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RESUMO

Este trabalho descreve o reestudo fitoquimico dos extratos em cloroférmio e em acetato
de etila do caule de Cratylia mollis Mart. ex. Benth. C. mollis é um arbusto pertencente
a familia Leguminosae, subfamilia Faboideae (Papilionoideae) de ocorréncia na
Ameérica do Sul. Esta é uma espécie forrageira e de incidéncia predominante na caatinga
nordestina, onde ¢ conhecida popularmente como “camaratu” ou ‘“camaratuba”. A
espécie é utilizada na dieta de bovinos, caprinos e ovinos especialmente em épocas de
seca no Nordeste do Brasil. O objetivo deste trabalho é o estudo da composi¢do quimica
de C. mollis uma vez que, s6 existe descrito na literatura apenas um trabalho realizado
com a espécie. Assim, o extrato metanolico foi particionado entre MeOH/H20:Hex,
MeOH/H,0:CHCIs e AcOEt:H,0. Os extratos em cloroformio e em acetato de etila
foram submetidos a fracionamento cromatografico em gel de silica e em Sephadex
LH20 e andlise em camada delgada preparativa sob gel de silica. As substancias puras
obtidas tiveram suas estruturas elucidadas através da analise dos dados de Ressonancia
Magnética Nuclear H e *C (BB, DEPT) e de experimentos bidimensionais (HMBC,
HMQC), além de dados de EM das substancias e de seus derivados acetilados. Deste
modo, do extrato em cloroférmio foram isoladas a 2’-hidroxi-6,7-metilenodioxiflavana
e 7,2’-dihidroxi-6-metoxiflavana, anteriormente isolada da espécie, além da nova
flavana 7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxiflavana, pinoresinol, vanilina e o novo flavanol
2R*,35*-7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol. Do extrato em acetato de etila foram
isolados dois novos flavandis, o 2R*,3S*-7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol e o
2R* 35*-7,2’-dihidroxi-6-metoxi-flavan-3-ol.

Palavras - chave: Cratylia mollis, Leguminosae, flavanas, flavonadis, vanilina e lignana.



Xii

ABSTRACT

This work describes the chemical investigation of chloroformic and ethyl acetate
extracts from the stem of Cratylia mollis Mart ex. Benth, a specie belonging to
Leguminosae family. This species is a small tree of the Faboidae subfamily
(Papilionoideae) and occurs throught South America. This is one of the most abundant
plant of the brazilian northeastern, especially the Semi-arid region and, it is popularly
known as “camaratu” and “camaratuba”. In this region it is employed as substitute of
cattle’s alimentation. Thus, the methanol extract of stem C. mollis was submitted to
liquid:liquid partition between MeOH/H>O:Hex, MeOH/H20:CHCIs e AcOEt:H-0.
The chloroformic and ethyl acetate extracts were submitted to CC and TLC over silica
gel and gel permeation on Sephadex LH20. The identification and structural elucidation
of pure compounds were based on analysis of the data obtained from the spectroscopic
methods including NMR bidimensional experiments. From the chloroformic extract
were  isolated  2’-hydroxy-6,7-methylenodioxyflavan  and  7,2’-dihydroxy-6-
methoxyflavan, besides of the new flavan 7,3’dihydroxy-6,2’-dimethoxyflavan,
pinoresinol, vanilin and the new flavanol 2R*,35*-7,3’-dihydroxy-6,2’-dimethoxy-
flavan-3-ol. The ethyl acetate extract furnished the new flavanols named 2R*,35*-7,3’-
dihydroxy-6,2’-dimethoxy-flavan-3-ol and 2R*,35*-7,2’-dihydroxy-6-methoxy-flavan-
3-ol.
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1. Introducéo

1.1 A familia Leguminosae

A familia Leguminosae é constituida de plantas que possuem hébitos variados,
podendo apresentar-se desde grandes arvores das matas tropicais a arbustos,
subarbustos, ervas anuais ou perenes e muitas trepadeiras. O fruto é variado, mas em
geral séo legumes; suas sementes apresentam-se envoltas em mucilagem ou polpa doce
ou com arilo.

Leguminosae pertence a divisdo da Angiospermae, classe Dicotiled6nea e ordem
Rosales. Esta familia consiste de 17500 espécies distribuidas em cerca de 670 géneros.
Pode ser dividida em trés subfamilias importantes: Mimosoideae (5 tribos, 63 géneros),
Caesalpinoideae (5 tribos, 152 géneros), e Faboideae (Papilionoideae) (31 tribos, 443
géneros) (Lewis, 1987).

A subfamilia Faboideae (Papilionoideae) é a maior dentre as trés subfamilias e
contém a maioria dos legumes conhecidos e utilizados pelo homem, tais como
Phaseolus vulgaris L. (feijdo), Vicia faba L. (fava), Pisum sativun L. (ervilha), Lens
culinaris Medik (lentilha), Glycine max L. (soja), Cicer arietinum L. (grdo de bico) e
Arachis hypogaea L. (amendoim), que sdo caracteristicos por apresentarem grande
quantidade de proteinas, 6leos e carboidratos (Lewis, 1987). Destacam-se também
devido a importancia econdmica, as forrageiras tais como as espécies Melilotus e
Medicago, que sdo conhecidas popularmente por alfafa. Como produtora de madeira
destaca-se a cabriliva ou balsamo (Myroxylum balsamum L.), a cavitna (Dalbergia
brasiliensis Vog.), jacaranda (Machaerium acutifolium Vog.), sucupira preta
(Bowdichia virgilioides H.B.K.), angelim (Andira bahiensis N.) e o cumard da
Amazonia (Dipteryx odorata Aubl.). Muitas espécies séo cultivadas para uso
ornamental devido as suas lindas flores como, por exemplo, o Lathyrus odoratus L.
(ervilha-de-cheiro), Spartium junceum L. (giesta), Lupinus polyphyllus Lindl. (lupino),
Erythrina verna Vell. (saranduba, macaranduba, suina, molungu) e certas espécies de
Phaseolus. S&o cultivadas como plantas produtoras de sementes ornamentais as espécies
Ormosia arborea (Vell.) Harms (olho de cabra) e Abrus precatorius (olho-de-cabra-
mitdo), muito conhecida pela toxicidade de suas sementes (Joly, 1977). Indigofera spp.
(anil) e Astragalus spp. (goma-arabica) destacam-se como plantas produtoras de

substancias utilizadas nas indUstrias.
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Devido a grande resisténcia a seca que apresentam alguns grupos de plantas
desta familia, as Leguminosae sdo vegetacdes predominantes da caatinga. Dentre estas,
pode-se destacar Cratylia mollis (caramatuba), Poecilanthe ulei (carrancudo),
Piptadenia viridiflora (surucucu), Mimosa tenuiflora (jurema-preta) e Desmanthus
virgatus (desmanto), que sdo as mais frequentes.

As espécies presentes na caatinga tém servido como suporte forrageiro para o0s
rebanhos que delas dependem como principal e as vezes Unica fonte de alimento
durante a época da seca. Este fato justifica o desenvolvimento, na area de agronomia, de
extensivas pesquisas visando identificar espécies da caatinga com potencial para serem
utilizadas como forragem para suplementacdo alimentar nos periodos de estiagem
(Lima, 2005).

1.2 Espécies arbustivas

As leguminosas forrageiras arbustivas tém grande potencial para melhorar os
sistemas de producdo animal. Caracterizam-se por produzir maior biomassa que as
plantas herbaceas e tém capacidade de rebrotar e oferecer forragem de boa qualidade em
localidades de secas prolongadas. Muitas das leguminosas arbustivas conhecidas e
investigadas amplamente, entre elas, Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium e
Erythina poeppigiana, estdo adaptadas a solos &cidos e regides com época de seca
prolongada. Em estudos recentes relatam-se que espécies dos géneros Cratylia e Morus

sdo promissoras para esta aplicagdo (Lascano e Argel, 2005).

1.3 Descricao botanica, origem e distribuicao

O género Cratylia pertence a familia Leguminosae, subfamilia Faboideae
(Papilionoideae), tribo Phaseoleae e subtribo Diocleinae. Cresce em forma de arbusto de
2m a 6m de altura e possui inflorescéncia ereta, flor com calice acinzentado, com lobos
verdes claros, corola de cor lilds na parte interna e alva externamente, filete alvos e
anteras amarelas. O fruto € um legume deiscente que contém de 4 a 8 sementes em
forma lenticular, circular ou eliptica (Queiroz e Coradin, s.f.) (Figura 1). As folhas sado

membranaceas, vilosas, discolor, verdes na face adaxial e acinzentada na face abaxial.
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Figura 1: Vagens e sementes de C. argentea
Fonte: http://www.cipav.org.co/redagrofor/memorias99/Lascano.htm acessado em 12.01.2006

A taxonomia do género Cratylia estd ainda em processo de definicdo e a
diferenciacéo entre espécies tem sido realizada a partir das caracteristicas morfologicas
vegetativas e da distribuicdo geografica destas. As cinco espécies diferentes
reconhecidas até 0 momento (Queiroz e Coradin, 1995) sdo:

e Cratylia bahiensis L. P. de Queiroz

e Cratylia hypargyrea Mart. Ex Benth. Sindnimo de Cratylia nuda Tul.

e Cratylia intermedia (Hassl) L. P. de Queiroz & R. Monteiro

e Cratylia mollis Mart.ex Benth.

e Cratylia argentea (Desv.) O. Kuntze. Sinbnimo de Dioclea argentea Desv.,

Cratylia nitens Benth. e Cratylia floribunda Benth.

O género Cratylia é considerado como neotropical de origem recente, cuja
distribuicdo natural estd situada ao sul da bacia do rio Amazonas e ao leste da
cordilheira dos Andes, abrangendo partes do Brasil, Peru, Bolivia e a bacia do rio
Parand ao nordeste da Argentina. As diferentes espécies tém sido descritas em
vegetacOes da Caatinga, Mata Atlantica e Cerrado brasileiros, em Matas do lado leste
dos Andes e em bosques tropicais secos do Peru e Bolivia (Queiroz e Coradin, s.f.).

C. mollis e C. argentea tém crescimento similar e sdo espécies consideradas

com potencial forrageiro (Figura 2). Em contraste, C. bahiensis, C. hypargyrea e


http://www.cipav.org.co/redagrofor/memorias99/Lascano.htm
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C. intermedia possuem pouco potencial como forrageiras devido ao fato de que sdo

plantas de tipo emaranhado com pouca folhagem disponivel. Considera-se que a
distribuicdo de C. mollis esté restrita principalmente a areas de Caatinga do nordeste
brasileiro nos estados da Bahia, Piaui e Ceard. Esta espécie tem bom potencial
forrageiro em areas semi-aridas (Sousa e Oliveira, 1995). C. argentea € a espécie de
mais ampla distribuicdo na América do Sul e se estende no Brasil desde o Estado do
Para até os Estados de Mato Grosso e Goias em direcdo norte-sul, e desde o Peru até o

Estado do Cearad em direcao leste-oeste.

Figura 2: Espécie Cratylia argentea e flor de Cratylia mollis
Fonte: http://www.cipav.org.co/redagrofor/memorias99/Lascano.htm acessado em 12.01.2006

1.4 A espécie Cratylia mollis

A espécie Cratylia mollis Mart. ex Benth. é uma espécie forrageira e conhecida
popularmente como “camaratu” ou “camaratuba” e tem sido recomendada para
melhorar a dieta de bovinos, caprinos e ovinos (Figura 3), especialmente na época de
seca, na regido semi-arida do Nordeste brasileiro devido a sua grande resisténcia (Juck,
2003). Trabalhos realizados demonstraram que esta espécie € uma das mais adaptadas a
caatinga, devido a grande capacidade de rebrotar ramos jovens relativamente macios e
com poucos espinhos. Dai sua caracteristica para o potencial forrageiro (Baracat, 1995).
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Figura 3: Espécie Cratylia utilizada como forragem para bovinos
Fonte: http://www.cipav.org.co/redagrofor/memorias99/Lascano.htm acessado em 12.01.2006

1.5 Constituintes quimicos isolados de C. mollis

Estudos fitoquimicos anteriores realizados com esta espécie relataram a
ocorréncia de esterdides, flavanas, pterocarpana, bis-norsesquiterpeno e triterpenos.
Foram isolados a partir do caule de C. mollis os novos flavondides 7-hidroxi-6-
metoxiflavana, 2'-hidroxi-6,7-metilenodioxiflavana, 7,2'-dihidroxi-6-metoxiflavana,
4,3’ 4'-trihidroxi-2'-metoxi-6,7-metilenodioxiflavana, 3R*, 2R*, 3,2'-oxi-7-hidroxi-6-
metoxiflavana, o 3-B-hidroxi-7-oxo-estigmast-5-eno, além dos triterpenos lupeol e
lupenona (Juck, 2003) e das folhas foram isolados a-amirina, B-amirina, lupeol, -
sitosterol,  estigmasterol,  3,6-dihidroxi-5,6-dihidro-B-ionol e  3-metoxi-8,9-
metilenodioxipterocarpana, também conhecida como pterocarpina (Lima, 2005). As

estruturas das substancias encontram-se representadas nos Quadros 1 e 2.


http://www.cipav.org.co/redagrofor/memorias99/Lascano.htm
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Quadro 1: Substancias isoladas do caule de C. mollis

SUBSTANCIA ESTRUTURA
7-hidroxi-6-metoxiflavana Hom O
H5CO
HO
2'-hidroxi-6,7-metilenodioxiflavana <o @) \O
o)

7,2'-dihidroxi-6-metoxiflavana

4,3 4'-trihidroxi-2'-metoxi-6,7-

metilenodioxiflavana

3R*, 2R*, 3,2'-oxi-7-hidroxi-

6-metoxiflavana

3-B-hidroxi-7-oxo-estigmast-5-eno

lupeol

lupenona
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Quadro 2: Substancias isoladas das folhas de C. mollis

SUBSTANCIA

ESTRUTURA

3,6-diidroxi-5,6-dihidro-B-ionol

Pterocarpina

[3-sitosterol

estigmasterol

o-amirina

-amirina

7
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Este trabalho tem como objetivo reestudar do ponto de vista quimico o extrato
em cloroférmio e iniciar o estudo do extrato em acetato de etila do caule de Cratylia
mollis Mart. ex Benth. através do isolamento, purificacdo e elucidacéo estrutural dos

seus constituintes.

1.6.1 Objetivos Especificos

e Isolar através de métodos cromatograficos as substancias presentes nos extratos
em cloroformio e em acetato de etila;

e Elucidar as estruturas das substdncias isoladas através de métodos
espectrométricos como RMN 'H, *3C, DEPT, HMQC, HMBC, EM e
comparagdo com dados espectrais da literatura;

e Contribuir para a quimiotaxonomia do género Cratylia e subfamilia Faboideae;

e Contribuir para o conhecimento da composicdo quimica de espécies do semi-

arido nordestino.
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2. Parte Experimental

2.1 Coleta e Identificacdo da espécie

O caule da espécie Cratylia mollis foi coletado na regido da caatinga do Estado
da Bahia, pelo Prof. Dr. Luciano Paganucci de Queiroz, da Universidade Estadual de
Feira de Santana (UEFS). A identificacdo da espécie foi realizada pelo Dr. Luciano
Paganucci de Queiroz e a excicata encontra-se depositada no Herbario do Departamento

de Biologia da Universidade Estadual de Feira de Santana sob nimero LP 5119.

2.2 Materiais e Métodos

Na moagem do caule foi utilizado moinho THOMAS WILEY LABORATORY
MILL-MODEL 4 e na evaporacdo dos solventes foram utilizados evaporadores
rotatorios a pressao reduzida.

Os solventes empregados na preparacdao dos extratos e nas analises por CCDC,
CC, CCDP foram de grau analitico das marcas QUIMEX e MERCK.

O nitrogénio utilizado nas separacfes por cromatografia em coluna sob pressédo
foi das marcas AGA e ALPHAGAS, com grau de pureza de 99.9%.

Nas separacdes por CC foram empregadas como fases estacionarias gel de silica
60 da MERCK (0,063-0,200 mm) e gel de silica 60H da MERCK com diametro de
particula de 15um, para colunas sob pressdo, e Sephadex LH-20 da Pharmacia para
permeacao.

Nos procedimentos cromatograficos em camada delgada comparativa foram
utilizadas gel de silica G da MERCK. As placas foram preparadas a partir de suspensao
da silica em agua destilada com auxilio de um espalhador mecénico na espessura de 0,5
mm ou manualmente e ativadas em estufa por 1h a 100°C. Também foram utilizadas
placas pré—preparadas de gel de silica 60 F2s4 da MERCK.

Nas cromatografias em camada delgada preparativa (CCDP) foram utilizadas
placas de gel de silica 60 PFass36 € 1 mm de espessura da MERCK, e placas
cromatograficas de alta resolucdo de gel de silica fluorescente a 254nm com 200um de

espessura da Whatman.
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Os metodos de revelagcdo adotados nas cromatografias em camada delgada
consistiram na exposic¢do das placas a radiacdo empregando-se lampada ultravioleta nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm, vapores de iodo e/ou reagente de Liebermann-
Burchard (Stahl et al., 1966).

O reagente de Liebermann-Burchard foi preparado a partir da adicdo cuidadosa
da mistura de 10 mL de &cido sulfurico concentrado e 10 mL de anidrido acético a 5 mL
de etanol resfriado em banho de gelo. No procedimento de revelacéo, a placa eluida foi
borrifada com este reagente e posteriormente aquecida a 100 °C. O resultado positivo
para esterdides ou/e triterpenos consistiu na coloracdo azul ou rosea das substancias
eluidas.

No procedimento de acetilagdo a amostra foi submetida a tratamento com
anidrido acético e piridina em presenca de dimetilaminopiridina (DMAP) a temperatura
ambiente por 24 horas (Junior et al., 2005), com posterior tratamento de acido cloridrico
e bicarbonato de sddio e extraido com cloroformio.

Os espectros de RMN H (300/400 MHz) e RMN de *C (75/100 MHz) e
bidimensionais foram obtidos em espectrofotometro VARIAN GEMINI 2000/ Brucher
AC 500 utilizando solvente deuterado como CDCIsz e (CD3)2.CO, e tetrametilsilano
como o sinal do solvente de referéncia interna.

Os espectros de massas foram obtidos em aparelho LCMS modelo 2010A da
SHIMADZU.

2.3 Preparacao dos extratos do caule de Cratylia mollis

Apos a coleta da espécie, o caule foi seco e moido obtendo-se 1,82 Kg de
material. O material seco e pulverizado foi submetido a trés extracdes consecutivas com
metanol por 48 horas, seguida de concentragdo sob pressdo reduzida. O extrato em
metanol obtido foi redissolvido em MeOH/H2O (6:4) e em seguida particionado com
CHCIs, originando as fases cloroférmica e hidrometanolica.

A fase cloroférmica foi concentrada em rota evaporador e pesada (14,97g) e
entdo submetida a particdo entre hexano:metanol, originado as fases em hexano (3,75g)
e em metanol (9,719).

A fase hidrometanolica foi também concentrada e particionada com AcOEt

originando as fases em acetato de etila (1,17g) e aquosa. O volume empregado nas
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particGes foi aproximadamente de 200mL, e o procedimento empregado encontra-se

ilustrado na Figura 4.

Caule de
| —Cratyliamollis

«——— 3 extracdes com metanol

Extrato metandlico I

4——  H,0até MeOH/H,O (6:4)

Fase
Hidrometandlica

Fase
cloroférmica

Particdo Hexano/H,0

Fase Fase Fase
A I . I Fase Aquosa I . I
Hexanica Metandlica g Acetato de etila

Figura 4: Fluxograma para obtengéo dos extratos do caule de C. mollis

Particdo AcOEt

Uma amostra da fase em metanol, oriunda da fase em cloroférmio, foi submetida
a testes especificos para alcaldides utilizando os reagentes de Mayer, Dragendorff e
Bertrand. A fase em metanol demonstrou estar isenta de alcaléides e foi, portanto,

denominada de extrato em cloroférmio neutro (ECN).

2.4 Separacdo e purificacdo dos constituintes quimicos de Cratylia mollis

2.4.1 Fracionamento da fase cloroformica

O extrato em cloroférmio neutro denominado de ECN (9,71g) foi submetido a
fracionamento em coluna cromatogréafica (CC) em gel de silica 60, utilizando como fase
movel o sistema CHCI3:AcOEt em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas
13 fragOes (Tabela 1) de aproximadamente 100 mL cada e submetidas a agrupamento

apos analise em CCDC.

L A preparacdo dos extratos e fracionamento cromatografico preliminar foi realizado pela doutoranda
Débora F. Juck (Juck, 2003).
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Tabela 1 - Fraces obtidas da CC do extrato em cloroférmio neutro

Cddigo Fracdo da coluna Massa (mg) Eluente

ECN 1-3 1-3 1,0 CHCI5100%
ECN 4 4 39,6 CHCIs:AcOEt (9:1)
ECN5 5 134.6 CHCl3:AcOEt (8:2)
ECN 6 6 203,7 CHCl3:AcOEt (8:2)
ECN7 7 189,5 CHCl3:AcOEt (7:3)
ECN 8 8 206,2 CHCI3:AcOEt (1:1)
ECN9 9 259,7 AcOEt 100%
ECN 10 10 247,6 AcOEt 100%
ECN 11 11 462,1 AcOEt:MeOH (8:2)
ECN 12 12 514,3 MeOH 100%
ECN 13 13 3978,2 MeOH:H:0 (1:1)

2.4.1.1 Fracionamento de constituintes da fragdo ECN 5

A fracdo ECN 5 (134,6 mg) foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) em gel de silica 60 PF2ss+366 Utilizando como eluente o sistema éter
de petréleo:acetona (7:3) obtendo-se 5 fragdes (Tabela 2).

Tabela 2 - Fragdes obtidas da CCDP de ECN 5

Cadigo Massa (mg)
ECN 5A 13,2
ECN 5B 55,6
ECN 5C 4,7
ECN 5D 3,5
ECN 5E 56,5

ECN 5B (55,6 mg) foi purificada por meio de CCDP em gel de silica 60
PF2s4+366 €M sistema eluente éter de petroleo:acetona (7:3) sendo recolhidas 6 fragdes
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Fragdes obtidas da CCDP de ECN 5B

Codigo Massa (mg)
ECN 5B/A 50
ECN 5B/B 4.8
ECN 5B/C 6,0
ECN 5B/D 17,0
ECN 5B/E 12,4
ECN 5B/F 9,4

A fracdo ECN 5B/E (12,4 mg) foi entdo submetida a novo fracionamento atraves
de CCDP em sistema CHCI3:MeOH (90:10) fornecendo 3 fragdes (Tabela 4).

Tabela 4 - Frages obtidas da CCDP de ECN 5B/E

Codigo Massa (mg)
ECN 5B/E1 1,0
ECN 5B/E2 2,1
ECN 5B/E3 9,0

Andlise por RMN H e *3C revelou que ECN 5B/E3 tratava-se de uma mistura
de duas substancias de natureza flavonoidica, sendo denominadas de 7-hidroxi-6-
metoxi-flavana (CM1) e 2’-dihidroxi-6,7-metilenodioxiflavana (CM2). As demais
fracbes da preparativa foram desprezadas, pois os espectros de RMN !H destas

indicaram que eram constituidas essencialmente de material de natureza graxa.

2.4.1.2 Fracionamento de constituintes da fracdo ECN 7

A fracdo ECN 7 (189,5 mg) foi submetida & CC em gel de silica 60H sob
pressdo de N e eluida em sistema éter de petrdleo:acetona (8:2). Foram obtidas 35

subfracdes de 100 mL que foram agrupadas apés analise por CCDC (Tabela 5).
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Tabela 5 - Fragdes obtidas da CC de ECN 7

Codigo Fracdo da coluna Massa (mg)
ECN 7/1-2 1-2 9,2
ECN 7/3 3 231
ECN 7/4-17 4-17 84,0
ECN 7/18-34 18-34 66,4
ECN 7/35 35 4,9

A andlise dos espectros de RMN de 'H das fragGes ECN 7/4-17 e ECN 7/18-34

indicou a presenga de substancias aromaticas em mistura com outras substancias.

A fracdo ECN 7/4-17 (84 mg) foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) em gel de silica 60 PF2ss+366 em sistema CHCIlz:MeOH (95:5)
sendo obtidas 4 fracdes (Tabela 6).

Tabela 6 - Fracdes obtidas da CCDP de ECN 7/4-17

Cddigo Massa (mg)
ECN 7/4-17 A 18,5
ECN 7/4-17 B 34,2
ECN 7/4-17 C 15,9
ECN 7/4-17 D 11,7

ECN 7/4-17 B (34,2 mg) foi entdo submetida a CCDP em gel de silica 60
PF2s54+366 €m sistema CHCI3:MeOH :HAc (98:2:1) resultando em 6 fracOes (Tabela 7).

Tabela 7 - FracOes obtidas da CCDP de ECN 7/4-17 B

Cadigo Massa (mg)
ECN 7/4-17 B1 2,9
ECN 7/4-17 B2 2,7
ECN 7/4-17 B3 2,5
ECN 7/4-17 B4 4,8
ECN 7/4-17 B5 15,3
ECN 7/4-17 B6 50
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A fracdo ECN 7/4-17 B5 (15,3 mg) foi purificada através de CCDP utilizando
placa cromatogréfica de alta resolucdo de gel de silica fluorescente a 254nm eluindo
duas vezes com sistema CHCIl3:MeOH:HAc (98,5:1,5:1), obtendo-se 6 fragbes (Tabela
8).

Tabela 8 - FracOes obtidas da CCDP de ECN 7/4-17 B5

Cddigo Massa (mg)
ECN 7/4-17 B5/1 1,0
ECN 7/4-17 B5/2 15
ECN 7/4-17 B5/3 7,1
ECN 7/4-17 B5/4 2,6
ECN 7/4-17 B5/5 2,2
ECN 7/4-17 B5/6 0,5

Andlise por RMN *H e C revelou que ECN 7/4-17 B5/3 tratava-se de uma
flavana, denominada de 7,2’-dihidroxi-6-metoxiflavana (CM3). As demais fracdes
foram desprezadas, pois o0s espectros de RMN !H destas indicaram que eram

constituidas essencialmente de material de natureza graxa.

A fracdo ECN 7/18-34 (66,4 mg) foi submetida a CCDP em gel de silica 60
PF2s54+366 €m sistema CHCI3:MeOH (95:5) sendo obtidas 8 fragdes (Tabela 9).

Tabela 9 - Fragdes obtidas da CCDP de ECN 7/18-34

Cadigo Massa (mg)
ECN 7/18-34 A 31
ECN 7/18-34 B 4,3
ECN 7/18-34 C 2,3
ECN 7/18-34 D 2,5
ECN 7/18-34 E 3,0
ECN 7/18-34 F 50
ECN 7/18-34 G 38,3

ECN 7/18-34 H 6,5
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A fracdo ECN 7/18-34G (38,3 mg) foi submetida a CCDP utilizando placa
cromatogréfica de alta resolucdo de gel de silica fluorescente a 254 nm, eluindo duas
vezes com sistema CHCI3:MeOH (95:5), sendo obtidas 7 fragdes (Tabela 10).

Tabela 10 - FracGes obtidas da CCDP de ECN 7/18-34G

Cadigo Massa (mg)
ECN 7/18-34 G1 51
ECN 7/18-34 G2 4,0
ECN 7/18-34 G3 6,6
ECN 7/18-34 G4 9,5
ECN 7/18-34 G5 3,8
ECN 7/18-34 G6 3,6
ECN 7/18-34 G7 53

A substéncia presente na fragdo ECN 7/18-34 G3 (6,6 mg) teve sua estrutura

determinada como sendo a nova flavana 7,3’dihidroxi-6,2’-dimetoxiflavana (CM4). As

demais fracGes foram desprezadas, pois continham apenas substancias de natureza

graxa.

2.4.1.3 Fracionamento de ECN 9

A fracdo ECN9 (259,7 mg) foi submetida a CC em gel de silica 60H sob presséo
de N2 e eluida em sistema CH3Clz:AcOEt (95:5). Foram recolhidas 38 fracGes, que

posteriormente foram agrupadas em 6 subfracdes apds anélise em CCDC (Tabela 11).

Tabela 11 - Fragdes obtidas da CC de ECN 9

Cadigo Fracdo da coluna Massa (mg)
ECN9/1-8 1-8 12,4
ECN9/9-15 9-15 57,8
ECN9/16-18 16-18 65,2
ECN9/19 19 8,1
ECN9/20-29 20-29 28,9
ECN9/30-41 30-41 17,2
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A subfracdo ECN9/9-15 (57,8 mg) foi purificada através de CCDP em gel de
silica 60 PFass+366 €luindo com sistema Hex:AcOEt (6:4), sendo obtidas 6 fracdes
(Tabela 12).

Tabela 12 - FracGes obtidas da CCDP de ECN 9/9-15

Cddigo Massa (mg)
ECN 9/9-15 A 7,6
ECN 9/9-15B 11,4
ECN 9/9-15C 12,6
ECN 9/9-15 D 12,5
ECN 9/9-15 E 9,3
ECN 9/9-15 F 4,1

A andlise dos espectros de 'H da subfracio ECN 9/9-15 B (11,4 mg) indicou a
presenca de natureza aromatica e foi submetida a nova CCDP em gel de silica 60
PF2s4+366 €m sistema Hex:AcOEt (1:1) obtendo-se 4 fracGes. Analise dos dados de
RMN H das fragdes obtidas indicou que a fragio ECN 9/9-15 B2 tratava-se de uma
lignana denominada de pinoresinol (CM5). As outras fracbes foram desprezadas, pois

eram constituidas de material de natureza graxa.

2.4.1.4 Fracionamento de ECN 11

ECN 11 (462 mg) foi submetida a fracionamento em CC de gel de silica 60
eluida com sistema CHCIl3:MeOH em gradiente crescente de polaridade. Foram
coletadas 53 fracOes de 50 mL cada, que apos analise por CCDC foram agrupadas em
13 subfracdes (Tabela 13).
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Tabela 13 - FracGes obtidas da CC de ECN 11

Cddigo Fracdo da coluna Massa (mg) Eluente
ECN 11/1-26 1-26 34,5 CHCI3100%
ECN 11/27-33 27-33 33,0 CHClI3:MeOH (98:2)
ECN 11/34-37 34-37 26,1 CHCIl3:MeOH (98:2)
ECN 11/38 38 68,0 CHCIl3:MeOH (98:2)
ECN 11/39 39 79,4 CHCIl3:MeOH (98:2)
ECN 11/40 40 17,5 CHCl3:MeOH (98:2)
ECN 11/41-42 41-42 62,8 CHCl3:MeOH (95:5)
ECN 11/43-45 43-45 53,6 CHCI3:MeOH (90:10)
ECN 11/46-47 46-47 26,8 CHCI5:MeOH (80:20)
ECN 11/48 48 6,2 CHCI3:MeOH (70:30)
ECN 11/49 49 54 CHCI3:MeOH (60:40)
ECN 11/50 50 35 CHCI3:MeOH (50:50)
ECN 11/51-53 51-53 8,5 MeOH 100%

Ap6s monitoramento das fragdes por RMN !H, foram selecionadas para
purificacdo de seus componentes as fracdes ECN 11/38 e ECN 11/39. Os espectros
dessas fracdes indicaram a presenca de substancias de natureza aromatica em mistura

com outras substancias.

A fracdo ECN 11/38 (68 mg) foi submetida a CC em silica flash eluida com
sistema CHCI3:AcOEt em gradiente crescente de polaridade. Foram coletadas 77
fracOes de 50mL cada, que foram reunidas em 12 subfracdes ap6s analise por CCDC
(Tabela 14).
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Tabela 14 - FracOes obtidas da CC de ECN 11/38

Cadigo Fracdo da coluna | Massa (mg) Eluente CHCI;:AcOEt
ECN 11/38/1-4 1-4 3,2 100:0
ECN 11/38/5-12 5-12 4,0 95:5

ECN 11/38/13-34 13-34 2,1 90:10
ECN 11/38/35-42 35-42 2,0 85:5
ECN 11/38/43-46 43-46 1,0 80:20

ECN 11/38/47 47 2,2 70:30

ECN 11/38/48 48 2,7 60:40
ECN 11/38/49-54 49-54 10,0 50:50
ECN 11/38/55-59 55-59 7,1 40:60
ECN 11/38/60-64 60-64 50 20:80
ECN 11/38/65-69 65-69 1,7 10:90
ECN 11/38/70-77 70-77 0,5 0: 100

A andlise dos espectros de RMN de 'H da fragdo ECN 11/38/49-59 indicou a
presenca de substancia aromatica em mistura com outras substancias. Assim, ECN
11/38/49-59 (17,1 mg) foi submetida a permeacdo em gel de Sephadex LH-20, sendo

obtidas 30 fragdes que foram reunidas em 7 fragcBes apds acompanhamento por CCDC

(Tabela 15).

Tabela 15 - Fragdes obtidas da permeacdo em gel de Sephadex LH-20 de ECN 11/38/49-59

Cadigo Fracdo da coluna | Massa (mg) Eluente
ECN 11/38/49-59 A 1-5 2,3 CH.CI; :Hex (90:10)
ECN 11/38/49-59 B 6-12 4,9 CH.CI; :Hex (90:10)
ECN 11/38/49-59 C 13-16 4,6 CH.ClI;:Acetona (80:20)
ECN 11/38/49-59 D 17-19 1,2 CH.CI;:Acetona (80:20)
ECN 11/38/49-59 E 20-25 1,6 CHCl,;:MeOH (80:20)
ECN 11/38/49-59 F 26 1,0 CH.Cl2:MeOH (80:20)
ECN 11/38/49-59 G 27-30 1,5 MeOH

Andlise dos dados espectrométricos das fragdes obtidas indicou que a fragdo
ECN 11/38/49-59 D tratava-se da vanilina (CM6).
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A fracdo ECN 11/39 (79,4 mg) foi submetida a fracionamento em CC de gel de
silica 60 (flash) eluida com sistema CH.Cl2:AcOEt em gradiente crescente de
polaridade. Foram coletadas 57 frac6es de 50mL cada, as quais foram agrupadas em 8

subfracdes apds analise por CCDC (Tabela 16).

Tabela 16 - FragOes obtidas da CC de ECN 11/39

Cddigo Fracdo da coluna Massa (mg) | Eluente CH.Cl,:AcOEt

ECN 11/39/1-8 1-8 4,0 98:2

ECN 11/39/9-16 9-16 2,3 90:10
ECN 11/39/17-29 17-29 6,8 80:20
ECN 11/39/30-32 30-32 15 80:20
ECN 11/39/33-36 33-36 2,1 70:30
ECN 11/39/37-42 37-42 2,0 60:40
ECN 11/39/43-49 43-49 147 50:50
ECN 11/39/50-57 50-57 19,2 0:100

Analise dos dados espectrométricos das fracdes obtidas indicou que a fracdo
ECN 11/39/17-29 tratava-se do flavanol 2R*,3S*- 7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-
3-ol (CM7). As demais fracbes foram desprezadas, pois continham apenas substancias

de natureza graxa.

2.4.2 Fracionamento da fase acetato de etila

O extrato em acetato de etila, denominado CMA, (1,17 g) foi submetido a
fracionamento em coluna cromatogréafica (CC) utilizando como fase estacionaria gel de
silica 60 e como eluente misturas de CHCIs:MeOH em gradiente crescente de
polaridade. Foram obtidas 27 fracGes de 100 mL cada que foram submetidas a CCDC

para posterior agrupamento (Tabela 17).
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Tabela 17 - FracGes obtidas da CC do extrato acetato de etila

Cddigo Fracdo da coluna Massa (mg) | Eluente CHCIl3;:MeOH
CMA 14 1-4 120,3 95:5
CMA 5-6 5-6 37,3 90:10
CMA7-8 7-8 159,6 80:20
CMA9 9 439 80:20
CMA 10 10 26,4 80:20
CMA 11-18 11-18 113,0 70:30
CMA 19-26 19-26 245,0 50:50
CMA 27 27 229,1 0:100

2.4.2.1 Fracionamento de constituintes da fracdo CMA 1-4
A fracdo CMA 1-4 (120,3 mg) foi submetida & CC em silica flash e eluida em

sistema CHCI3:MeOH em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 75

subfracdes de 50 mL cada que foram agrupadas conforme resultados observados através

de CCDC (Tabela 18).

Tabela 18 - Fragdes obtidas da CC de CMA 1-4

Cadigo Fracdo da coluna Massa (mg) | Eluente CHClz:MeOH
CMA 1-4/1-26 1-26 4,6 100:0
CMA 1-4/27-30 27-30 9,9 99:1
CMA1-4/31-33 31-33 4.3 99:1
CMA1-4/34-36 34-36 6,0 99:1
CMA1-4/37-44 37-44 24,7 98:2
CMA1-4/45-49 45-49 143 95:5

CMA1-4/50 50 17,7 94:6
CMA1-4/51-52 51-52 3,8 92:8
CMA1-4/53-54 53-54 3.1 90:10
CMA1-4/55-56 55-56 2,9 90:10
CMAL1-4/57-60 57-60 7,4 80:20
CMA1-4/61-62 61-62 51 70:30
CMA1-4/63-70 63-70 4,0 60:40
CMAL-4/71-75 71-75 8,3 50:50
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Andlise por RMN !H e ¥C revelou que CMA1-4/34-36 tratava-se de uma
mistura de os flavanodis 2R*,35*-7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol (CM7) e
2R*,35*-7,2’-dihidroxi-6-metoxi-flavan-3-ol (CM8). As demais fracbes ndo foram

purificadas.

2.5 Acetilacédo da flavana

O derivado diacetilado da fragdo CM4 foi preparado através do tratamento da
amostra (5,5 mg) com 0,5 mL anidrido acético e 0,5 mL piridina em presenca de
diaminopiridina (DMAP), a temperatura ambiente por 24 horas (Junior et al., 2005),
com posterior adicdo de &cido cloridrico e bicarbonato de sdédio e extracdo com
cloroférmio. Desta forma foram obtidos 6,4 mg de CM4a (91,1 %).
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3. Identificacdo e Determinacéo estrutural

3.1 - Identificacdo da mistura de CM1 e CM2

HO
Y oy
e e
CM1

CM2

g

A partir da analise dos dados espectrais aliados a comparacédo direta com dados
da literatura (Juck, 2003) foi possivel identificar a mistura com sendo as flavanas 2’-
hidroxi-6,7-metilenodioxiflavana (CM1) e 7-hidroxi-6-metoxiflavana (CM2), que ja
haviam sido isoladas no trabalho anterior desenvolvido com a espécie.

Devido a grandes semelhancas estruturais entre as flavanas da mistura, varios
sinais do espectro de RMN de 'H e de ¥C mostraram-se coincidentes. Entretanto a
diferenca na intensidade dos sinais dos carbonos sp? hidrogenados demonstrou que uma
das flavanas predominava na mistura e deste modo, a 2’-hidroxi-6,7-
metilenodioxiflavana (CM1) encontrava-se em maior quantidade. Isto pode ser
evidenciado também através do EM-APCI (Figura 8, p. 26), registrado no modo
negativo, que mostrou somente um sinal referente ao ion molecular [M-1] em m/z 269
correspondente a férmula molecular C16H1404 para CM1.

Andlise do espectro de RMN de H (Figura 5, p. 25; Tabela 19, p. 27) da fracdo
cromatografica permitiu concluir que a mesma tratava-se de uma mistura de duas
substancias com caracteristicas de flavonoides da classe das flavanas. Foi possivel
identificar neste espectro sinais caracteristicos dos anéis C das flavanas, tais como dois
duplos dubletos, com integracdo para um hidrogénio cada, referentes aos hidrogénios
oximetinicos H-2. Além desse foi possivel observar dois multipletos referentes aos
hidrogénios metilénicos H-3 e H-4 das flavanas CM1 e CM2. Esses sinais que
mostraram a presenca de dois hidrogénios em C-2 e dois hidrogénios em C-3 sdo
caracteristicos de anel C de flavonoides ndo-substituido nestas posi¢oes.

Neste mesmo espectro pode ainda ser evidenciada a presenca de dois singletos

que foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos em posicao para, H-5 e H-8, de CM1
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e CM2. A presenca destes sinais indicou a substituicdo em C-6 e C-7 no anel A de
ambas as substancias. Foi observado também um singleto (5 5,90) correspondente ao
grupo metilenodioxi, bem como o sinal em & 3,85 correspondente ao grupo metoxilico.

Os hidrogénios ligados a carbonos aromaticos do anel B foram observados como
multipletos em & 6,89-7,21 para CML1 e na faixa de 6 7,24-7,41 para CM2. Além disso,
a integracdo dos sinais indicou a presenca de um substituinte no anel B de CM1 bem
como a auséncia de substituicdo no anel B de CM2.

O espectro de RMN de *3C (Figura 6, p. 25; Tabela 19, p. 27) apresentou sinais
que confirmaram que se tratava de flavanas devido ao registro dos deslocamentos
quimicos de carbono oximetinico C-2 na regido de & 74,8-78,7 e dos carbonos
metilénicos C-3 em & 28,6-31,3 e C-4 em 6 19,1-25,6 (Agrawal, 1989). Além disso, 0s
sinais em 6 100,99 e em & 56,55 confirmaram a presenga dos grupos metilenodioxi em
CML1 e metoxilico em CM2.

A localizagdo dos substituintes do anel B de CML1 e do anel A de CM2 foi
estabelecida por comparacdo com dados de RMN de *3C da literatura (Agrawal, 1989).
Assim, a presenca do sinal em & 103,50 correspondente ao C-8 do anel A de CM2
indicou que este anel encontrava-se substituido por grupo hidroxilico no C-7 e
consequentemente o grupo metoxilico estava localizado no C-6.

A identificacdo desta mistura de flavanas (CM1 e CM2), portanto foi realizada
através de analise dos dados espectrométricos de RMN de 'H e de *C e comparacio

com os dados da literatura (Juck, 2003).
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Figura 5 - Espectro de RMN de *H da mistura CM1 e CM2 [300 MHz; CDCls; & (ppm)]
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Figura 6 - Espectro de RMN de *3C da mistura CM1 e CM2 [75 MHz; CDCls; § (ppm)]
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Figura 8 - Espectro de massas da mistura de CM1 e CM2 (APCI, modo negativo)
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Tabela 19 - Dados de RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) [CDCl3, J (Hz), § (ppm)] da

mistura de CM1 e CM2

HO

o)

g

HeCO

Estrutura
2’-hidroxi-6,7-metilenodioxiflavana 7-hidroxi-6-metoxiflavana
(CM1) (CM2)
Posicéo & H (mult.; J) d1BC & H (mult.; J) dBC
2 5,14 (dd; 10,2;3,0) 78,50 5,01 (dd; 9,6;2,4) 77,41
3 2,74-3,02 (m) 28,04 2,74-3,02 (m) 29,34
4 2,18-2,25 (m) 25,06 2,18-2,25 (m) 24,72
5 6,57 (S) 108,28 6,57 () 111,47
6 - 142,38 - n.d
7 - 148,12 - n.d
8 6,47 (s) 98,86 6,47 (s) 103,50
9 - 146,53 . n.d
10 - 113,65 . 112,10
I - 125,43 . n.d
2’ - 154,81 7,24-7,41 (m) 125,95
3’ 6,89-7,21 (m) 117,21 7,24-7,41 (m) 128,44
4 6,89-7,21 (m) 129,34 7,24-7,41 (m) 127,70
5 6,89-7,21 (m) 120,31 7,24-7,41 (m) 128,44
6’ 6,89-7,21 (m) 126,99 7,24-7,41 (m) 125,95
-OCHGs _ _ 3,85 (s) 56,55
-O-CH-0O 5,90 (s) 100,99 - -
-OH - - 5,31 (s) -

n.d: ndo detectado



IN Grupo
de Pesquisa de - ~
Produtcs Naturais Resultados e Discussdo 28

3.2 - Identificacio da 7,2’-dihidroxi-6-metoxiflavana (CM3)

HO
H;CO
CM3

A identificacdo de CM3 foi baseada na comparacdo dos seus dados espectrais
com os dados registrados na literatura (Juck, 2003). Assim, 0s sinais presentes nos
espectros de RMN de 'H e de °C estdo de acordo com os dados espectrométricos da
7,2’-dihidroxi-6-metoxiflavana, ja isolada anteriormente do caule de Cratylia mollis
(Juck, 2003). Estes dados aliados ao ion molecular [M-H] em m/z 271 observado no
EM-APCI (Figura 11, p. 31) no modo negativo permitiram propor a formula molecular
C16H1604 para CM3.

O espectro de RMN de H (Figura 9, p. 30; Tabela 20, p. 31) mostrou sinais
caracteristicos de flavanas. Destaca-se neste espectro dois multipletos integrando para
dois hidrogénios cada (6 2,76-3,04 e & 2,19-2,30) referentes aos H-3 e H-4,
respectivamente, bem como o duplo dubleto em & 5,15 referente ao H-2. Além desses
sinais caracteristicos do anel C de flavanas, foi possivel identificar os sinais relativos
aos hidrogénios do anel A (H-5 e H-8) que foram registrados como dois singletos em &
6,54 e 5 6,59. A presenca dos dois singletos indicou que o anel apresentava substituicdo
em C-6 e C-7. Os sinais observados entre & 6,92 e 7,26 foram referentes aos hidrogénios
aromaticos do anel B e sugeriram a presenca de apenas um substituinte neste anel.

O espectro de RMN de C (Figura 10, p. 30; Tabela 20, p. 31) apresentou 16
sinais, assinalados como um carbono oximetinico, dois carbonos metilénicos, um grupo
metoxilico, seis carbonos metinicos e seis carbonos sp? ndo hidrogenados.

Pode ser observado em flavanas substituidas por hidroxila e/ou metoxila no anel
A, que a presenca do grupo hidroxilico no C-7 desloca o C-8 para campo mais baixo,
em comparagdo com o C-7 substituido por grupo metoxilico (Quadro 3, p. 29). Esta
maior protecdo no C-8 deve-se ao maior efeito mesomérico observado para grupos

metoxilicos (Agrawal, 1989).
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Deste modo, através das comparacOes realizadas foi possivel identificar CM3

como sendo 7,2’-dihidroxi-6-metoxiflavana.

Quadro 3: Estruturas de flavanas com alguns exemplos de RMN de **C para o C-8

SUBSTANCIA ESTRUTURA

OH
7,4’-dihidroxi-3’-metoxiflavana (103,4 ©/

OH
101,7
6,4’-dihidroxi-7-metoxiflavana e, S O/

. . 103,5 OH
7,3’ ,4’-trihidroxi-flavan-3-ol ( ©/
(fisetinidol)

OMe
. 101,2
7,3°,4°,5’-tetrametoxi-flavan-3-ol ( CE
OMe

7-hidroxi-5-metoxiflavana HO\@

5,7-dimetoxi-4’-hidroxiflavana '\"eo\@;‘j
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Figura 11 - Espectro de massas de CM3 (APCI, modo negativo)

Tabela 20 - Dados de RMN de *H (300 MHz) e de ¥ C (75 MHz) [CDCls J (Hz), 5 (ppm)] de

CM3

CM3 7,2°-dihidroxi-6-metoxiflavana*

Posicdo & H (mult.; J) d1BC & H (mult.; J) d1BC
2 5,15 (dd; 10,5; 2,7) 78,52 5,18 (dd; 8,5; 2,8) 78,56

3 2,76-3,04 (m) 28,23 2,76-3,04 (m) 28,24

4 2,19-2,30 (m) 24,76 2,19-2,30 (m) 24,77

5 6,54 (s) 111,44 6,54 (s) 111,44

6 . 141,84 . 141,85

7 . 147,76 _ 147,76

8 6,59 (s) 103,65 6,59 (s) 103,66

9 o 144,90 _ 144,89
10 . 112,50 o 112,52
I _ 125,50 _ 125,51
2’ - 154,93 - 154,94
3 6,92-7,26 (m) 117,27 6,94 (d; 8,0) 117,29
4 6,92-7,26 (m) 129,31 7,16 (dd; 8,0, 2,0) 129,35
5’ 6,92-7,26 (m) 120,25 7,26 (dd; 8,0, 8,0) 120,28
6’ 6,92-7,26 (m) 127,00 7,30 (d; 11,0) 127,03
-OCH3 3,85 (5) 56,49 3,88 (5) 56,49

-OH . L 5,61 (s) L

*Juck, 2003
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3.3 - Determinacdo estrutural da 7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxiflavana (CM4)

A determinacdo estrutural de CM4 foi baseada na analise dos dados de EM,
RMN de 'H, °C (BB) da substincia e correlagdes observadas em técnicas de RMN
bidimensionais (HMQC e HMBC) de seu derivado diacetilado, além da comparagédo
com dados da literatura.

Os sinais registrados nos espectros de RMN de 'H e de '3C, aliados ao ion
molecular [M-1] em m/z 301 observado no EM-ESI, modo negativo (Figura 17, p. 37),
permitiram propor a formula molecular C17H180s para CM4.

O espectro de RMN de H de CM4 (Figura 14, p. 35; Tabela 21, p. 41)
apresentou sinais caracteristicos do anel C de flavanas. Ou seja, foi observado no
espectro a presenca de dois multipletos integrando para dois hidrogénios cada,
referentes aos H-3 (6 2,74 — 6 2,97) e H-4 (6 2,10 — & 2,16). Estes sinais indicaram a
presenca de dois grupos metilénicos (C-3 e em C-4) e o sinal em & 5,24 (dd, J=10,5 e
2,1 Hz) foi indicativo da presenga de hidrogénio oxibenzilico.

Nesse mesmo espectro também pode ser evidenciado a presenca de sinais
relativos aos hidrogénios do anel A. Dois singletos em & 6,59 e & 6,50, com integracéo
para um hidrogénio cada, e que foram atribuidos aos H-5 e H-8, respectivamente. Deste
modo, a presenca dos dois singletos foi indicativa que o anel A apresentava substituicao
emC-6e C-7.

Os sinais observados no espectro de RMN de 'H (Figura 14, p. 35; Tabela 21,
p. 41) na faixa de 6 6,94 — & 7,10, referentes aos hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos, conjuntamente com as constantes de acoplamento observadas, foram
indicativos que o anel B era 1,2,3-trissubstituido. Outra informacéo deste espectro foi o

registro de dois singletos referentes a dois grupos metoxilicos ligados a carbonos sp?.
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A andlise do espectro de RMN de 3C (Figura 15, p. 36; Tabela 21, p. 41)
registrou a presenca de 17 sinais sendo um carbono oximetinico, dois metilenos, dois
grupos metoxilicos, cinco carbonos sp? hidrogenados e sete ndo hidrogenados. Este
espectro também contribuiu para confirmar que CM4 tratava-se de uma flavana
principalmente devido os sinais observados para os C-2, C-3 e C-4 que foram
caracteristicos do anel C desta classe de substancia (Tabela 21, p. 41). A atribuicdo dos
valores de '3C do anel A e C foi realizada através da compara¢do com dados da

literatura (Juck, 2003) observados para a 7-hidroxi-6-metoxiflavana (Figura 12, p. 33;

Tabela 21, p. 41).
0 g
H3;CO

Figura 12: 7-hidroxi-6-metoxiflavana

O sinal em § 62,11 observado no espectro de RMN de 3C de CM4, referente a
grupo metoxilico, era indicativo que o mesmo encontrava-se impedido estericamente.
Deste modo pode-se propor que um dos grupos metoxilicos estava ligado ao C-2’ do
anel B.

Os dados de RMN de BC e as correlagbes observadas nos espectros
bidimensionais (HMBC e HMQC) do derivado diacetilado de CM4 corroboraram para
a elucidacdo e determinacdo estrutural desta substancia. As correlacdes observadas no
espectro de HMQC (Figura 21, p. 39; Tabela 22, p. 42) do derivado diacetilado (CM4a)
permitiram correlacionar os sinais dos hidrogénios com seus respectivos carbonos.
Dentre as principais informacgdes obtidas no espectro bidimensional HMQC pode-se
destacar a correlacdo de H-5 (6 6,70) com o C-5 (6 113,2) e entre 0 H-8 (6 6,61) com
C-8 (6 111,53). Estas correlagdes permitiram atribuir corretamente os hidrogénios e
carbonos de CM4 e contribuir para comprovagao do padrdo de substituicdo deste anel.

Analise do espectro bidimensional HMBC (Figura 23, p. 40) indicou que 0s
hidrogénios H-5 e H-8 encontravam-se relacionados com os carbonos C-6 (6 145,04),
C-7 (6 148,78), C-9 (& 138,63) e C-10 (6 119,58). Além dessas, outra importante
correlagdo observada foi entre o H-5 (6 6,70) e 0o C-4 (& 25,43). Estes dados
confirmaram as atribui¢des dos sinais do anel A da flavana e o padrdo de substitui¢éo

nas posicdes 6 e 7 deste anel. A localizacdo do grupo metoxilico em C-6 foi definida
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pela correlacdo observada no HMBC entre 6 3,78 e & 145,04 (C-6) e pela comparacao
dos dados de RMN de CM4 e seu derivado acetilado (CM4a) (Tabela 21, p. 41). Os
sinais de C-6 e C-8 de CM4a em campo mais baixo (Ad +4,0 e A +8,0), quando
comparado com valores de CM4, confirmaram o padrdo de substituicdo do anel A.

Os espectros bidimensionais do derivado também revelaram importantes
correlacdes para o anel B da flavana de modo a confirmar a estrutura proposta e permitir
atribuir os dados de 3C de modo inequivoco. No espectro HMBC, pode-se observar a
correlagcdo de H-4’ (& 7,06) com os carbonos C-2’ (6 148,88) e C-5* (6 124,39), bem
como do duplo dubleto em & 7,36 (H-6") com os carbonos C-2’ (& 148,88), C-4’ (5
122,99) e C-2 (6 72,54). Além dessas, pode-se observar a correlacdo entre o0s
hidrogénios da metoxila (6 3,85) com o carbono C-2’. Deste modo, foi possivel
confirmar que o anel B encontrava-se substituido nas posi¢des 2’ ¢ 3°, confirmando a

localizag&o da metoxila no C-2°.

Figura 13: Correlagdes observadas no HMBC para o derivado diacetilado CM4a

A andlise do espectro de RMN de H do derivado CM4a também permitiu fixar
0s grupos hidroxilas nas posi¢des 8 e 3". Neste espectro pode-se observar a presencga dos
singletos em & 2,30 e & 2,36 correspondentes aos grupos acetila ligados ao anel A e anel
B, respectivamente, e que os sinais dos H-8 (6 6,61) e H-4’ (5 7,06) foram
desprotegidos em A5 0,11 e Ad 0,12, respectivamente quando comparados com 0s do
CM4. No espectro de RMN de C além da variacio dos sinais referentes aos C-8 (AS
8,0) e C-5 (Ad 1,7), foi observada desprotecdo de C-4’ (Ad 7,4) (Tabela 21, p. 41). Estas
diferencas nos deslocamentos foram devidas a acetilacdo das hidroxilas em C-7 e em
C-3’, uma vez que a acetilacdo de grupo hidroxila fendlica pode causar prote¢do do
carbono ipso e forte desprotecdo aos carbonos orto e para em anéis aromaticos. Esse

efeito de desprotecdo dos C-8 e C-4’ revela que os anéis A e B da flavana estdo
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substituidos por grupos hidroxilicos nos C-7 e C-3’. Portanto, as correlagdes obtidas
através dos espectros bidimensionais foram importantes para realizar as atribuicdes dos
deslocamentos quimicos além de confirmar a estrutura da flavana.

Assim, através da anélise dos dados espectrométricos do derivado
diacetilado e comparagdo com dados da literatura foi possivel propor que CM4 ¢é a 7,3’-

dihidroxi-6,2’-dimetoxiflavana, que esta sendo relatada pela primeira vez neste trabalho.
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Figura 14 - Espectro de RMN de H [300 MHz; CDCl3; & (ppm)] de CM4
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Tabela 21 - Dados de RMN de H (300 MHz) e de *C (75 MHz) [CDCls J (Hz), & (ppm)]
de CM4, CM4a e 7-hidroxi-6-metoxiflavana

& H (mult.; J) §18C §1BC d18C
Posicao CM4 CM4 CMd4a 7-hidroxi-6-metoxiflavana*
2 5,24 (dd; 10,5; 2,1) 72,60 72,54 77,52
3 2,74 —2,97 (m) 28,91 28,89 29,68
4 2,10 -2,16 (m) 25,20 25,43 24,71
5 6,59 (s) 11153 113,29 111,46
6 - 141,04 145,04 140,94
7 - 148,87 148,78 149,32
8 6,50 (s) 103,48 111,53 103,50
9 - 144,81 138,63 144,85
10 - 112,27 119,58 112,18
1’ - 134,73 136,08 141,80
2’ - 144,54 148,88 125,95
3 - 149,50 143,55 128,44
4 6,94 (dd; 8,0;2,1) 11546 122,99 127,70
5 7,05 (m) 118,82 124,39 128,44
6’ 7,05 (m) 125,32 124,60 125,95
-OCHs 3,85 (s) 56,57 56,52 56,53
-OCHjs 3,86 (s) 62,11 61,61 -

*Juck, 2003
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Tabela 22 - Dados de RMN de *H (400 MHz) e de **C (100 MHz) [CDClI3,J (Hz), 5 (ppm)] do
derivado diacetilado de CM4a e as correlagdes observadas nos espectros bidimensionais
(HMBC e HMQC)

Posig&o 8 H (mult.; J) d1BC* Correlacoes *C-'H*
2 5,30 (dd; 10,5) 72,54
3 2,95 — 3,04 (M) 28,89
4 2,75-2,82 (m) 25,43
5 6,70 (s) 113,29 C-6 (5 145,04), C-7 (5 148,78),
C-9 (5 138,63), C-10 (5 119,58) e
C-4 (5 25,43)
6 L 145,04
7 L 148,78
8 6,60 (5) 111,53 C-6 (5 145,04), C-7 (5 148,78),
C-9 (5 138,63) e C-10 (5 119,58)
9 o 138,63
10 L 119,58
1’ o 136,08
2’ L 148,88
3’ L 143,55
4 7,06 (dd; 8,0; 1,9) 122,99 C-2’ (5 148,88) e C-5" (& 124,39)
5 7,16 (t; 8,0) 124,39
6’ 7,36 (dd; 8,0; 1,9) 124,60 C-2 (5 72,54), C-4’ (5 122,99) e
C-2’ (5 148,88)
-OCHs 3,78 (5) 56,52 C-6 (5 145,04)
-OCHs 3,84 (s) 61,61 C-2’ (5 148,88)
-OCOCHs3 2,30 (s) 168,8; 20,6
-OCOCHj 2,30 (s) 168,8; 20,6

# Atribuido através do espectro HMBC
* Atribuido através do HMQC
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3.4 - Identificacao de pinoresinol (CM5)

OCHj

HO ,
1'””2 0 )
< .
He SeH
8 6
o~
OH
OCH;

CM5

A identificagdo de CM5 foi baseada na andlise de dados espectrométricos e
comparagdo com dados descritos na literatura (EI-Hassan et al., 2003; Cruz, 2004). Os
dados de RMN de 'H, 3C (BB e DEPT) aliados ao ion molecular [M-1]" em m/z 357
registrado no EM-APCI, modo negativo, (Figura 28, p. 48) permitiram propor a formula
molecular C20H220e.

Os sinais observados no espectro de RMN de H (Figura 25, p. 46; Tabela 23, p.
48) na faixa de 6 6,81 — & 6,92, caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos, e a integragdo dos mesmos, foram indicativos da presenca de anel 1,3,4-
trissubstituido. Além desses, o dubleto em 6 4,75 foi indicativo da presenca de
hidrogénio oxibenzilico e, o singleto em & 3,91 da presenga de uma metoxila ligada a
anel aromaético.

Pode-se observar no espectro de RMN de *3C (Figura 26, p. 47; Tabela 23, p. 48)
a presenca de seis sinais de carbonos sp? na regido de aromatico (8 108 — 147). Os sinais
em & 1452 e & 146,6, caracteristicos de carbonos sp? oxigenados, que confirmaram a
presenca dos grupos hidroxilicos e metoxilicos respectivamente. Além destes, 0s sinais
em o 108,6, 0 114,2 e 6 118,9 foram atribuidos aos carbonos metinicos enquanto o sinal
em 6 132,8 foi atribuido ao carbono ligado ao nucleo tetraidrofuranico presente na
estrutura.

A multiplicidade dos sinais registrados foi obtida através da analise do espectro
de DEPT 135° (Figura 27, p. 47). Deste modo, o sinal em & 55,9 foi atribuido a metoxila
do anel, enquanto que os sinais em & 54,1, 6 71,6 ¢ 6 85,8 foram reconhecidos como

valores de carbonos caracteristicos dos anéis tetraidrofuranicos de lignanas.
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A comparagdo dos dados obtidos com os descritos na literatura (EI-Hassan et al,
2003; Cruz, 2004) para o pinoresinol permitiu a identificacdo de CMD5. Esta lignana foi
isolada anteriormente em varias espécies vegetais (Quadro 4).

Como pode ser observado no Quadro 4, a lignana pinoresinol tem ampla
ocorréncia em angiospermas e gimnospermas. Esta substancia ja foi isolada em
Leguminosae, embora a ocorréncia seja restrita a duas espécies de géneros distintos
(Melilotus e Gliricidia). Deste modo pode-se supor que esta lignana exerca algum papel

fisioldgico em varios vegetais.

Quadro 4: Ocorréncia do pinoresinol no reino vegetal

Familia

Espécie

Referéncia

Acanthaceae

Justicia diffusa Willd

Subbaraju e Pillai, 1996

Actinidiaceae

Actinidia arguta

Whang et al., 2000

Amaryllidaceae

Galanthus nivalis L.

Kaya et al., 2004

Apiaceae Pimpinella thellungiana Wolff. Shi et al., 1998
Apocynaceae Himatanthus fallax Abdel-Kader et al., 1997
Carissa spinarum Linn. Rao et al., 2005
Strophanthus gratus Cowan et al., 2001
Araceae Zantedeschia aethiopica Della Greca et al., 1998
Araliaceae Aralia bipinnata Hsiao e Chiang, 1995

Araucariaceae

Araucaria angustifolia

Yamamoto et al., 2004

Asclepiadaceae

Leptadenia arborea

El-Hassan et al, 2003

Asteraceae Chiliotrichium rosmarinifolium | Jakupovic et al., 1986
Centaurea orphanidea Gousiadou e Skaltsa, 2003
Cremanthodium ellisii Wang et al., 2004
Saussurea medusa Maxim Xie et al., 2005
Tessaria integrifolia Ono et al., 2000
Atherospermataceae | Laurelia novae-zelandiae Adjaye et al., 1984

Avicenniaceae

Avicennia germinans

Sharp et al., 2001

Cephalotaxaceae

Torreya jackii

Chen et al., 1997

Cochlospermaceae

Cochlospermum vitifolium

Otilia et al., 2005

Compositae Pluchea quitoc Guilhon e Muller, 1998
Convolvulaceae Cuscuta chinensis Lam. Yahara et al., 1994
Cupressaceae Thuja occidentalis Kawai et al., 1999
Dilleniaceae Doliocarpus dentatus Sauvain et al., 1996

Dipsacaceae

Morina chinensis

Suetal., 1999

Disynaphiinae

Disynaphia multicrenulata

De Gutierrez et al., 2001

Euphorbiaceae

Euphorbia pekinensis Rupr.

Kong e Min, 1996

Alchornea davidii

Cui e Tan, 2004

Phyllanthus oxyphyllus Mig.

Sutthivaiyakit et al., 2003
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Fabaceae Gliricidia sepium Ragasa et al., 2000
Melilotus messanensis Macias et al., 1998
Icacinaceae Poraqueiba guianensis Goular et al., 1995
Iridaceae Gladiolus segetum Ker-Gawl Mohamed, 2005
Linaceae Hugonia tomentosa Konuklugi, 1996

Linum flavum var. compactum

Konuklugil, 1997

Linum usitatissimum L.

Sicilia et al., 2003

Loganiaceae

Fagraea racemosa Jack ex Wall.

Okuyama et al., 1995

Magnoliaceae

Magnolia kobus var. borealis

Kim et al., 1996

Magnolia salicifolia Maxim.

Kikuchi et al., 1981

Liriodendron tulipifera L.

Fujimoto et al., 1977
Chen e Chang, 1978

Magnolia coco

Yuetal., 1998

Magnolia denudata

Funayama et al., 1995

Malvaceae Hibiscus cannabinus Secaetal., 2001

Melastomataceae Henriettella fascicularis Calderon et al., 2002

Meliaceae Melia azedarach L. Carpinella et al., 2005

Myoporaceae Eremophila maculata var. Syah e Ghisalberti, 1996
brevifolia

Oleaceae Forsythia suspensa Leng et al., 2003

Chen et al., 1999
Nishibe et al., 1977

Forsythia europaea
Forsythia japonica
Forsythia giraldiana

Kitagawa et al., 1988

Forsythia koreana Nakai

Chiba, 1979

Ligustrum obtusifolium

Zhou e Dind, 2000

Olea europaea

Owen et al., 2000

Orchidaceae

Bulbophyllum triste

Majumder et al., 1994

Pandanaceae Pandanus odoratissimus Jong e Chau, 1998
Passifloraceae Passiflora cincinnata Cruz, 2004
Pedaliaceae Sesamum indicum L. Nagashima et al., 1999
Kato et al., 1997
Pinaceae Pseudotsuga menziesii Dellus et al., 1997
Picea glauca Kraus e Spiteller, 1996
Picea glehnii Nabeta et al., 1994
Picea koraiensis Leont'eva et al., 1974
Abies koreana Wilson Kim et al., 1994
Abies sachalinensis Numata et al., 1992
Sasaya e Ozawa,1991
Picea abies (L.) Karst Artemkina e Roshchin, 2004
Pinus roxburghii El-Shaer, 2002
Potamogetonaceae | Potamogeton pectinatus L. Waridel et al., 2003

Ranunculaceae

Coptis japonica Makino

Cho et al., 1998

Pulsatilla chinensis

Mimaki et al., 1999

Rubiaceae Mitragyna speciosa Takayama et al., 1998
Scrophulariaceae Aptosimum spinescens (Thunbg.) | Brieskorn e Huber, 1976
Stachyuraceae Stachyurus himalaicus Peng et al., 2004

Symplocaceae

Symplocos lancifolia

Lin et al., 1996
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Taxaceae Taxus cuspidata Kawamura et al., 2000
Taxus mairei Yang et al., 1999
Thymelaceae Daphne oleoides Thusoo et al., 1981
Daphne acutiloba Taniguchi et al., 1998
Stellera chamaejasme L. Niwa et al., 1985
Daphne tangutica Zhuang et al., 1982
Wikstroemia viridiflora Tandon e Rastogi, 1976
Daphne giraldii Liao et al., 2005
Urticaceae Urtica dioica L. Schoettner et al., 1997
Valerianaceae Valeriana officinalis Bodesheim e Holzl, 1997
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Figura 25 - Espectro de RMN de H [300 MHz; CDClg; & (ppm)] de CM5
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Tabela 23 - Dados de RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) [CDCls,J (Hz), 5 (ppm)] de

CM5

Posicao Cratylia mollis Leptadenia arborea
& H (mult.; J) d1C & H (mult.; J) d1BC
1;5 3,12 (m) 54,1 3,11 (m) 54,2
2;6 4,75 (d; 2,1) 85,8 4,74 (d; 4,0) 85,8
4;8 3,8 (dd; J*) 71,6 3,91 (dd; 8,8; 3,4) 71,6

4,27 (dd; J*) 4,25 (dd; 8,8; 6,7)

N L 132,8 - 132,9
2 6,82 — 6,93 (m) 108,6 6,81 — 6,94 (m) 108,7
3 L 146,6 - 146,8
4 . 145,2 - 145,3
5’ 6,82 — 6,93 (m) 114,2 6,81 - 6,94 (m) 114,3
6 6,82 — 6,93 (m) 118,9 6,81 — 6,94 (m) 119,0
-OCHs 3,91 (s) 55,9 3,91 (s) 56,0

J* Constante indeterminada
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3.5 - Identificacdo do 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (vanilina) (CM6)

OCH;
HO

CHO

A identificacdo de CM6 foi realizada a partir da comparagdo dos dados
espectrais com os dados registrados na literatura. Os dados espectrométricos de RMN
sdo similares com os dados publicados (ALDRICH, 1998) para o 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido.

O EM (Figura 31, p. 51) mostrou um sinal referente ao ion [M + H + vanilina +
CH3OH]* em m/z 338. Vale ressaltar que neste caso a ionizagdo quimica por pressdo
atmosférica produziu no modo positivo um sinal com 1 unidade adicional de deutério,
proveniente do solvente empregado em RMN, e além disso o pico em m/z 338 foi
observado para o “cluster” da molécula.

O espectro de RMN de H (Figura 29, p. 50; Tabela 24, p. 51) apresentou sinais
para trés hidrogénios ligados a carbonos aromaticos. Deste modo foram observados dois
dubletos em & 7,05 e & 7,14 atribuidos aos H-5 e H-2, respectivamente, e um duplo
dubleto em & 7,42 referente ao H-6. Além destes, um singleto em & 3,94 (3H) foi
indicativo de um grupo metoxilico aromatico, enquanto o singleto em & 9,85 indicou a
presenca de um hidrogénio de aldeido.

O espectro de RMN de C (Figura 30, p. 50; Tabela 24, p. 51) mostrou, entre
outros, sinais de carbonos sp? na regido de aromaético (& 108 — 147) e de grupo
metoxilico em & 56,0.

A comparacdo dos dados obtidos com os descritos na literatura (ALDRICH,
1998) para o 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (vanilina) permitiu a identificacdo de
CM6.
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Figura 31 - Espectro de massas de CM6

Tabela 24 - Dados de RMN de *H (300 MHz) e de **C (75 MHz) [CDCls J (Hz), & (ppm)] de
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CM6 Vanilina
Posicdo | § H (mult.; J) d1BC & H d1BC
1 _ n.d _ 1295
2 7,14 (d; %) 108,7 7,41 109,4
3 o nd o 1475
4 L n.d L 152,3
5 7,05 (d; J%) 1145 7,04 114,8
6 7,43 (dd; J%) 126,5 7,43 1274
7 9,85 (s) n.d 9,81 (s) 191,3
8 3,94 (s) 56,0 3,94 (s) 56,0

J* Constante indeterminada
n.d: ndo detectado
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3.6 - Determinacao estrutural do 2R*,35*-7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol
(CM7)

A determinacdo estrutural de CM7 foi realizada a partir da analise dos dados
espectroscopicos de RMN de 'H e de *C, HMQC, HMBC e EM, e posterior
comparacao dos dados de flavondides descritos na literatura.

Os sinais registrados nos espectros de RMN de H e de *C, aliados ion
molecular [M-1]" em m/z 317 observado no EM-ESI (Figura 41, p. 58), registrado no
modo negativo, permitiram propor a formula molecular C17H1gOe.

O espectro de RMN de *H de CM7 (Figura 34, p. 55; Tabela 25, p. 59) mostrou
sinais caracteristicos do anel C de flavan-3-ol, sendo um dubleto em & 5,10 referente ao
H-2, um multipleto em & 4,27-4,34 atribuido ao H-3 e dois duplos dubletos, referentes
aos hidrogénios metilénicos H-4ax e H-4¢q em & 3,04 e 5 2,88, respectivamente. Além
desses sinais, similarmente as flavanas descritas anteriormente, foram observados dois
singletos em & 6,68 e & 6,30 relativos aos H-5 e H-8, respectivamente, indicando deste
modo a presenca de grupos substituintes em C-6 e C-7 do anel A. Os sinais dos
hidrogénios ligados a carbonos arométicos do anel B observados entre & 6,85 e 6,95
ppm aliados a integragdo dos mesmos, multiplicidade e constantes de acoplamento
(Tabela 25) foram indicativo de anel 1,2,3-trissubstituido.

A analise dos dados de RMN de '3C (Figura 35, p. 55; Tabela 25, p. 59)
contribui para confirmar que se tratava de um flavan-3-ol devido aos valores
caracteristicos dos sinais de C-2, C-3 e C-4 desta classe de substancia. Deste modo, a
presenca de carbonos metinicos em 6 77,58 e em & 67,30 indicaram que esses estavam
ligados a oxigénio e, portanto foram atribuidos ao C-2 e C-3, respectivamente, enquanto
o sinal em & 34,17 foi atribuido ao carbono metilénico C-4. Foi possivel observar

também dois sinais em & 56,98 e & 61,36 referentes a carbonos oximetilicos. O sinal
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observado em & 61,36 indica que o grupo metoxilico encontrava-se impedido
estericamente e, deste modo, deve estar ligado ao C-2’ do anel B.

O espectro de HMQC (Figura 36 e 37, p. 56) permitiu atribuir corretamente os
hidrogénios e os carbonos dos anéis A e B de CM7 atraves das correlacdes observadas
entre os sinais dos hidrogénios com o0s respectivos carbonos (Tabela 25, p. 59). As
principais atribuicdes foram feitas para os hidrogénios arométicos H-5 e H-8 e para os
carbonos C-5 e C-8, respectivamente, e para o anel B foram para os hidrogénios
aromaticos H-4’, H-5" ¢ H-6" e seus respectivos carbonos C-4’, C-5’ ¢ C-6’.

As principais informac6es obtidas no espectro bidimensional HMBC (Figura 38
e 39, p. 57) foram as correlagdes observadas entre os singletos em 5 6,68 e em & 6,30 e
o0s carbonos em 6 150,92 (C-9), 6 149,62 (C-7) e em 5 142,99 (C-6). Além dessas, pode-
se observar as correlagdes entre H-8 (6 6,30) com o C-10 (6 111,44), entre H-5 (5 6,68)
com C-4 (6 34,17) e, entre H-2 (6 5,10) com C-3 (6 67,30), C-4 (6 34,17) e C-1" (5
134,26). Assim, estas correlaces confirmaram as atribui¢Ges dos sinais dos anéis A e C
do flavan-3-ol bem como a substituicdo do anel A nas posicoes 6 e 7.

Através das correlagdes encontradas neste mesmo espectro foi possivel também
atribuir os valores dos deslocamentos para os hidrogénios do anel B. Destacam-se entre
elas, as correlagdes entre H-4’(6 6,90) com os carbonos C-2’, C-3’e C-5’; o H-5°(8
6,85) com C-3’ ¢ C- 4’; ¢ H-6"(5 6,95) com 0 C-1’¢ C-5°. Estas correlagfes observadas
foram importantes, pois permitiram uma atribuicdo completa e inequivoca dos dados de
RMN de *C de CM?7 e corroboraram com a estrutura proposta. A figura 32 sumariza as

correlacdes observadas para esta substancia.

Figura 32: Correlacdes observadas no espectro de HMBC para CM7



IN Grupo
de Pesquisa de - ~
Produtcs Naturais Resultados e Discussdo 54

Através da analise do espectro de HMBC (Figura 40, p. 58; Tabela 25, p. 59) foi
possivel observar também correlagdes para 0s grupos metoxilicos e hidroxilicos, que
foram fundamentais na confirmacdo da posicao destes substituintes nos anéis A e B. A
localizag&o da metoxila no anel A em C-6 foi proposta pela correlagcéo observada entre
o singleto em & 3,80 e 0 C-6 (6 142,99), enquanto a outra metoxila foi localizada no C-
2’ do anel B através da correlacdo observada entre o singleto em & 3,88 e 0 C-2°(5
146,92). Foram observadas as correlagdes das hidroxilas fenolicas a trés ligacdes.
Assim, a correlacdo observada entre o singleto em & 7,60 com o C-8 (6 103,94) e o
singleto em & 8,30 com o C-4’(5 116,98) permitiu localizar as hidroxilas nos carbonos

C-7 e C-3’ dos anéis A e B, respectivamente.

Figura 33: Correlagdes observadas para 0s grupos metoxilicos e hidroxilicos no espectro de
HMBC

A configuracdo relativa do flavan-3-ol foi estabelecida através da comparacédo
dos dados de RMN de catequinas e epicatequinas anteriormente isoladas (Quadro 5,
p. 60) (Donovan et al.,1999; Bilia et al.,1996). Pode-se observar que nas catequinas o
sinal de H-2 é registrado como um dubleto com constante de acoplamento igual a 8,0
Hz, enquanto nas epicatequinas este sinal apresenta-se como um singleto largo ou um
dubleto com constante de acoplamento pequena (J<1 Hz). Portanto, a configuragédo
relativa de CM7 foi estabelecida como trans, sendo confirmada através do valor da
constante de acoplamento de 8,1 Hz observada para os hidrogénios H-2 e H-3,
caracteristico de hidrogénios nas posi¢oes pseudodiaxial.

Deste modo, com as informagdes obtidas dos espectros de RMN de H e de **C,
HMQC, HMBC, EM e comparacdo com dados da literatura foi possivel propor a

estrutura para CM7 como sendo a de 2R*,35*-7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol.



G?(I?*‘ e
Resultados e Discussdo 55

Produtos Naturais

v

%N W' ﬁ W:ﬁ:ﬂs*\m

‘lrlvlvvvrﬁxlvuv|vV|rv|rv—vﬁ P
0

Figura 34 - Espectro de RMN de ‘H [400 MHz; (CDs).CO; & (ppm)] de CM7
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Figura 35 - Espectro de RMN de *C [100 MHz; (CDs).CO; & (ppm)] de CM7
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Figura 41 - Espectro de massas de CM7 (ESI, modo negativo)
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Tabela 25 - Dados de RMN de *H (400 MHz) e de *C (100 MHz) [(CDs).CO,J (Hz), & (ppm)]

de CMT e as correlagBes observadas nos espectros bidimensionais (HMBC e HMQC)

Posic&o 8 H (mult.; J) d1BC” Correlacoes *C-'H*
2 5,10 (d; 8,1) 77,58  C-3(567,30), C-4 (5 34,17) e C-1°(5 134,26)
3 4,27-4,34 (m) 67,30

4ax. 3,04 (dd; 5,4; 15,6) 34,17
4eq. 2,88 (dd; 8,7; 15,6)
5 6,68 (s) 113,88 C-4 (8 34,17), C-6 (5 142,99),
C-7 (5 149,62) e C-9 (5 150,92)

6 o 142,99
7 L 149,62
8 6,30 (s) 103,94 C-6 (5 142,99), C-7 (5 149,62),
C-9 (5 150,92) e C-10 (5 111,44)
9 . 150,92
10 . 111,44
I’ L 134,26
2 . 146,92
3 o 147,32
4 6,90 (dd; J*) 116,98 C-2°(5 146,92), C-3°(5 147,32)
e C-5(5 119,43)
5’ 6,85 (t; J*) 119,43 C-3°(5 147,32) e C-4’(5 116,98)
6 6,95 (dd; J*) 124,96 C-1(5 134,26) e C-5’(5 119,43)
6-OCHs 3,80 (s) 56,98 C-6 (5 142,99)
2’-OCHj 3,88 (s) 61,36 C-2(5 146,92)
7-OH 7,60 (s) o C-8 (5 103,94)
3’-OH 8,30 (5) o C-4°(5 116,98)

# Atribuido através do espectro HMBC
* Atribuido através do HMQC
J* Constante indeterminada
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Quadro 5: Dados de RMN de 'H e 3C para algumas catequinas e epicatequinas

OCHj3 OCHs OH OH
OH OH @:
Estrutura
oH “OH OH OH
OH OH \Q(j """ OH OH
OH
3°-O-metil-(+)- 3’-O-metil-(-)- 5,7,2,5’-tetraidroxi- 7-metoxi-(+)-catequina §
catequina* epicatequina* (2R,3R)-flavan-3-ol §
Posigéo 8 H (mult.; J) 8 H (mult.; J) 8 H (mult.; J) d1BC 8 'H(mult;J) | 8BC
2 4,53 (d; 8,0) 4,90 (s) 4,81 (d; J<1) 79,0 4,56 (d: 7,6) 82,7
3 4,01 (m) 4,20 (m) 4,17 (m) 67,3 3,98 (m) 68,3
4ax 2,95 (dd; 5,9:15,9) | 2,86 (dd;4,6:16,6) | 2,88 (dd;4,2;16,0) | 29,2 2,84 (dd; 28,4
54;16,1)
4eq 2,49 (dd; 8,9:15,9) | 2,73(dd;3,2:16,6) | 2,73 (dd; 2,9;16,0) 2,50 (dd;
8,2;16,1)
5 - - - 157,9 - 157,0
6 5,85 (d; 1,8) 5,90 (d; 2,2) 5,91 (d; 1,9) 96,9 5,85 (d; 1,9) 94,7
7 - - - 158,2 - 160,8
8 6,00 (d; 1,8) 6,00 (d; 2,2) 5,93 (d; 1,9) 96,5 5,97 (d; 1,9) 94,0
9 - - - 157,6 - 156,9
10 - - - 100,6 - 102,7
I’ - - - 132,5 - 132,0
2 7,00 (d; 1,5) 7,16 (d; 1,5) o 145,7 6,84 (d; 1,9) 115,1
3 - o 6,77 (s) 115,3 o 1451
4 o o 6,77 (s) 115,6 o 1451
5 6,78 (d; 8,1) 6,77 (d; 8,1) o 145,7 6,74 (m) 115,8
6 6,86(dd; 1,5;8,0) 6,93 (dd; 1,5:8,1) 6,97 (5) 1193 6,74 (M) 120,0
-OCH; 3,82 (s) 3,81 (s) o o 3,96 (s) 55,0

* Donovan et al., 1999

8§ Bibliaet al., 1996
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HsCO HO
HsCO OH HsCO OH
CM7 CM8

Andlise do espectro de RMN de 'H e de '3C da fragdo cromatografica indicou que
a mesma se tratava de uma mistura de duas substancias com sinais caracteristicos de
flavanois. Esta informagdo pode ser obtida pelo numero de sinais presentes nos
espectros de RMN. Deste modo, a determinacgéo estrutural de CM7 e CM8 foi realizada
em mistura e as estruturas foram estabelecidas com base nos deslocamentos quimicos e
valores das constantes de acoplamento encontradas no espectro de RMN de 'H, nos
espectros de RMN de ¥ C, HMQC e HMBC, e comparacdo com dados da literatura
(Agrawal, 1989). Além disso, os dados espectrais de CM7 e CM8 foram comparados
com os obtidos para o flavan-3-ol isolado anteriormente neste estudo (CM7),
possibilitando separar os sinais relativos ao flavanol CM7 dos sinais referentes a CM8
desta mistura.

O EM-APCI (Figura 50, p. 67) da mistura, registrado no modo negativo, mostrou
sinais referentes ao ion molecular [M-H] em m/z 317 para CM7 e m/z 287 para CM8.
Estes dados aliados aos de RMN permitiram propor as formulas moleculares C17H1806 €
C16H160s5 para CM7 e CMS8, respectivamente.

O espectro de RMN de 'H (Figura 43, p. 64; Tabela 26, p. 68) exibiu sinais
caracteristicos do anel C de flavan-3-ol para CM7 e CMB8, os quais foram registrados
como dois dubletos em & 5,10 e & 5,20 referentes aos hidrogénios H-2; dois duplos
dubletos em & 2,90 e 6 3,10 referentes aos H-4eq € H-4ax respectivamente e dois
multipletos em & 4,28 referentes aos hidrogénios H-3. Neste mesmo espectro foi
observado dois singletos em 6 6,68 e & 6,63 correspondentes aos hidrogénios H-5 de
CM7 e CMB8, respectivamente, bem como dois singletos em 6 6,30 e & 6,35 referentes
aos H-8 de CM7 e CMS8, respectivamente. A presenca dos sinais H-5 e H-8 como

singletos indicaram que o anel A apresentava substituicdo em C-6 e em C-7 para ambas
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as substancias. Além destes, pode-se observar um singleto em & 3,76 integrando para
6H correspondente a dois grupos metoxilicos ligados a carbonos aromaticos, e ainda um
singleto em & 3,83 integrando para 3H que foi indicativo da presenca do terceiro grupo
metoxilico presente em ambiente quimico distinto dos demais grupos metoxilicos.

Andlise do espectro de RMN de *3C (Figura 45, p. 65; Tabela 26, p. 68) da mistura
confirmou a natureza do anel C de flavan-3-ol através dos sinais caracteristicos
registrados para os carbonos C-2, C-3 e C-4. Deste modo pela analise dos espectros,
foram identificados trés carbonos oximetinicos, dois carbonos metilénicos, nove
carbonos sp? hidrogenados, dez carbonos nio hidrogenados e trés grupos metoxilicos.

A identificacdo da composicdo de um dos componentes da mistura de CM7 e
CMB8 foi baseada na comparacdo com dados espectrais obtidos para 2R*,35*-7,3’-
dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol (CM7). A coincidéncia dos dados espectroscopicos
para as duas substancias em mistura, nos espectros de RMN de *H e de *3C, indicou um
mesmo padrdo de substituicdo no anel A para ambas. No entanto, o anel B em CM7
apresentou-se 1,2,3-trissubstituido, enquanto que em CMS8, este anel apresentou-se
como sendo 1,2-dissubstituido, o mesmo padrdo de substitui¢do observado para 7,2’-
dihidroxi-6-metoxiflavana (CM3). Isto foi evidenciado através da comparacdo com 0s
dados de RMN de *C que foram semelhantes aos dados de CM?7, isolado
anteriormente, e aos dados de CM3.

A configuracéo relativa de CM7 e CM8 foi estabelecida como trans a partir da
observagao do sinal registrado em campo baixo no espectro de RMN de **C para o C-2,
em o 77,06 para CM7 e em & 76,89 para CM8, que também foi confirmado através das
constantes de acoplamento de 8,1 Hz e 8,7 Hz observadas no espectro de RMN de H
para os H-2 e H-3 de CM7 e CM8, respectivamente.

No espectro bidimensional HMQC (Figura 46, p. 65; Tabela 26, p. 68) foram
observadas correlagcdes entre os dubletos em & 5,10 (H-2) e & 5,20 (H-2) com os
respectivos C-2 de CM7 e CMB8, e entre o multipleto em 6 4,28 (H-3) e 0 C-3 (6 66,78).
Os singletos referentes as metoxilas em & 3,76 e 6 3,83 apresentaram correlagdo com 0s
sinais em 4 56,45 e em & 60,83, respectivamente. Além destas, os singletos em 6 6,30 e
o 6,35 relativos aos H-8 de CM7 e CM8 se correlacionaram com o C-8. Estas
correlagdes foram importantes para atribuir os sinais referentes aos hidrogénios H-2 e
H-8 de ambas as substancias, CM7 e CM8.
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CM7 CM8

Figura 42: Correlagdes observadas no espectro de HMBC para CM7 e CM8

O espectro de HMBC (Figura 48, p. 66; Tabela 27, p. 69) da mistura apresentou
como principais informagdes as correlagdes observadas entre os singletos em 6 6,30
(CMT7) e 6 6,35 (CMB) e os carbonos C-6, C-7, C-9 e C-10 e a correlagdo entre os H-5
com os C-6. Além dessas, pode-se observar correlagdes entre o singleto em 6 3,80 e o
C-6 (0 142,48) e o singleto em 6 3,87 com o C-2’ (0 146,4), referentes as metoxilas do
anel A e B. As correlagc6es da hidroxila fendlica do anel A foram observadas através da
correlagdo entre o singleto em 6 7,65 e os carbonos C-7 (6 148,92) e C-8 (6 103,45).
Neste mesmo espectro foi possivel observar as correlagbes entre 0 H-3 com o C-10 e
entre 0 H-2 com o C-3. Assim, as correlacbes observadas para os anéis A e C foram
semelhantes para as duas substancias em mistura e, quando comparadas aquelas
registradas para CM7 isolada anteriormente, confirmou um mesmo padrdo de
substituicdo para estes anéis. No entanto, foram observadas para o anel B as correlagdes
entre 0 H-2 (8 5,10) e 0 C-2’ (6 146,49) e entre o H-2 (5 5,20) e 0 C-1" (0 126,89) que
foram atribuidas para CM7 e CM8, respectivamente.

A partir das evidéncias espectrométricas, foi possivel identificar a mistura desta
fragdo como sendo os flavandis 2R*,35*-7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol
(CMT7) e 2R*,35*-7,2’-dihidroxi-6-metoxi-flavan-3-ol (CM8). Vale ressaltar que ambos
os flavandis foram isolados do extrato acetato de etila do caule e que o flavanol
2R*,35*-7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol (CM7) foi isolado anteriormente de

extrato cloroformico do caule de Cratylia mollis.
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Figura 44 - Ampliacéo do espectro de RMN de *H da mistura de CM7 e CM8
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Figura 45 - Espectro de RMN de *C [100 MHz; (CDs).CO; & (ppm)] da mistura de CM7 e CM8
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Figura 48 - Espectro de HMBC da mistura de CM7 e CM8
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Tabela 26 - Dados de RMN de *H (400 MHz) e de **C (100 MHz) [(CD3).CO,J (Hz), & (ppm)]

da mistura de CM7 e CM8
CM7 CM8
Posicéo & H (mult.; J) dBC* & H (mult.; J) dBC*
2 5,10 (d; 8,1) 77,06 5,20 (d; 8,7) 76,89
3 4,23-4,34 (m) 66,78 4,23-4,34 (m) 66,78
4ax 3,10 (dd; 6,0; 15,9) 33,65 3,10 (dd; 6,0; 15,9) 32,64
4eq 2,9 (dd; 9,0; 15,9) 2,9 (dd; 9,0; 15,9)
5 6,68 (s) 113,47 6,63 (5) 113,47
6 . 142,48 - 142,48
7 . 148,92 - 148,92
8 6,30 (s) 103,45 6,35 (S) 103,45
9 o 150,44 L 150,44
10 . 110,92 L 110,57
I . 133,77 L 126,89
2’ . 146,49 L 155,15
3’ o 149,10 115,97
4 6,80-7,30 (m) 118,90 6,80-7,30(m) 128,90
5’ 6,80-7,30 (m) 119,92 6,80-7,30 (m) 126,89
6’ 6,80-7,30 (m) 124,46 6,80-7,30 (m) 127,59
6-OCH3 3,80 (s) 56,45 3,80 (s) 56,45
2’-OCH3 3,87 (s) 60,83 . .
7-OH 7,65 (s) L 7,65 (5) .
2’-OH . L 8,70 (s) .
3’-OH 8,38 (5) - _ _

* Atribuido através do HMQC



GyN crupe
de Pesquisa de
Produtos Naturais

Resultados e Discussdo 9

Tabela 27 - Correlag6es observadas nos espectros de HMQC e HMBC da mistura de

CM7 e CM8
§ H (mult.) & H (mult.)
Posi¢0 CM7 HMBC § °C CM8 HMBC 5 °C
2 5,10 (d) C-3(66,78) e C-2 (146,4) 5,20 (d) C-3(66,78) e C-1" (126,8)
3 4,23-4,34 (M) C-10 (110,92) 4,23-4,34 (m) C-10 (110,57)
5 6,68 (s) C-6 (142,48) 6,63 (s) C-6 (142,48)
8 6,30(s)  C-6(142,48), C-7 (148,92) 6,35 (s) C-6 (142,48), C-7 (148,92)
C-9 (150,44) e C-10 (110,92) C-9 (150,44) e C-10 (110,57)
6-OCH3 3,80 (s) C-6 (142,48) 3,80 (s) C-6 (142,48)
2-0CH3 3,87 () C-2’ (146,4) L L
7-OH 7,65 C-7 (148,92) e C-8 (103,45) 765(s)  C-7(148,92) e C-8 (103,45)
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4. Consideracodes Finais

Este trabalho contribuiu para o conhecimento da constitui¢cdo quimica da espécie
Cratylia mollis (Leguminosae), pois levou ao isolamento de novos constituintes
quimicos, bem como permitiu a elucidacdo das estruturas das substancias atraves da
comparagdo com dados da literatura.

A partir do estudo do extrato em cloroférmio do caule de C. mollis foram
isolados os novos flavonodides 7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxiflavana e 2R*,35*-7,3’-
dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol; além da 2’-hidroxi-6,7-metilenodioxiflavana, 7-
hidroxi-6-metoxiflavana e 7,2’-dihidroxi-6-metoxiflavana, isoladas anteriormente; da
lignana pinoresinol e do 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (vanilina). Este é o primeiro
estudo a relatar a ocorréncia de lignana no género Cratylia.

O estudo fitoquimico parcial do extrato em acetato de etila levou ao isolamento
dos flavanois 2R*,3S*-7,3’-dihidroxi-6,2’-dimetoxi-flavan-3-ol, isolado do extrato
cloroférmico anteriormente, e 0 2R*,35*-7,2’-dihidroxi-6-metoxi-flavan-3-ol.

Os flavondides séo considerados marcadores quimicos do género Cratylia. Neste
estudo os flavonoides constituiram a classe principal de metabolitos presentes na
espécie e, portanto este fato estd de acordo com a distribuicdo dessa classe no reino
vegetal. Vale ressaltar que as catequinas apesar de serem amplamente distribuidas no
reino vegetal, esta classe de substéncias tem pouca variedade estrutural e deste modo,
este trabalho contribuiu com a descricao de duas novas catequinas.

Para a complementacdo do perfil fitoquimico desta espécie as demais fraces do
extrato acetato de etila deverdo ser estudadas com posterior avaliacdo biologica,

contribuindo assim para o conhecimento de espécies do semi-arido nordestino.
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