-se que
EC-50A corresponde ao flavondide 5,7,4-trihidroxiflavanona  (14), denominado
naringenina .

OH

HO O

OH O (14)

A andlise dos dados obtidos, em RMN de prétons (Figura 13), de EC-50A,
indicou varios sinais caracteristicos de flavanonas. Assim, os duplos dubletes centrados a
8=2.73 e 3.18 ppm, referem-se, respectivamente, aos protons diastereotopicos H-3B (J3p2
=2.95 Hz; acoplamento axial-equatorial, e J3;532a=16 Hz; acoplamento geminal) e H-3A
(Jsa2 = 13.0 Hz; acoplamento axial-axial). J& o préton H-2 ¢ identificado pelos picos

~ - -centrados 4 8=5.45 ppm (dd; Jo38 =2.95 Hz e J,3,=13.0 Hz). Na regifio de aromaticos,
atribuiu-se o dublete em 5.96 ppm aos prétons isotdpicos H-6 € H-8, com constantes de
acoplamento de 2.3 Hz, cujo valor ¢ caracteristico de prétons com acoplamento meta. O
anel B, que apresenta uma substituicdo 4'-OH, foi identificado através dos dubletes em
6.90 ppm (J=8.7 Hz), para H-3',5' e a 7.4 ppm (J=8.7 Hz), para H-2',6'. Essas medidas de
constantes de acoplamento sdo tipicas de prétons com acoplamento orto. As
multiplicidades apresentadas, bem como as posi¢des de ressondncia também sdo
perfeitamente condizentes com uma substitui¢éo tipo 4'-OH, no anel B. O simnal & 12.20
ppm, caracteriza o proton hidroxilico, em C-5, que forma ponte de hidrogénio com o
grupo carbonilico vizinho. .
A anilise dos espectros de RMN de °C, BB e APT (Tabela 14), foi realizada
com auxilio de dados da literatura >>, fornecendo respaldo suficiente para confirmar o
esqueleto molecular 14 (5,7,4'-trihidroxiflavanona). O sinal em 43.12 ppm refere-se ao
tnico carbono metilénico presente na molécula (C-3; fase +, espectro APT), com
desblindagem provocada pela presenca de um grupo carbonilico vizinho (C-4, 6 4 196.11
ppm, tipico de cetona). O carbono metinico em C-2 aparece em 79.13 ppm,

|
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Figura 13. Espectro de RMN de 'H, 4 300 MHz, de EC-50A (14), em acetona-d6.



concluindo a atribui¢do de sinais para o anel C. Os seis carbonos metinicos dos anéis A e
B foram identificados através dos sinais com fase negativa, no espectro APT, em 115.66,
para C-3'e C-5' ¢ 127.95 ppm, para C-2'e C-6', no anel B e os sinais em 95.67 e¢ 96.53
ppm, para os carbonos em C-6 e C-8, no anel A.

A flavona naringenina, citada na literatura como antioxidante e antiinflamatorio
> tem sido isolado principalmente de Citrus sp, sendo esta a primeira descrigio deste

composto constituinte de uma espécie da familia Loranthaceae.

Tabela 14. Dados de RMN de °C dos flavonoides ES-71 (13) e EC-50A (14) isolados
dos extratos de E. ambiguum (75 MHz , TMS)

c _13 14

2 81.63 79.13
3 67.28 43.12
4 28.60 196.11
5 155.83* 157.42
6 95.08 95.61*
7 156.15*% 161,50
8 94.37 96.53*

- - 9 — |- —156.67 | 16333

10 99.56 112.30
1' 131.09 120.55
2 114.20%* 127.95
3 144.65 115.66
4' 144.67 163.33
5 114 68** 115.66
6' 118.98 127.95

* **¥ iptercambiaveis
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4.1.7. Anadlise da fracio EC-30, xantoxilina (15), do extrato cloroférmico de E.
ambiguum.

Do refracionamento do extrato cloroférmico (Capitulo 3, Tabela 3, p. 16),
obteve-se um composto incolor, solivel em cloroférmio, que foi denominado EC-30. As
analises espectroscopicas permitiram identifica-lo como sendo a 2,4,-OMe,6 -OH-
acetofenona (15).

CH;0 OCH;

OH as)

O espectro de massas de EC-30 apresentou pico ion molecular [M*] & m/z 196
(80%), de acordo com a formula molecular C;p H;> O4. A andlise do espectro de RMN
de 'H (Figura 15) indicou a presenga de grupos metilicos, através dos singletes a 2.61,
3.82 e 3.85 ppm (3 H, cada). Essas posi¢des de ressonincia sugerem, respecﬁvamente a
presenca de uma metila ligada a grupo carbox1 e duas metoxilas. Na reglao
correspondente a hidrogénios ligados am carbonos sp?, observa-se somente dois sinais a
8 5.91 € 6.05 (J=2.4 Hz) relativos a um sistema AB, com tipico acoplamento de prétons
em posigdes meta, indicando anel aromatico tetra-substituido. Essa prop051g:ao foi
corroborada pela anahse do espectro de RMN de °>C (Figura 16), que apresentou sinais
para 6 carbonos sp’, com deslocamentos quimicos em perfeita concorddncia com os
dados acima sugeridos (8 162.92 e 166.1 e 167.6, para os carbonos contendo fungdes
oxigenadas e 90.74 e 93.02, para os carbonos protonados C-3 ¢ C-5). Ainda, no espectro
de RMN de '*C, confirma-se a presenga de duas metoxilas, através do sinal em 55.5
ppm. O grupo metilico em posigio o a carbonila é observado, em 32.9 ppm. Enfim, um
sinal em 203.1 ppm indicou a presenga de um grupo cetona, com tipica posi¢do de
ressondncia. Essas analises espectroscOpicas permitiram atribuir-se a estrutura 15, para o
composto EC-30, que comesponde a 2-,6-, OMe, 4-,OH-acetofenona (xantoxilina)®.
Esse composto, bem como alguns derivados, tem demonstrado relevante atividade
antiespasmédica >
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4.1.8. Investigagiio da fracdo SL1, isolamento do poliol manitol (16) - precipitado do
extrato metandlico (extrato bruto) de E. ambiguum.

A fragdo SL1, obtida do extrato bruto de E. ambiguum, (Capitulo 3, p. 6), foi
tratada com acetona-agua, diversas vezes, até recristalizagdo de um composto incolor,
cujos cristais apresentaram-se com formatos aciculares e fundiram a 165 °C. Foi
denominado INS-164 e o rendimento obtido foi de 18.6 %, com relagio ao peso do
extrato bruto e 0.8 %, em relagdo ao peso de planta seca.

A analise dos dados de RMN de 'H e '*C (Tabela 15), permitiram deduzir-se
que INS-164 trata-se do poliol denominado MANITOL %6(16).

H
HO-C-H
HO-C-H
HO-C-H
H-C-OH
H-C-OH
H-C-OH

H 16)

Tabela 15. Deslocamentos quimicos em RMN de 13C para INS-165, em comparagio
com dados da literatura >.

C INS-164 Manitol
(75 MHz; em D,0) (em DMSO0)
C-1; C-6 66.03 64.60
C-3; C-4 72.05 70.07
C-2; C-5 73.60 72.20

4.1.9. Identificacio de uma mistura de icidos graxos (AG-9, EH-21 e AH-OI),
presentes na fragio hexano de E. ambiguum.

A mistura de acidos graxos, obtida através de sucessivos fracionamentos do
extrato hexano (Capitulo 3, Tabelas 1 e 2, p.8 e 10), foi metilada em uma solugido de
diazometano em éter etilico, e seus ésteres derivados analisados através de cromatografia
gasosa. Assim, determinou-se qualitativamente a natureza dos compostos, bem como
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identificou-se suas proporgdes relativas. Estes dados estao relacionados na Tabela 13 (p.
61).

4.2. Compostos isolados dos extratos de Cecropia catharinensis Cuatrecasas.

Os extratos brutos obtidos das folhas, caule e raizes de C. catharinensis, sofreram
varios fracionamentos em colunas de silica gel, permitindo o isolamento e a
determinagio estrutural de varios compostos puros, que séo descritos a seguir.

4.2.1. Triterpenos acidos di- ou tri-hidroxilados isoladoes de C. catharinensis

Dos extratos brutos de C. catharinensis isolou-se ¢ identificou-se uma série de
quatro triterpenos pentaciclicos derivados do 4cido ursélico (25), que constituem dois
pares de isdmeros configuracionais, DE-2, K-31, AB-6 ¢ BB-5. As estruturas 17 - 20
propostas, para esses compostos, foram determinadas com base - em estudos
espectroscopicos e reagdes quimicas.

HO

R, R, Rs
17) | o—OAc| B-OH | H
|(17a) | o—OAc | B—OAc | H
(a8 o-OH | B-OH | H
182) | —OH | B-OH | Me
18b) | a—OAc | B-OAc | H
(19) | a—OAc| a—OH | H
19a8) | a-OAc | a-OAc | H
(20) | oOH | a-OH | H
20a) | o—OH | a—OH | Me
20b) | a—OAc | a—OAc | H
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4.2.1.1. Identificacao dos acidos 2a-OAc,3B,19a-dihidréxi, urs-12-eno, 28- dico
(17), DE-2 e 2a-,38,19a-trihidroxi, urs-12-eno, 28-éico (18), K-31

Os compostos DE-2 e K-31 formam um par de derivados trissubstituidos
(2a,3B,190) do acido ursélico (25) *’. Em K-31 (17), temos a presenga de trés grupos
OH ( em posigdes C-2, C-3 e C-19) , ao passo que DE-2 (18) apresenta dois grupos
hidroxi (em posi¢des C-3 e C-19), e um grupo acetoxi (C-2), constituindo-se portanto,
num derivado acetilado do composto K-31.

DE-2 - acido 2a-OAc, 3B, 19a-dihidréxi, urs-12-eno, 28-dico.

O composto DE-2, isolado dos extratos em hexano das raizes de C. catharinensis
(Tabela 7; p. 24) foi purificado através de recristalizacdo em acetona, formando cristais
aciculares, incolores, que fundiram a 125-128°C. As analises espectroscopicas de DE-2
possibilitaram a atribui¢do da estrutura 17, que corresponde ao acido 2a-OAc, 3B, 19a-
dihidréxi, urs-12-eno, 28-6ico. Esse composto ainda ndo foi descrito na literatura 3,

30

a7

O espectro de massas de DE-2, 17, (Figura 17; Esquema 3) mostrou um pico ion
molecular [M'] & m/z 530, em concordincia com a férmula molecular C3;HsoOg.
Comparando o ion molecular desse composto com aquele de K-31(M™ a m/z 488),
observa-se um incremento de 42 u.m.a., indicando a presenga de uma unidade acetil, em
DE-2. O ion molecular, ap6s impacto eletronico, perde grupos CH;COOH (presenga de
grupo acetila, na molécula), H,O e HCOOH , originando fragmentos a m/z 470 (a), m/z
512 (b) e m/z 484 (c), respectivamente. A fragmentagéio descrita (Esquema 3) para DE-2
(17) é tipica de cisdo de anel C, para derivados da a—amirina (26) 3839 através de reagio
retro Diels-Alder, para dar origem aos picos ¢ € f, a m/z 265 e 264. O ion e ¢ derivado
dos anéis A e B, enquanto que o ion f, é resultante dos anéis D e E, que contém uma
fungdo hidroxila nio acetilavel (o ion b apresenta um acréscimo de 16 u.m.a., com
relagio a esse mesmo ion, em compostos analogos %8 sem substitui¢io 19-OH).
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Esquema 3. Sequéncia de fragmentagio obtida da analise dos espetros de massas de DE-
2 (17), K-31 (18), AB-6 (19) e BB-5 (20).

—+) OH

OH

COOH RO
Ri10O.
RO RO
m/z 470 (17 RO
a, (_ew b,m/leZ(ﬂe_li) c>m/z484(-11c19-)
-AcOH T-Hzo Aon l
~ OH
R,0
OH
COOH R,O
RO Lm/z412 (17 ¢19)
_ . . 370 (18 ¢ 20)
COOH RO 1 R2
MHmz530 17,19 Ac H
d, m/z 251 (17 a 20) 488 18,20 H H
l l -Hy
+ oH COOH k, m/z 201 (17 a 20)
RO CH,
R0
COOH
e,m/z265(17¢19)
H}/ 223 (18¢20) f, m/z 264 (17 ¢ 20)
H
-Hiy “HCOOH OH
g m/z 205 (18 e 20)

247 (17 19)

COOH i, m/z 218 (17 € 20)
h, m/z 246 (17 a 20)
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Essa funcionalidade (-OH) deve ser atribuida a C-19 ou C-20. A posi¢io em C-20
deve ser eliminada como possibilidade pela observagdo de um singlete & 2.58 ppm, no
espectro de RMN de prétons, que é atribuido ao proton em C-18 (B). Esses e os demais
ions relacionados no esquema 3, permitiram delinear o esqueleto molecular 17, para DE-
2 (embora sem permitir a determinagdo das posi¢des dos grupos OH e OAc).

O espectro de RMN de proétons de DE-2, a 300 MHz, em CDCl; , é mostrado na
figura 18 (Tabela 16). Na regido entre 0.7 e 2.1 ppm, observou-se sinais para seis grupos
metilas terciarios (8 a 0.76, Me-26; 0.86, Me-23; 1.03, Me-24; 1.01, Me-25; 1.21, Me-27
e 1.26 ppm, Me-29) e um grupo metila secundario (0.95 ppm, d, J=6.2 Hz, Me-30). O
singlete em 2.07 ppm indicou grupo CHj; de sistema acetil. Também observa-se dois
protons carbindlicos a § 3.2 (H-3, d, J=10.0 Hz) e 4.95 ppm (H-2, ddd, J=3.7, 10 ¢ 11.0
Hz). O ultimo, provavehnente deve ser ligado em carbono contendo grupo OAc, devido
desblindagem caracteristica . As configuragdes relativas para os protons metinicos, H-2
(td, d, 4.95; J=3.7,10 ¢ 11 Hz) e H-3 (d, 3=3.2 ppm; J=10 Hz), foram determinadas de
acordo com as medidas das constantes de acoplamento desses prétons ¢ . Para esqueletos
contendo substituintes em posi¢des 2-a,3-B, espera-se constantes de acoplamento entre
10 e 11 Hz, para o préton H-3, enquanto que para H-2, ocorrem valores de
aproximadamente 11, 10 e 4.0 Hz . Assim, foram atribuidas as configuracdo $-, para
OH em C-3, e a- para OAc em C-2. A posi¢do do segundo grupo hidroxila foi deduzida
através do singlete relativo ao grupo Me em C-29 ou C-30 (espera-se dois dubletes para
as respectivas metilas, em esqueletos ursanos comuns). Logo, a presenca deste singlete
confirma que a hidroxila localiza-se em C-19 ou C-20. A posi¢do do grupo OH em C-19
€ a escolhida devido a multiplicidade do préton em C-18, um singlete em 2.58 ppm.
Outro indicativo dessa posi¢do é que a localizagdo € a conﬁguragao o— de um grupo
hydroxila em C-19, induz a deslocamentos com efeito paramagnético nas metilas C-29 ¢
C-27 (vicinal, A3=0.14; geminal, A5=0.36; em relagdo i estruturas analogas)®®>. Também
confirma-se através do espectro de RMN de *C, onde C-19 aparece como um carbono
quaternario (experimento APT), a 72.8 ppm em nfo em torno de 40 ppm (posigdo tipica
em sistemas ursanos sem substitui¢io 19-OH). O sinal, a 5.33 ppm, tipico de um préton
vinilico, é relativo ao préton em C-12. Os dados acima descritos permitem atribuir um
esqueleto do tipo urs-12-en para DE-2, o qual deve conter dois grupos hidroxi € um
acetoxi.

A atribuigdo de sinais em RMN de C, de 17 (Tabela 17), foi realizada através de
recursos como espectro totalmente desacoplado (BB), utilizando experimento de
sequéncia de pulso spin-eco (APT), subspectro de correlagdo heteronuclear (HETCOR,
Figura 19) e em comparagdo com dados da literatura, para compostos semelhantes 62,63,
O espectro APT mostrou um total de 32 carbonos, sendo 17 sinais para carbonos
metinicos ou metilicos, € 15 sinais referentes a carbonos secundarios ou quaternarios.
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- torméntico

Os trés carbonos contendo substituintes -OH, foram identificados no espectro

APT, sendo dois terciarios (a & 73.0 e 80.3 ppm), € um quaternario, em 72.80 ppm (C-
19).
Os deslocamentos quimicos de C-2 e C-3, foram estabelecidos através de um espectro de
correlag@o heteronuclear (HETCOR; Figura 19), onde os sinais a & 3.2 (H-3) e 4.95 ppm
(H-2), em RMN de 'H, correlacionam respectivamente, com os sinais a2 80.36 (C-3) e
73.01 ppm (C-2). Também o dublete a 0.95 ppm, relativo a metila em C-30, teve seu
deslocamento quimico, em RMN de *C, confirmado através da conectividade com o
sinal & 15.87 ppm (comprovando blindagem de aproximadamente 5.0 ppm com relagdo a
esqueletos tipo B-amirina 2°). Essas e outras conexdes entre os sinais dos carbonos e os
respectivos protons produzem evidéncias inequivocas para atribui¢do da estrutura 17.

~ Os deslocamentos quimicos em RMN de Bc, para DE-2, estédo listados na Tabela
17.

K-31 - acido 2a-, 38, 19a-trihidréxi, urs-12-eno, 28-édico.

O composto K-31 foi obtido através do fracionamento do extratos em
diclorometano e acetato de etila, do caule e raizes de C. catharinensis (Capitulo 3,
Tabela 7, p. 24). Apresentou-se como um composto cristalino, de coloragdo amarelo-
claro, que fundiu entre 270-275 °C. As analises espectroscOpicas sugeriram a estrutura
18, para K-31, que corresponde ao acido 2a-, 3B, 19a-trihidréxi, urs-12-eno, 28-0ico,

isolado anteriormente da espécie Tormentilla potentilla, com a denominag¢do de acido
646582 —  —  —— ~- £ gt = g <

x

(18)

O espectro de massas de K-31 apresentou ion [M "] 4 m/z 488 , condizente com
a formula molecular C3oH4Os, e indicativo da presengca de um grupo acetil quando
comparado ao composto DE-2 (M™" , m/z 530). A sequéncia de ionizagdo delineada para
K-31 demonstra uma fragmentagio caracteristica para triterpenos tipo ursano, conforme
proposto por Djerassi ** jonde uma clivagem no anel C, conduz ao fon e, a m/z 223, que
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identifica os anéis A e B (perde uma molécula de H,O e libera o ion g a m/z 205), e ao
ion £, a m/z 264, que retém a estrutura dos anéis D e E. Entretanto, o ion f sujeitou-se
ainda a subsequentes decomposi¢gdes com perdas de grupos COOH e H,O, H,O e
HCOOH, para resultar nos picos 8 m/z 201 (k), m/z 246 (h), e m/z 218 (i),
respectivamente. A perda do um grupo carboxilico angular, em C-28, levou a formagéo
do ion a m/z 442 (c), que através de uma ruptura suplementar no anel E, conduz ao ion a
m/z 370 (I) . Esses e outros ions estdo relacionados no Esquema 3, p. 75.

O espectro de RMN de 'H do éster metilico de K-31, 4 300 MHz , em CDCl; é
mostrado na Figura 20 (Tabela 16). As atribui¢Ges de sinais foram realizadas com auxilio
dos espectros de DE-2 (Figuras 18 e 19) e dados da literatura *>**. Na regifio espectral
referente a grupos metilicos observou-se sinais 4 8 0.67 (3H, s, Me-26); 0.82 (3H, s, Me-
24); 0.93 (3H, d, J=6.6 Hz, Me 30); 0.95 (3H, s, Me-23); 1.02 (3H, s, Me-25); 1.21 (3H,
s, Me-27) e 1.25 (3H, s, Me-29). O singlete & § 2.60 ppm (1H), foi atribuido ao préton
metinico H-18, sugerindo uma fun¢fo hidroxila em C-19, e ndo em C-20, pois nesse caso
a multiplicadade de H-18 seria um dublete. Isto é ainda confirmado pela presenga de um
singlete, atribuido & Me-29, que apresenta-se como um dublete em ursanos analogos. Os
sinais 4 & 3.01 (d, J=10 Hz) e a 3.7 ppm (dt, J=4.0, 10 e 13 Hz) indicaram substitui¢tes
de grupos OH em C-3 e C-2, respectivamente. Constantes de acoplamento com essas
grandezas observadas, sugerem uma relagdo trans, para os dois grupos OH, determinando
que a estereoquimica do diol deve ser 2a—,38—. O sinal em 5.35 ppm (t, 3.5 Hz) refere-
se ao proton vinilico em C-12, que acopla com os prétons metilénicos em C-11.

Os dados obtidos da anslise do espectro de RMN de °C (BB e APT; Figura 18, p.
82) do éster metilico de K-31(18-a) , a 75.5 MHz, em CDCl;, sdo mostrados na Tabela
17. Os sinais foram atribuidos com base em dados da literatura °* ¢ em comparagio com
compostos modelo (DE-2). O espectro APT de K-31Me (Figura 21) mostrou um total de
31 carbonos sendo 16 carbonos secundirios ou quaternarios (fase positiva) e 15
primarios ou terciarios (fase negativa). Os deslocamentos quimicos de todos os carbonos
presentes na estrutura 18 (Tabela 17, p.95).

4.2.1.2. Identificacido dos acidos 20-OAc,3c, 19a-dihidréxi,urs-12-eno,28-éico (19),
AB-6 e 20-,30—, 19a-trihidroxi,urs-12-eno,28-éico (20), BB-5.

AB-6 ¢ BB-5 sdo dois triterpenos pentaciclicos 2-a,3-ct,19-a tri-substituidos,
derivados do acido ursélico (25) ®. A diferenca entre esses dois compostos esti na
substitui¢do de um grupo hidréxi, em BB-5 ( 20), por um grupo acetil, em AB-6 (19).
Portanto, formam um par de isdmeros (2a—,3a—,19a—) dos compostos K-31, 18 ¢ DE-2,
17 (2a—,3p—,19a-).
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AB-6 - acido 2a-OAc, 3a, 19a-dihidroxi,urs-12-eno,28-dico.

O composto AB-6 foi obtido do fracionamento dos extratos em diclorometano e
em acetato de etila, respectivamente, das raizes e do caule, de C. catharinensis (Capitulo
3, Tabela 7, p.24 ). Ap0s recristalizado em acetato de etila, apresentou-se como cristais
incolores, que fundiram a 126-130 °C. As analises fisicas realizadas em AB-6 indicaram
a estrutura 19, que corresponde ao 4acido 2a-OAc, 3a, 19a-dihidréxi,urs-12-eno,28-
oico.

¥

z (19)

O espectro de massas de AB-6 (Esquema 3, p. 75) mostrou um pico ion molecular
(M") 2 m/z 530, sugerindo a férmula molecular C;,Hs500s. O mecanismo de fragmentagio
delineado para AB-6, é tipico de triterpenos pentaciclicos com esqueleto tipo ursano, de
acordo com o padréo sugerido por-Djerassi’*™. Esse espectro apresentou uma sequéncia -
de fragmentagido praticamente idéntica ao espectro de massas de DE-2 (17), sugerindo
que esses compostos possam tratar-se de dois 1s6meros.

O espectro de RMN de prétons de AB-6 (Figura 22; Tabela 16, p. 94), apresentou
valores de deslocamentos quimicos muito similares com os de DE-2. Na regido de
metilas observou-se seis sinais caracteristicos de metilas terciarias a § 0.71 (3H, s, Me-
26); 0.89 (3H,s, Me-23); 1.03 (3H, s, Me-24); 1.19 (3H, s, Me-25); 1.25 (6H, s, Me-27 ¢
29) e um sinal de metila secundaria a 0.94 ppm (3H, d, J=6.6 Hz). o sinal a 2.07 ppm
(3H, s, CH;COO-), identifica uma fun¢do -OAc, no esqueleto molecular 19. Como em
DE-2 (17) e K-31 (18) , a presenca de um tnico dublete (em 0.94 ppm), indica sistema
triterpénico tipo ursano com uma fun¢io hidroxila em C-19 ou C-20. Essa hipotese €
confirmada pelo singlete em 2.53 ppm, cuja multiplicidade permite definir a posi¢do C-
19, para o substituinte -OH. O sinal a 73.0 ppm (C quaternario, espectro APT), no
espectro de RMN de 13C, também corrobora para essa afirmagdo. Os sinais a § 3.48 (1H,
d, J=2.5 Hz) e 5.22 ppm (1H,dt, J=2.5, 4.0 e 12 Hz) foram atribuidos aos proétons
carbindlicos H-3 e H-2, repectivamente. A principal diferenga entre os espectros de
RMN de 'H de AB-6 (19) ¢ DE-2 (17) estd numa pequena blindagem para os sinais
referentes aos prétons metinicos H-2 e H-3 (Tabela 16), e principalmente nos valores das
constantes de acoplamento desses prétons. Esses dados foram coerentes com a concluséo
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de que os compostos DE-2 e AB-6 formam um par de isOmeros, que apresentam
diferentes configuragGes para os substituintes em C-3 (8—, para DE-2 e a—, para AB-6).
As configuragdes relativas em C-2 e C-3, em AB-6, foram atribuidas de acordo com as
medidas das constantes de acoplamento. Assim, o préton metinico em C-2 (6=5.22 ppm)
exibe J= 2.5, 4.0 ¢ 12 Hz, enquanto o secundo proton metinico, em C-3 (d=3.48 ppm),
apresenta uma constante de acoplamento de 2.5 Hz. Esses valores s3o caracteristicos de
substituicdes em posigdes o—, a—, para protons em C-2 e C-3, respectivamente. O
grupo olefinico em C-12 foi identificado pelo sinal & 5.35 ppm (1H,t, J=3.5 Hz) atribuido
ao proton H-12.

O espectro de RMN de C de AB-6, a4 75.5 MHz, em CDCl;, (BB e APT;
Tabela 17, p. 95) mostrou um total de 32 carbonos, que foram atribuidos com auxilio de
espectros de compostos analogos (DE-2, BB-5 e K-31). As fungdes -OAc e -OH, ligadas.
aos atomos de carbonos terciarios C-2 e C-3, foram confirmadas através dos sinais em
71.1 e 76.8 ppm, respectivamente (fase negativa, espectro APT). O grupo OH, presente
em C-19 foi caracterizado pelo sinal em 73.0 ppm (fase positiva, APT; carbono
quaternario). Os sinais & § 167.43 (MeCOO-) e 170.2 ppm (C-28) confirmaram os
grupos carbonilicos do grupo acetdxi e da fungio acido carboxilico, respectivamente. A
Tabela 17, mostra os deslocamentos quimicos em RMN de B, para todos os carbonos
presentes na estrutura (19) proposta, ainda ndo descrita na literatura .

BB-5 - acido 2a-, 3a, 19a-trihidréxi,urs-12-ene,28-éico (20).

~_ O.composto BB-5_foi isolado dos extratos em acetato de-etila,-do caule, folhas-e
raizes de C. catharinensis (Tabela 7, p 24). Foi recristalizado em cloroférmio, formando
cristais aciculares, de coloragdo amarelo-claro, que fundiram a 255-260 °C. As analises
espectroscopicas e reagdes de derivatizagdo realizadas em BB-5, permitiram identifica-lo
como o acido 2a-, 3a, 19a-trihidroxi,urs-12-eno,28-6ico (20), ja isolado anteriomente,
da espécie Euscaphis japonica, com a denominagdo de acido euscaphicoGo.
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Seu espectro de massas (Figura 23, p. 87; Esquema 3, p. 75) mostrou um pico ion
molecular [M~] 2 m/z 488, sugerindo a formula molecular C;oH,;30s. A sequéncia de
fragmentagdo observada, indicou um mecanismo de formagéo de ions praticamente

1déntico aquele proposto para K-31. Esse foi um indicativo de que esses dois
compostos poderiam tratar-se de um par de isdmeros configuracionais.

O espectro de RMN de 'H do éster metilico de BB-5 (20a) , 4 300 MHz, em
CDCl;, ¢ mostrado na figura 24 (Tabela 16, p. 94). Os seis singletes a 8 0.66 (3H, Me-
26); 0.86 (3H, Me-24); 0.95 (3H, Me-25); 1.02 (3H, Me-23), 1.21 (3H, Me-27) e 1.25
ppm (3H, Me-29), foram atribuidos aos grupos metilicos terciarios presentes em 20 e 20-
a. O dublete em 0.94 ppm (3H, J=6.6 Hz, Me-29) indicou sistema ursano substituido em
C-19, que foi confirmado pelo singlete a 2.53 ppm (H-18). Esse espectro mostrou-se
bastante semelhante aquele de K-31 (Figura 20; Tabela 16), sendo que a principal
diferenca foi observada para os sinais referentes a fungdo diol, onde os prétons metinicos
H-3 e H-2 foram atribuidos a & 3.42 (1H, d, J=3.0 Hz) ¢ 4.02 ppm (1H, dt, J=3.0,43 ¢
11.8 Hz), respectivamente, com A8 =0.4, comparando com os mesmos prétons em K-31.
A estereoquimica do diol, 2a—, 3a—, foi atribuida com base nas medidas das constantes
de acoplamento, cujos valores (3.0, 4.3 e 11.8 Hz) indicaram uma relagéo cis, para esses
dois grupos em BB-5, 20, (para K-31, 2a—¢ 3p—; J=4.0, 11 ¢ 13 Hz).

Os dados obtidos da analise dos espectros de RMN de *C (BB e APT) do éster
metilico de BB-5(20a), possibilitaram a atribui¢do de todos os sinais, (Tabela 17),
confirmando a estrutura 20 (e 20a) proposta, que corresponde ao derivado 2a-OH de
AB-6 e a0 isdmero configuracional de K-31 (18).- - - ; . .
_ Todos os compostos pertencentes a esta série de denvados di- e tn'-hidroxﬂados,
foram metilados com solu¢do de diazometano, em éter etilico, comprovando-se a
presenca das fungdes acidos carboxilicos, nas posi¢des em C-28 69. Também realizou-se
reagOes de acetilagio, nos quatro compostos da série, obtendo-se os derivados 17a, 18b,
19a e 20b. As analises comparativas entre esses compostos tiveream as seguintes
finalidades: -comprovar-se a substituicdo de um grupo OH em C-19, através da
impossibilidade de acetilar-se a fung@o alcool nessa posig¢éo estericamente impedida -a
acetilagdo dos pares BB-5 - AB-6 ¢ K-31 - DE-2, comprovou que dentro de cada par os
compostos apresentam as mesmas configuragdes relativas, diferindo entre si somente
pela presenga de um grupo acetil, pois apds a reagdo, cada par apresentou o mesmo RF,
em CCD (0.75, clorof6rmio; para BB-5 e AB-6; 0.55, cloroférmio, para K-31 e DE-2).
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Figura 23. Espectro de massas de BB-5, 20 (EI70EV)
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4.2.2. Isolamento e identificacio estrutural dos icidos 2oa-—acetéxi, 3a—19a-—
dibidroéxi, 11,12-epéxi, 13-17]lactona (22), A-33 e 3a—acetdxi,2o—190—,dihidréxi,
11,12-epoxi, 13-17,Jactona (23), EC-6.

A fragdo 7-15 (Tabela 7; p. 24), obtida por fracionamento do extrato em
diclorometano das raizes de C. catharinensis, foi putificada através de coluna de silica
gel, eluida com hexano-acetato de etila, permitindo o isolamento e a identificagdo de
duas substincias isoméricas, representadas estruturalmente pelas formulas 22 e 23.

OH I

Ry R,

22) OAc OH
(22a) OAc OAc

—— —_ - (23) OH - OAc
(23a) OAc OAc

Os espectros de massas de EC-6 e A-33 (A-33, Figura 25, p. 90; Esquema 4, p.
91) apresentaram o mesmo pico ion molecular, de baixa intensidade, a m/z 544,
correspondendo a formula molecular C;Hy30s. Os dois espectros mostraram
mecanismos de fragmentagdo praticamente idénticos, sugerindo a presen¢a de compostos
isoméricos. A analise desses espectros mostrou inicialmente perdas de H,O (m/z 526, M
- 18) e HOAc (m/z 484, M - 60), comuns em triterpenos pentaciclicos contendo fungdes
-OH e -OAc, respectivamente. Os demais ions permitiram delinear uma sequéncia de
fragmentagio com provaveis rupturas no anel C "°, que podem ocorrer através dos
caminhos a, b, ¢, d ou e. Os ions a, a m/z 293 e b, a m/z 233 e ¢, a m/z 265 caracterizam
os anéis A e B, que podem originar-se via a ou d . Os anéis D e E, que sustentam as
fungGes epoxi € y-lactona, foram identificados pelos ions e, a m/z 279, f a m/z 265, m, a
m/z 205 e h, a m/z 219. Os principais fragmentos i6nicos observados nesse espectro, sdo
mostrados no esquema 4. '
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Esquema 4. Sequéncia de fragmentagdo obtida da anélise dos espectros de massas de A-

33 (22) e EC-6 (23).

(o} + O+
RO HO.
RO HOA!‘;
+ HO
m/z 293
nme b, m/z233 23) b, m/z 233 (22)
RO ci -
aT- H* RO
¢, m/z 265

Rearr
Rearr R; R2

(22) Ac
23 H Ac

+
oL 0
+
HC
HCOOH
COH e, m/z 279 l
d, m/z 251 OH
RO OH
e}
=== . OH
RO
f, m/z 265 g, m/z 279
co
0 2 i, m/z 500

CO2
m, m/z 205 o

.HT
j, m/z 218

1, m/z 204

Ve

91



A-33, acido 2a—acet6xi, 3a—19a—dihidréxi, 11,12-epéxi, 13-17,lactona (22)

No espectro de RMN de 'H de 22 (Figura 26, p. 93, Tabela 16, 94) detectou-se a
presenca de seis grupos metilicos terciarios a 3 0.88 (3H, s, Me-26); 1.06 (3H, s, Me-
24); 1.09 (3H, s, Me-23); 1.15 (3H, s, Me-25); 1.35 (3H, s, Me-27); 1.50 ppm (3H, s,
Me-29) e uma metila secundaria, a 0.93 ppm (3H, d, J=6.6 Hz, Me-30), sugerindo
esqueleto tipo ursano com uma fung¢io -OH, em C-19. O préton metinico H-18 foi
identificado pelo sinal & 1.86 ppm (1H, s). O singlete 4 2.07 ppm (3H, CH3COOQ) indicou
um grupo -OAc, ligado ao atomo de carbono C-2. Esse grupo carbonilico foi também
identificado através do sinal em 171.00 ppm, tipico de carbonila de éster, no espectro de
RMN de *C. O préton metinico H-2 é atribuido ao sinal em 5.15 ppm (1H, dt, J=5, 10 e
11 Hz), com desblindagem caracteristica . O préton carbinélico H-3 foi atribuido ao
dublete a & 3.24 ppm (J=10 Hz). Os valores medidos para as constantes de acoplamento
em H-2 e H-3 sdo caracteristicos de sistemas contendo substituintes em posi¢des 2a-,
3B-. Os deslocamentos quimicos de H-2 e H-3 foram confirmados, no espectro de RMN
de 'H do derivado acetilado de A-33 (22a), através de um experimento de dupla
ressondncia’’. Irradiando-se o dublete em 4.79 ppm (H-3, Figura 27-b, p. 97) o duplo
triplete, em 5.15 ppm (H-2), passa a ser observado como um duplo dublete (Jy2m1 €
Juomr). Quando irradiou-se o sinal em 5.15 ppm (H-2; Figura 27-a), obteve-se a
simplifica¢do do sinal relativo a H-3 (em 4.79 ppm) e também do sinal em 2.31 ppm (H-
leg, dd), que passa a ser observado como um dublete (JyjeqH1a=12 Hz).
=~ No espectro de RMN de-'H de -A-33, ndo foi identificado o sinal referente ao
proton vinilico H-12, comum em estruturas analogas que contém dupla ligagdo em C-12,
C-13 (17 - 20), entretanto, surgiram dois sinais adicionais, um dublete a § 2.97 (J=3.8
Hz) e um duplo dublete 3.18 ppm (1H, J=2.0 e 3.8 Hz), que devem ser referentes aos
protons H-12 e H-11, respectivamente, do sistema epoxi no anel C. Esses deslocamentos
quimicos sd3o coerentes com protons ligados a carbonos contendo oxigénio ™ A Figura
27-c (p. 98) mostra o efeito causado pela irradiagido do sinal em 3.17 ppm (dd, H-11),
que simplifica o sinal do préton H-12, em 2.97 ppm e passa a ser observado como um
singlete. Quando o dublete em 2.97 ppm foi irradiado (Figura 27-d, p. 98), observou-se
que o duplo dublete, a 5 3.17 ppm (H-11), passa a ser observado como um singlete. Esse
sistema foi identificado também no espectro de RMN de °C, através dos sinais & § 56.61
(C-11) e 62.05 ppm (C-12), com deslocamentos quimicos caracteristicos’. A
estereoquimica da fungdo epoxi foi estabelecida pela constante de acoplamento,
Ja11112=3.8 Hz, que sugere uma orientagdo o-para a fungdo epoxido a qual €
preferencial também devido a fatores estéricos ">’ (prétons vicinais cis, sistema epoxi
originado a partir de uma olefina cis ). Os sinais atribuidos no espectro de RMN de 'H, a
300 MHz, em CDCl;, para A-33, estio listados na Tabela 16, p. 94.
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Os espectros de RMN de °C de A-33, a 75.5 MHz, em CDCl;, totalmente
desacoplado (BB) e spin-eco (APT), permitiram confirmar a estrutura 22 proposta,
através da atribui¢do dos sinais aos respectivos carbonos (Tabela 17, p. 95). O espectro
APT mostrou um total de 16 sinais de carbonos secundérios ou quaternarios e 16 sinais
de carbonos primarios ou terciarios. O sistema ep6xi foi identificado atraves dos sinais a
56.61 (C-11) e 62.05 (C-12), em concordéncia com absorgdes tipicas . A localizagdo
do epéxido no anel C, foi indicada também pela blindagem de H-18 e pela auséncia dos
sinais referentes a carbonos olefinicos (~ 128 e 138 ppm), em triterpenos tipo a-amirina
(26) % . A presenga da y-lactona, primeiramente sugerida pelo espectro de massas
(esquema 4, p. 91), foi identificada no espectro de RMN de 13C pelos sinais a & 90.18
ppm (C-13), com deslocamento quimico caracteristico *’°. A carbonila foi atribuida ao
sinal 4 & 179.40 ppm. A identificagdo desses e outros sinais, em RMN de 'H e Bc,
permitiram atribuir a estrutura 22, para A-33, que corresponde ao acido 2a—acetoxi,
30—,190~, dihidroxi, 11,12-epéxi, 13-17,lactona. Esse composto ainda ndo foi descrito
na literatura *’.

Tabela 16. Dados de RMN de 'H dos tnterpenos pentac1chcos 17, 18b, 19, 20b,
22 e 23, isolados dos extratos brutos de C. catharinensis.

H 17 18b 19 20b 22 23
1 | 102m | 103m ] - - o
1' 198m | 2.00m | 2.00m | 2.00m || 2.30dd ||| 2.34dd
(5el2)fj(5e12)
2 4.95td 3.70dt 5.22td 4.02td 499td Il 3.88td
(3.7,10,11)| (4,11,13) | (2.5,4,12) |(3,4.3,12) (5, 10,12)([l(5,10,12)
3 3.2d 3.01d 3.48d 3.42d 3.25d 4.53d
(10) 9.5) 2.5) €)) 10) [l o)
11 195m | 198m | 2.00m | 2.00m | 3.18dd || 3.18dd
: (2e4d) u (2ed)
12 535t 5.35t 5.33t 533t || 2.97d ||| 2.96d
(3.6 (3.6) C)] )] ) @)
16 1.65m 1.65m - -
16' 2.48td 2.51.d [| 2.48td || 2.51ed ||| 2.70dt ||| 2.75dt
(. 13, 15) [ 3, 12, 15)]}[(3.5,11,14){1|(3,12,15)[|(6,10,17)]}{(6,10,17)
18 2.58s 2.59s 2.53s 2.59s 1.86s H 1.93s
23 0.86s 0.95s 0.89s 1.02s 1.09s 1.09s
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24 1.03s 0.82s 1.03s 0.86 1.06s 0.89
25 1.01s 1.02s 1.19s 0.95s 1.15s 1.11s
| 26 0.76s 0.67s 0.71s 0.66s 0.88s 0.89s

27 1.21s 1.21s 1.25s | 1.21s 1.35s 1.35s

29 1.26s 1.25s 1.25s 1.25s 1.50s 1.51s

30 0.95d 0.93d 0.94d 0.94d 0.93d 0.94d

(6.2) (6.6). (6.6) (6.6) (6.6) (6.8)
| MeCO 2.07s - 2.07s - 2.07s 2.15s
COOMe - 3.60s - 3.60s - -

C 717 [ 186 | 19 [ 206 | 21 | 22
1 43.64 | 46.31 | 37.50 | 41.12 | 40.47 | 40.46
2 73.01 | 68.85 | 71.12 | 68.85 | 72.66 | 67.14
3 80.36 | 83.86 | 76.82 | 83.86 | 80.62 | 84.66
4 39.59 | 38.15 | 37.86 | 37.37 | 39.72 | 39.27
5 | 54.87 | 55.14 | 52.82 | 47.10 | 54.97 | 54.97
6 18.23 | 18.37 | 17.98 | 18.37 | 17.58 | 17.63
7 32.47 | 32.57 | 32.45 [ 32.57 | 31.84 | 31.86
8 39.73 | 40.00 | 38.46 | 38.15 | 43.32 | 43.82
9 46.95 | 47.10 | 45.90 | 47.81 | 50.98 | 50.92
10 | 38.00 | 39.13 | 3846 | 39.13 | 37.51 | 37.47
11 | 23.53 [ 23.53 | 23.66 | 23.67 | 56.61 | 56.50
12 |128.46/128.88{129.07(128.88| 62.05 | 62.08
13 |138.06]138.08] 138.00] 138.08| 90.18 | 90.28
14 | 41.07 [41.12 [ 41.19 | 39.91 | 41.78 | 41.81
15 | 28.29 | 28.11 [ 28.11 | 28.11 | 26.54 | 26.54
16 | 2526 | 25.39 | 25.31 | 25.39 | 23.54 | 23.54
17 | 47.38 | 47.81 | 47.68 | 47.81 | 45.00 | 45.03
18 | 52.96 | 53.12 | 47.96 [ 53.12 | 54.50 | 54.49
19 | 72.85 | 73.11 | 73.05 | 73.11 | 72.24 | 72.25
20 | 40.97 | 41.09 | 40.14 | 41.06 | 43.80 | 43.82
21 | 25.82 | 25.95 | 25.96 | 25.95 | 27.59 | 27.60
22 | 37.32 [ 37.37 | 38.46 | 38.15 | 31.55 | 31.55

Tabela 17. Dados de RMN de "*C dos titerpenos pentacilicos 17, 18b, 19, 20b, 22
e 23, isolados dos extratos brutos de C. catharinensis (CDCl;, 3 90 MHz ,TMS)
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23 28.30 | 28.56 | 28.31 | 28.56 | 28.16 | 28.18
24 16.42 | 16.71 | 21.81 | 16.71 | 17.81 | 17.79
25 16.02 | 16.48 | 16.97 | 16.48 | 21.26 | 21.10
26 16.35 | 16.62 | 16.17 | 16.62 | 14.70 | 14.71
27 24.20 | 24.52 | 24.65 | 24.52 | 18.30 | 18.30
28 180.91]|178.89 180.70( 178.34| 179.40| 179.40
29 2690 | 27.40 | 27.36 | 27.40 | 16.12 | 17.10
30 15.87 | 16.11 | 16.13 | 16.11 | 26.31 | 26.30
CH;CO0 | 171.81 - 167.43 - 171.00{171.45
| CH;-COO| 21.06 - 21.37 - 20.61 | 20.68
[COO-CH;| - 51.58 - 51.59 - -

EC-6 - acido 3a—acetoxi, 2a—,19a—, dihidroxi, 11,12-epéxi, 13-17,lactona (23).

Como foi descrito acima, o ion molecular (m/z 544, fé6rmula molecular C3;,H307)
¢ o mecanismo de fragmentagdo (Esquema 4), observados, no espectro de massas de EC-
6, foram idénticos ao de A-33 (22), indicando a presenca de provaveis estruturas
1soméricas.

Comparagio dos dados de RMN de 'H e de °C de 22 e 23 (Tabelas 16, p. 94 ¢ 17,
p. 95) permitiram deduzir que ambos possuem estruturas semelhantes. O espectro de
RMN de 'H de 23 (Figura 29) , a 300 MHz , em CDCl;, exibe sinais caracteristicos de
grupos metilicos tercirios entre 0.70 ¢ 1.80 ppm, bem como um metila secundario a &
0.94 ppm (d, 6.8 Hz), em posi¢Oes praticamente idénticas aquelas-observadas para A-33.
Estdo presentes nos espectros de RMN de 'H e °C de EC-6 e A-33 os mesmos sinais
relativos a uma metila de grupo acetil (8 2.15, s, 23, Figura 29; § 2.07 ppm, s, 22, Figura
26, p. 93). O fragmentos i06nicos a m/z 249 (Esquema 4; ion a e b) no espectro de
massas, indicam que para ambas as substincias, 0 grupo acetila deve estar presente no
anel A. '

As unicas diferengas observadas nos espectros de protons de EC-6 (Figura 29, p.
98) e¢ A-33 (Figura 26, p. 93), foram com relagdo aos deslocamentos quimicos dos
prétons metinicos H-2 e H-3. No espectro de RMN de 'H de EC-6 (Figura 28, Tabela
16) é possivel identificar os sinais desses prétons carbinoélicos, H-2 ¢ H-3, 4 $ 3.88 (1H,
dt, J=4.5, 10 ¢ 12 Hz) e 4.53 ppm (1H, d, J=10 Hz), respectivamente, enquanto que para
A-33 sdo observados a 8 4.99 (dt, J=5.0, 10 ¢ 12 Hz) e 3.25 ppm (d, J=10 Hz). Essas
diferencas sugerem que as duas estruturas suportam um grupo acetila (provoca
desblindagem em torno de 1.5 ppm no préton metinico) e uma fungéo alcool em posigdes
C-2 e C-3, para A-33 e C-3 e C-2, para EC-6, respectivamente, indicando tratar-se de
compostos isoméricos. As medidas das constantes de acoplamento observadas para os

96



990°2 —— wT T

97

H-3
g
<
J

1 T
H2
Ne
25
“L“%f

N‘J i

H-2

Figura 27. Espectro de RMN de ! H, experimento de dupla ressonincia, a 300 Mhz, de

A-33 (22-a), a) - irradiando H-2; b) - irradiando H-3;



Figura 27. ¢) -irradiando H-11 e d) - irradiando H-12.

(©)
y S EoRRIY
e BERRAS
e
fmmmmbn o

98



o H z
o :
/\-,

. e N

o~ .

e ~

PR N .

N R

R

to O
A czroms o -
v

H.3
H-2
ﬁ . .
- T o
237 2 - )
233k 53
LM = BRI E -1

£ HN A2 -
3 _

2987
-—2.3017

[R1)
—

-

Figura28. Espectro de RMN de 'H (a)-de22-a e (b)-23-a, a300 MHz,

-~

99



protons H-2 e H-3 possibilitaram atribuir configuragdes 20—, 38— para os substituintes
em posigdes C-2 e C-3, tanto em EC-6, como em A-33. Os valores dos sinais relativos
aos atomos de carbono de 23, obtidos do espectro de RMN de '>C (Tabela 17, p. 95),
foram atribuidos por comparagio com os dados de A-33. As diferencas nos
deslocamentos quimicos entre 22 ¢ 23 (4.04 ppm (C-2) e 5.52 ppm (C-3) indicam
ligacdo de grupo acetila em C-2 de A-33 e C-3 de EC-6. Como se pode ver na Tabela 17,
os sinais relativos aos atomos de carbono dos anéis B, C, D e E mostram-se praticamente
inalterados quando comparados com 22. Essas afirmagdes permitem concluir que EC-6
corresponde ao acido 3a—acetdxi, 2a— 19a—, dihidroxi, 11,12-epoxi, 13-27,lactona, 23,
isdmero de posigio de A-33, 22. Esse composto ainda néo foi descrito na literatura *’.

4.2.2.1. Reacio de acetilacdo em A-33 (22) e EC-6 (23)

A confirmagio de que os compostos A-33(22) e EC-6 (23) formam um par de
isomeros de posicdo, foi obtida através da acetilagdo desses compostos (Parte
experimental; p. 31), pois os produtos resultantes foram comparados por cromatografia
em camada delgada e, pela analise dos espectros de RMN de 'H (Figura 28) e Bc,
indicando que A-33Ac (22a) e EC-6Ac (23a) tratam-se de compostos idénticos.

4.2.3. Isolamento deos triterpenos pentaciclicos, acido pomélico (24) , J-14 e icido
ursolico (25), CG-01 isolados de C. catharinensis.

Além dos compostos citados anteriormente, foram isolados dos extratos brutos
de C. catharinensis (Parte experimental, Tabela 7, p. 24) dois triterpenos pentaciclicos
conhecidos, o acido pomélico, J-14 (3B-, 19a-, dihidréxi, urs-12-eno, 28-6ico, 24 )" ¢ o
cido ursolico (3B-hidroxi, urs-12-eno, 28-6ico 25) *°. A identificagdo dessas
substincias, que apresentam esqueleto basico tipo a-amirina (26), foi realizada com base
na comparagdo dos dados de RMN de 3C com aqueles publicados na literatura 26,6277
(Tabela 18), e também por cromatografia em camada delgada com amostras auténticas.
Os compostos foram transformados nos respectivos ésteres metilicos derivados, 24a e
25a, para a confecgdo dos espectros, em CDCl;. Além do acido pomélico e do acido
ursdlico, obteve-se dos extratos de C. catharinensis, uma mistura que foi identificada
como os acidos ursélico (25) e oleanodlico (27). O espectro de RMN de B¢, da mistura, ¢
mostrado na Figura 30.
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Tabela 18. Dados de RMN de >C dos ésteres metilicos 24a e 25a, derivados dos

triterpenos J-14, e CG-01, isolados de C. catharinensis (75 MHz , TMS,

CDCl3)

C 24 25
1 39.11 38.62*
2 28.34 27.23
3 78.30 79.05
4 39.52 38.88*
5 56.00 55.24
6 19.18 18.33
7 33.78 32.99
8 40.52 39.50
9 47.90 47.58
10 37.53 36.98
11 24.21 17.04
12 128.26 125.58
13 140.13 138.15
B 14 4231 42.01
15 29.44 28.04
16 26.57 2425
17 48.50 48.11
18 54.70 52.90
19 72.83 39.06
20 42.01 38.75*%
21 27.17 30.67
22 38.69 36.67
23 28.93 28.04
24 16.96 15.45
25 15.72 15.63
26 17.38 16.93
27 24.83 23.31
28 176.84 178.09
29 16.75 23.62
30 27.34 21.19
COOCH; 51.50 51.46
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* intercambiaveis

4. 2.4. Esterdis isolados e identificados nos extratos de C. catharinensis.
4.2.4.1. Identificaciio do esterol B-sitosterol (6) e B-sitosterol-glicosideo (7)

Dos extratos hexano das folhas, caule e raizes de C. catharinensis (Capitulo 3;
Tabela 7, p. 24), isolou-se o composto EG-1, que trata-se do B-sitosterol *° (6), ja isolado
para a espécie E. ambiguum (p. 43). Este foi o componente majoritario presente nos
extratos brutos de C. catharinensis. A identificac¢do estrutural de HS-11 foi realizada por
comparag¢io em CCD, com uma amostra auténtica, ¢ através de andlises de RMN de 'H
e 3C  (Tabela 20, p. 108). Além do B-sitosterol, os extratos de C. catharinensis
apresentaram também seu derivado glicosilado (B-sitosterol-3-O-B-D-glucopiranosideo,
7) ®, codificado como DI-3, foi isolado das fragSes mais polares dos extratos em
acetato de etila e diclorometano. Os espectros de RMN de 'H ¢ *C de DI-3 sdo
perfeitamente coerentes com aqueles obtidos para o composto EA-54 (7, B-sitosterol-
glicosideo), descrito na p. 43 (RMN de ">C; Tabela 20, p. 108). Esses dois esterdis foram
comparados por cromatografia em camada delgada com amostras auténticas. Nos extratos
de C. catharinensis foi possivel o isolamento e a determinagéo estrutural de um terceiro
esterol, um acil derivado do B-sitosterol-glicosideo, 21a'-i'.

© @

4.2.4.2. Isolamento da mistura de esteréides 6'-O-acil glicosilados, CC-5 (21 a'-I'

A mistura CC-5 foi isolada através do refracionamento, em colunas de silica gel
(Tabela 7; p. 24), dos extratos em acetato de etila do caule e das raizes de C.
catharinensis. As analises fisico-quimicas dessa mistura de esterdis, permitiram sugerir
as estruturas 21 a'-i', revelando que a aglicona é formada pelo esteréide pB-sitosterol,
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isolado na forma livre (6) e glicosilada (7) de C. catharinensis e também de E.
ambiguum.

(21a'-1")

R= n-acila (Tabela 21)|

O espectro de RMN de 'H de 21 a'-i' (Figura 31, p. 110, Tabela 19,p. 105), a 300
MHz , em CDCl;, pouco difere daquele de EA-54 (Figura 5a; p. 47). Comparando com o
espectro de RMN de 'H, de EA-54, observou-se sinais adicionais na regifio espectral de
hidrogénios ligados a carbonos sp’, relativos a uma porgdo alquilica: um intenso singlete

-~ — 438126 (w-CHy-) eum triplete 2 0.90 ppm (w-CH3). Isso poderia levar a conclusio de
que a substincia encontrava-se impurificada com é4cido graxo saturado. No entanto, 0~
espectro de RMN de *C apresentou um sinal a 174.28 ppm, consoante com um grupo
carbonilico de éster. Na regido entre 3.2 e 4.5 ppm (Figura 30, p. 107), encontram-se os
sinais referentes ao fragmento glicosidico, incluindo o multiplete relativo ao préton
carbindlico em C-3, a 3.48 ppm. Essa regido apresenta pequenasas diferengas quando
comparada com EA-54 (7), embora deva-se considerar o efeito causado pela mudanga de
solvente (py, em EA-54 e CDCl;, em CC-5). O préton anomérico ¢ atribuido a 4.37 ppm,
com constante de acoplamento medindo 7.5 Hz, o que caracterizou a presenca da ligacédo
B-glicosidica ’®, em CC-5. O grupo vinilico, em C-5_C-6, foi identificado através do
sinal a 5.36 ppm.

O espectro de RMN de °C (BB e APT) a 75.5 MHz, em CDCls, foi analisado em
conjunto com os espectros de RMN de °C de HS-11 (6) ¢ EA-54 (7). A atribuigdo dos
sinais (Tabela 20) permitiu confirmar que a mistura CC-5 corresponde a um f-
sitosterol,B—glicosil, esterificado com acidos graxos, na posi¢do C-6', da glicose, 21 a'-i'.
A unidade acila foi identificada através dos sinais a & 13.75 (CH;-w); 22.83 (w-CHy);
28.94-29.87 (w-CH,-); 31.68 (COOCH,) e 174.28 ppm (COO-). Além da inclusdo
desses sinais, as principais diferengas observadas entre os valores dos deslocamentos
quimicos de CC-5 (21 a'-i') e EA-54 (7), foram em relagdo aos carbonos C-2, C-3 ¢ C-4,
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demonstrando pequenas variagGes na ordem de Ad= 2,9 (C-2) e 3 ppm (C-3). Os
deslocamentos quimicos dos carbonos presentes na estrutura de CC-5 foram atribuidos e
estdo listados na Tabela 20, com excessdo aqueles referentes as cadeias alquilicas, devido
a sobreposic¢do de sinais na regido entre 29.0 e 30.0 ppm (-CHo-w).

Tabela 19. Dados de RMN de 'H de HS-11 (6), EA-54 (7) e CC-5 (21a'-i'
(300 MHz,em CDCl; e py-ds *)

H 6 7* 2la'-i’
3 3.49m 3.95m 3.92m
6 5.34d 5.33m 5.36m
(4.89)
18 0.67s 0.67s 0.68s
19 1.00s 0.93s 1.00s
21 0.92d 1.01d 0.92d
©) (6) (6.3)
26 0.86d 0.88d 0.87d
(65) 6 6.7
27 0.83d 0.89 0.83d
(6.5) (6) (6.7)
29 0.82 0.88t 0.82t
T “(635) ~ «6)- —(67) - .
1 - 4.59d 4.37d
(7.5) (7.5)
2! - 4.05t
3’ - 427m
4' - 4.30m
5 - 3.97m
6's - 4.50dd
(2ell)
6's - 4.39dd 4.25dd
(5ell) (5e10)
Cgé-w - - 0.68m
| -CH,w - - 1.25sl
‘CHECOO‘ - - 2.32m
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Tabela 20. Dados de RMN de "*C para os compostos 6, 7 e 21a'-i' (300 MHz,

CDC13 5 py~d§ -EA-

54, TMS)
C 6 7 21a'-i

1 37.2 375 37.3

2 31.7 26.3 293

3 71.7 77.1 74.0

4 422 39.9 38.9

5 140.7 140.9 140.3

6 121.6 121.9 1222

7 31.9 32.0 32.0

8 31.8 32.1 31.9

9 50.1 50.3 50.2

10 36.5 36.9 36.7

11 21.0 21.2 218
12 39.7 393 39.8
13 422 42.4 422
14 56.7 56.8 56.8

15 243 245 24.0

16 28.2 28.5 28.2

17 56.0 56.2 56.1

18 11.8 12.1 11.8

19 18.5 19.0 19.4
20 36.1 36.3 36.3
21 19.3 20.0 18.7
22 29.7 30.0 33.7
23 33.9 342 202
24 458 46.0 495
25 29.1 294 29.5
26 19.0 192 19.8
27 19.3 19.4 18.7
28 23.0 233 22.8
29 11.8 11.9 11.9

1 - 102.5 101.3

2' - 78.5 73.9

3 - 783 76.3

4' - 78.1 70.5

5' - 75.2 76.3

6' - 62.7 63.4
-CH,-COO- - - 174.6
-CH,-COO- - - 32.0
-CH,-w - - 29.7-29.3
_-CH,CH; - - 22.7
w-CH; - - 14.1
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4.2.5.2.1. Esteres metilicos obtidos da saponificagdo de 21 a'-i'.

Com o objetivo de identificar a natureza dos acidos, que fazem parte da mistura de
ésteres de 21 a'-i, foi realizada uma reacdo de hidrdlise alcalina do acil-glicosil-
esteroide. Os 4acidos graxos liberados foram esterificados com uma solugdo de
diazometano em éter etilico e submetidos a analise em CG-MS, identificando-se, assim,
as proporgdes relativas dos acidos graxos presentes na mistura 21 a'-i'. Observando a
Tabela 21, pode-se notar que os principais componentes da mistura sio os ésteres
metilicos derivados dos é4cidos 14-metil pentadecandico (M'270; 100%) e 16-metil
heptadecandico (M'298; 72%). Embora esterdis acil glicosilados tenham sido
anteriormente isolados, essa € a primeira ocorréncia desses compostos, contendo esses
ésteres alquilicos 7%,

Tabela 21. Esteres metilicos derivados dos acidos graxos obtidos da saponificagdo de
21a'-i".

Mistura a'-i’ éster metilico M intensidade (%)
( do dcido )
a' nonandidico (dimetil 156 18
éster)
b' 3,butil-4,metil- 168 22
-]l - _ _ _ | pentanodidico
(dimetiléster) |- - - - - - |
c bis(2-metil propil) 185 54
hexanodidico
(dimetil éster)
d' 12-metil tridecandico 242 38
e 9-metiltetra 256 24
decandico
f 11-hexa decendico 268 26
g 14-metil penta 270 100
decandico
' hepta 284 24
decandico
i 16-metil hepta 298 74
decanodico
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IV. CONCLUSOES

O estudo quimico das espécies Eubrachion ambiguum Hook & Am e Cecropza
catharinensis Cuatrecasas permitiu concluir que:

- A espécie Eubrachion ambiguum Hook & Am apresentou constituintes
quimicos de diferentes classes de compostos, permitindo isolar e identificar dezesseis
substéncias.

- A investigagdo quimica da espécie Eubrachion ambiguum, permitiu detectar-se
a presenca de constituintes pertencentes ao grupo dos fendis e poli-fendis
(leucoantocianidinas) caracteristicos da familia Loranthaceae, embora a flavona
naringenina (14) e a cetona xantoxilina (15) estejam sendo isolados pela primeira vez
nesse género.

- A mistura de DGDG (12), ésteres alquilicos derivados do 4cido cindmico (1 e
2) e tocoferdis (8 - 11) sdo compostos isolados pela primeira vez na familia
Loranthaceae.

- A espécie E. ambiguum apresentou em sua constituicdo trés triterpenos
pentaciclicos conhecidos: acido betulinico (3), 4cido acetil ursélico (4) e friedelina (8);
~dois esteréis:-o B-sitosterol (6) e o B-sitosterol glicosilado (7). Todos sdo constituintes
quimicos comumente encontrados em plantas, entretanto 4, 5 € 7 estdo 'sendo descritos
pela primeira vez para espécies pertencentes a esse género.

- Os compostos mais abundantes presentes nos extratos metanélicos de E.
ambiguum foram manitol (16), a mistura de DGDG (12a'- i') e (+)-catequina (13),
perfazendo um total de 0.8, 0.13 e 0.24 % em relagdo ao peso de planta seca,
respectivamente.

- Os extratos brutos das raizes, caule e folhas de C. catharinensis permitiram o
isolamento e a determinagio estrutural de uma série de derivados triterpénicos di e
trihidroxilados, todos derivados do acido ursdlico - sendo quatro desses com estruturas
inéditas acido 2a-acetoxi,3B—,19a~dihidroxi, urs-,12-eno, 28-6ico 17, acido 2a-
acetoxi,3o—,190—dihidréxi, urs-,12-eno, 28-0ico (19), 2a-acetdxi,3B-,19a-
,dihidréxi, 11-12-epéxi, 13-27,lactona 22 e 3a-acetoxi,2p-,19a-,dihidréxi, 11-12-epdxi,
13-27,lactona 23 e quatro triterpenos ja conhecidos na literatura - acido 2a-,38—,190~
trihidréxi, urs-,12-eno, 28-6ico (18), acido 2a-,3a—,19a-trihidroxi, urs-,12-eno, 28-6ico
(20), 3B-,19a-dihidroxi, urs-,12-eno,28-6ico 24 e acido ursolico 25.



-A aplicagio de técnicas de ressonancia magnética nuclear de 'H e °C,
possibilitaram elucidar as estruturas triterpénicas acima citadas, atribuindo as
estereoquimicas de alguns centros assimétricos das moléculas e diferenciando assim
estruturas isoméricas.

-Dos extratos de C. catharinensis isolou-se e identificou-se também o esterol 3-
sitosterol (6) e seus derivados -B-sitosterolglucopiranosideo (7) e B-sitosterol acil
glucopiranosideo (21 a'- 1'), sendo que na mistura de ésteres foram detectadas cadeias
n-acilicas ainda ndo descritas para compostos desse tipo.

-0 isolamento e a identificacdo estrutural dos constituintes quimicos, detectados

nos extratos brutos de E. ambiguum e C. catharinensis, constituem parametros
quimiotaxdmicos no estudo das referidas espécies.
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