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Resumo

Resumo

Neste trabalho foram estudadas as seguintes plantas medicinais angolanas: a raiz da
Piliostigma thonningii (Schum.) Milne-Redh, a raiz da Phragmanthera glaucocarpa (Peyr.)
Balle, recolhidas no Uige, a parte aérea da Croton gratissimus Buch., recolhida na Quiita, a
raiz da Peltophorum africanum Sond. e ramos da Gymnosporia senegalensis (Lam.) Loes.,
recolhidas na Humpata.

O material vegetal foi macerado e exaustivamente extraido a frio com metanol.
Posteriormente, procedeu-se ao fracionamento do extrato de metanol em fracdo de hexano,
cloroformio e acetato de etilo. Por fracionamento destas fracdes, com misturas de varios
solventes de polaridades crescentes, foram isolados diversos tipos de compostos.

Na raiz da Piliostigma thonningii foram isolados o B-sitosterol, acido benzoico, acido
3-0-B-D-fucopiranosilquindvico, acido 3-0-a-L-ramnopiranosilquindévico e a vincosamida.
Todos estes compostos, exceto o B-sitosterol, sdo pela primeira vez isolados no género
Bauhinia e na Piliostigma thonningii.

A raiz da Phragmanthera glaucocarpa foi estudada, embora nao tenham sido isolados
quaisquer compostos.

Na parte aérea da Croton gratissimus foram isolados o 1B8-metoxicariolan-98-ol, o 76-
metoxiopposit-4(15)-en-18-ol, 6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol, acido cis-6zico, germacra-
4(15),5,10(14)-trien-18-ol, ent-kaur-16-en-19-ol, acido 15-metoxi-neo-clerodan-3,13-dien-
15,16-olida-18-0ico, sacarose e o trans-4-hidroxi-N-metilprolina pela primeira vez no género
Croton. Foram ainda isolados o oOxido de cariofileno, acido ent-kaur-16-en-19-dico,
espatulenol, B-sitosterol e lupeol, ja isolados no género Croton e alguns nas folhas da Croton
gratissimus.

Na raiz da Peltophorum africanum foram isolados dois compostos, o lupeol e o
mallandsido A, que nunca foram isolados no género Peltophorum.

Nos ramos da Gymnosporia senegalensis foram isolados dois compostos, que nunca
foram isolados no género Gymnosporia o 3B-hidroxi-30-nor-lup-20-ona e o 3-epi-gloquidiol. O
B-sitosterol e o 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-30-al foram também isolados, sendo que o segundo é

pela primeira vez isolado na G. senegalensis.

Palavras-chave: Plantas medicinais angolanas, Piliostigma thonningii, Phragmanthera

glaucocarpa, Croton gratissimus, Peltophorum africanum, Gymnosporia senegalensis.
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Abstract

Abstract

Roots of Piliostigma thonningii (Schum.) Milne-Redh, roots of Phragmanthera
glaucocarpa (Peyr.) Balle, collected in Uige, aerial parts of Croton gratissimus Buch.,
collected in Quiita, roots of Peltophorum africanum Sond. and branches of Gymnosporia
senegalensis (Lam.) Loes, both collected in Humpata, where studied in this work.

The vegetable material was macerated and exhaustively extracted with metanol. The
metanol extract was partitioned and hexane, chloroform and ethyl acetate fractions were
obtained. Fractionation of these fractions, with mixtures of various solvents with growing
polarity, allowed the isolation of various types of compounds.

In the roots of Piliostigma thonningii were isolated B-sitosterol, benzoic acid,
quinovic acid-3-0-B-D-fucopyranoside, quinovic acid-3-0-a-L-rhamnopyranoside and vincoside
lactam. All these compounds, except B-sitosterol, were isolated for the first time in the genus
Bauhinia and in Piliostigma thonningii.

In the roots of Phragmanthera glaucocarpa was studied but compounds were not
isolated.

In the aerial parts of Croton gratissimus were isolated 9B-hydroxy-18-
methoxycaryolanol, 78-methoxyopposit-4(15)-en-18-ol, 6a-methoxyeudesm-4(15)-en-18-ol,
cis-ozoic acid, germacra-4(15),5,10(14)-trien-1B-ol, ent-kaur-16-en-19-ol, 15-methoxy-neo-
clerodan-3,13-dien-15,16-olide-18-o0ic acid, sucrose and N-methyl-trans-4-hydroxy-L-proline
for the first time in the genus Croton. Were also isolated caryophyllene oxide, ent-kaur-16-
en-19-oic acid, spathulenol, B-sitosterol and lupeol, already isolated in genus Croton and
some in leaves of Croton gratissimus.

In the roots of Peltophorum africanum were isolated two compounds, lupeol and
mallanoside A, these have never been isolated in genus Peltophorum.

In the branches of Gymnosporia senegalensis were isolated two compounds which
were never isolated in genus Gymnosporia, 3B-hydroxy-20-oxo-30-norlupane e o 3-epi-
glochidiol. O B-sitosterol and 3B-hydroxy-lup-20(29)-en-30-al, were also isolated, the second

is for the first time isolated of G. senegalensis.

Keywords: Medicinal plants from Angola, Piliostigma thonningii, Phragmanthera glaucocarpa,

Croton gratissimus, Peltophorum africanum, Gymnosporia senegalensis.
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Revisdo bibliogrdfica

Capitulo 1 - Revisao bibliografica

1.1. Quimica dos produtos naturais

A quimica das plantas medicinais teve inicio em meados do séc. XIX. Nessa época, a
guimica era considerada uma ciéncia moderna, através dos trabalhos concebidos por Lavoisier
e Berzelius. Os estudos como o isolamento da morfina, a partir do opio em plantas
medicinais, eram principalmente dedicados ao isolamento e a determinacao estrutural de
constituintes quimicos (Jachak e Saklani, 2007).

Nas plantas, além dos produtos do metabolismo primario, ha, também, uma grande
variedade de metabolitos secundarios, ou seja, produtos naturais. Na maioria dos casos, nao
se sabe o seu papel biologico, mas apenas que eles representam uma enorme fonte de
investigacdo para a quimica. Dezenas de milhares de produtos naturais tém sido descritos na
literatura, mas num mundo onde estamos longe de documentar todas as espécies existentes,
ha milhares de compostos que estdo, certamente, a espera de ser descobertos (Cannell,
1998).

As substancias quimicas derivadas de plantas, microrganismos e animais, sao
utilizados para o tratamento de doencas desde a origem da medicina, devido ao
conhecimento empirico da natureza pelos povos primitivos e indigenas, o que permitiu a
descoberta de substancias toxicas e de muitos medicamentos ao longo do tempo (Viegas et
al., 2006). Os primeiros relatos escritos em relacao ao uso de plantas medicinais estao
datados de 2600 a.C., na Mesopotamia, onde aproximadamente 1000 produtos, derivados do
reino vegetal, eram utilizados para fins medicinais (Newman et al., 2000).

Atualmente, o maior nUmero de espécies vegetais encontra-se na regiao equatorial da
América do Sul, da Africa e da Asia. Na América do Sul, concentra-se a maior diversidade de
plantas, 40000 espécies vegetais, sendo considerado um local de alta biodiversidade. No
entanto, a flora planetaria atual encontra-se ameacada, o ritmo de extincao ja atingiu uma
taxa de 50 a 100 vezes superior as taxas médias observadas no passado, pelo que o perigo de
se perder moléculas importantes para o desenvolvimento humano aumenta cada dia (Simoes
et al., 2007).

As plantas medicinais foram adquirindo espaco e tornaram-se uma das fontes mais
importantes de medicamentos, comprovando-se a sua enorme qualidade medicinal para a
conservacao da salde humana e, ao mesmo tempo, foram obtendo respeito e maior espaco
nas prateleiras das farmacias e casas especializadas na venda de produtos naturais (Tulp e
Bohlin, 2004; Heinrich, 2003).

Para aumentar as probabilidades de sucesso na descoberta de novas moléculas com
propriedades farmacoldgicas, tem-se considerado a aproximacdo a etnofarmacologia pela
grande diversidade apresentada pelas plantas das areas tropicais, relacionando, assim, as

propriedades terapéuticas das plantas descritas pela populacdo com estudos cientificos
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(Stepp, 2004; Benard e Do, 2004). Esse conhecimento etnofarmacolégico, acumulado ao longo
de nossa evolucao, culminou com o desenvolvimento de farmacos de grande importancia na
medicina atual, tais como o acido salicilico 1, a atropina 2, a pilocarpina 3, a quinina 4, a

artemisinina 5, o taxol 6 e a morfina 7 (figura 1) (Ganesan, 2008).

CH;

N~
HO_ O

OH

H5Cq

Figura 1.1: Exemplos de produtos naturais de grande aplicacdo na industria farmacéutica (Ganesan, 2008).

De todas as estratégias utilizadas até agora para a selecdo de plantas a serem
investigadas em estudos farmacologicos e fitoquimicos, visando o desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos, a etnofarmacologia € aquela que apresenta maiores possibilidades de
sucesso (Maciel et al., 2002). A etnobotéanica é citada na literatura como um dos caminhos

alternativos que mais tem evoluido nos Ultimos anos para a descoberta de produtos naturais
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bioativos. Segundo Raskin et al. (2002), as plantas sao a principal fonte de salude para o ser

humano, pelos seguintes motivos:

e A enorme capacidade das plantas em sintetizar misturas bioativas com estruturas

diferentes e com multiplas atividades terapéuticas;
e Baixo custo das plantas e a sua capacidade de fornecer metabolitos secundarios;

e A abordagem Unica, por grandes bancos de moléculas, para a obtencao de novas
entidades quimicas para a descoberta de novos medicamentos, que visa a prevencao

e tratamento de doencas, apresenta um retorno reduzido;
e Limitacdo de custo para sintese quimica de moléculas complexas bioativas;

® Percecdao de que devido ao uso de plantas pela populacao ao longo da histéria, os
produtos fitoquimicos fornecem um modo mais seguro para prevencao e tratamento

das doencas.

Neste contexto, os produtos naturais de origem vegetal constituem uma estratégia
para a inovacao farmacéutica e competitividade do setor, tendo em vista a singularidade
estrutural das substancias encontradas nas plantas, patenteabilidade e o seu papel como
prototipos moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos (Oliveira e Braga, 2003).
Estudos realizados sobre as fontes de novos medicamentos, entre 1981-2007, indicam que
quase metade dos medicamentos aprovados desde 1994 sao baseados em produtos naturais
(Harvey, 2008).

As plantas naturais ou plantas medicinais contém os produtos naturais que formam a
base da medicina tradicional ha milhares de anos, sendo muito usadas no tratamento e
prevencao de infecdes e doencas especificas (Cragg e Newman, 2005; Gupta et al., 2008). O
seu papel é muito importante no desenvolvimento de novos medicamentos e de produtos
fitoterapéuticos, utilizados para o tratamento de novas doencas, mas também como
agrotoxicos, cosméticos, suplementos alimentares e na conservacédo de alimentos (McChesney
et al., 2007; Igbinosa et al., 2009).

Muitos sdo os corantes, antioxidantes e oleos essenciais hoje consumidos na inddstria
farmacéutica, cosmética e alimentar. A utilizacdo de corantes naturais como substituicdo dos
corantes artificiais por diversos setores da indUstria tem originado um crescente interesse
pelos produtos provenientes do urucum (Bixa orellana L.). Os métodos rudimentares
frequentemente aplicados para obtencdo destes produtos tendem a ser substituidos por
processos mais elaborados visando, ndo s reduzir os custos de processamento, mas também
para agregar um maior valor ao pigmento. (Resende et al., 2011).

O urucum é uma das principais fontes de corantes naturais utilizados mundialmente.
Na industria alimentar é aplicado como corante em derivados lacteos, produtos carneos,
doces, licores, gelados e margarinas. Os corantes obtidos do urucum apresentam

versatilidade, estando disponiveis tanto na forma lipossolivel como na hidrossolivel. Sendo
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assim, tém um amplo espectro de aplicacao. Outros ramos industriais que também fazem uso
das suas propriedades tintoriais sdo a indUstria téxtil, a de tintas e vernizes (Cragg e
Newman, 2005; Resende et al., 2011).

A indUGstria alimentar, devido ao seu elevado volume de producao, é responsavel por
grande parte da procura de produtos naturais. Por outro lado, a industria de cosméticos, com
os seus distintos segmentos (perfumes, produtos capilares, maquilhagem, cosméticos
dermatolodgicos, corporais e faciais) € outro grande mercado consumidor de produtos naturais.

Em geral, a escolha de uma determinada planta medicinal é feita através da
abordagem etnofarmacologica. Uma vez definida a espécie vegetal a ser estudada, define-se
também o local e 0 modo como é colhida. Apds a colheita da planta escolhida, deve ser
identificada por um botanico ou técnico especializado, sendo entdao a planta catalogada
corretamente. Na etapa que determina o estudo fitoquimico, escolhe-se a parte da planta
que sera investigada (raiz, cascas do caule, caule, galhos, folhas, flores, frutos) e a
quantidade de material a estudar. Num projeto que interligue a fitoquimica com a
farmacologia, deve-se escolher para estudo a parte da planta que é utilizada na medicina
tradicional. A secagem pode ser realizada ao sol, a sombra ou em estufa, sempre com
circulacdo de ar. A armazenagem deve ser feita em sacos plasticos, acondicionados em caixas
de papelao guardadas num local seguro, com uma baixa humidade e temperatura. A moagem
sO devera ser efetuada na ocasidao da preparacao dos extratos. A preparacao de extratos é
feita geralmente por percolacdao (método de extracao a frio), Soxhlet (método de extracao a
guente) ou acido-base (Maciel et al., 2002).

Atualmente, com o avanco cientifico e tecnolégico, observa-se um desenvolvimento
consideravel de métodos e equipamentos de analise. A quimica de produtos naturais
progrediu consideravelmente com a ajuda destas ferramentas analiticas modernas, tornando-
se crescente o nimero de trabalhos fitoquimicos envolvendo a procura de produtos naturais
bioativos (Pinto et al., 2002). O isolamento e purificacao de compostos naturais pode ser
realizado através de diversas técnicas, tais como a cromatografia em coluna (CC),
cromatografia em coluna a baixa pressao (LPLC), cromatografia a alta pressao (HPLC) e
cromatografia em camada fina (Sarker et al., 2006). As técnicas para a caraterizacao de
compostos naturais mais utilizados sdao a ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectrometria de massa (MS), espetroscopia de infravermelho (IV), ultravioleta (UV-VIS),
atividade otica e ponto de fusdo. A difracao de raio X de monocristal também é um método
muito usado para a caraterizacao de compostos naturais, sempre que se obtenham compostos
cristalinos (Cseke et al., 2006; Sarker et al., 2006).

A grande biodiversidade nas florestas tropicais, savanas e planicies em ambientes
Unicos de Africa, forneceu as culturas indigenas uma gama diversificada de plantas e, como
consequéncia, uma riqueza de conhecimentos tradicionais sobre a utilizacao de plantas para
fins medicinais, sendo também um verdadeiro tesouro em plantas naturais (Simon et al.,
2007). Africa, especialmente a Africa do Sul, possui uma enorme e rica diversidade de

plantas. Ha estudos que revelam que 25% do nimero total de plantas do mundo se encontra
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em Africa. Sobre plantas medicinais de todo o continente africano, estudos efetuados
demonstraram que mais de 5400 taxonomias de plantas medicinais e mais de 16300
medicamentos sdao usadas para o tratamento de doencas, ressalvando, assim, a importancia
destes recursos naturais no desenvolvimento socioeconomico do continente africano (Simon et
al., 2007; van Wyk, 2008). Muitas destas plantas apresentam substancias organicas extrataveis
em quantidades suficientes para serem economicamente viaveis como matérias-primas
quimicas ou matérias-primas para diversas aplicacoes cientificas, tecnologicas e comerciais
(Khevrodin, 2009).

Apesar de em Africa ainda ser muito usada a medicina tradicional, um dos segmentos
da medicina que mais tem crescido é a fitoterapia, principalmente nos paises desenvolvidos,
onde as técnicas de aperfeicoamento da tecnologia farmacéutica permitem um melhor
controlo da qualidade de fitoterapicos, utilizando recursos modernos de identificacao,
determinacdo e quantificacdo de compostos quimicos, tornando possivel a producdo de
fitofarmacos seguros e eficazes e com efeitos totalmente reproduziveis (Yunes et al., 2001;
Pinto et al., 2002). Assim, a fitoterapia é geralmente aceite como um sistema alternativo
valido de terapia na forma de produtos farmacéuticos e alimentos funcionais, reconhecida e
padronizada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Ahmad et al., 2006). Varios estudos
em todo o mundo, especialmente na Europa, tém sido desenvolvidos para alcancar os
conhecimentos cientificos nesta area (Ahmad et al., 2006). A OMS estima que 80% dos paises
em desenvolvimento dependem de medicamentos tradicionais e medicamentos feitos a base
de produtos naturais de plantas medicinais para os cuidados da saide (Gupta et al., 2008).

Durante o século XX, a pesquisa de novos compostos bioativos a partir de plantas
voltou-se para a sintese e investigacoes semelhantes, principalmente utilizando a medicina
combinatdria e design computacional de farmacos. Apesar dos avancos da quimica, biologia
molecular e pesquisa de genomas, as plantas medicinais permanecem ainda como uma
importante alternativa de estudos, principalmente devido a sua grande diversidade quimica,
sendo considerada a melhor fonte de produtos para a salde humana devido a efetividade das
plantas, dos efeitos colaterais apresentados com o uso de farmacos comerciais e o
desenvolvimento da ciéncia e tecnologia surgida com a interacdo entre industrias e
universidades (Bhattaram et al., 2002).

Assim, o futuro dos farmacos, oriundos de plantas, requer a utilizacdo de métodos
seguros para o isolamento, caraterizacdo e exploracdo de métodos qualitativos e
quantitativos que possam contribuir para uma eficiente descoberta, desenvolvimento e
comercializacao de fitoterapicos. Aliado a isto, existe a necessidade de utilizar sistemas
regulatérios que garantam a seguranca e atividade destes fitoquimicos e estudos
toxicoldgicos, farmacocinéticos e farmacodinamicos possibilitando a designacdo de dosagens
logicas (Bhattaram et al., 2002).

O sucesso da investigacdo na quimica de produtos naturais depende do grau de
interacdo de um grupo de pesquisa multidisciplinar nos quais fitoquimicos, botanicos

sistematicos, farmacologistas, toxicologistas, bioquimicos, médicos e microbiologistas
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colaboram na tentativa de validar plantas medicinais, propiciando o conhecimento real da
diversidade quimica, visando a obtencao de novos farmacos clinicos (Phillipson, 2001; Dixon,
2001).

A qualidade da matéria-prima vegetal usada como fitoterapico é de extrema
importancia, pois afeta diretamente a eficacia e a seguranca desses medicamentos. Para
melhorar a qualidade da matéria-prima, as industrias estdo a investir em cultivos de larga
escala. Isto permite selecionar espécies com alto teor de principios ativos, controlar pragas e
contaminacdes por metais pesados, inseticidas, além de poderem controlar o clima,
nutrientes e luminosidade. Todos esses fatores contribuem para manter a qualidade,
seguranca e eficacia dos medicamentos derivados de plantas medicinais (Calixo, 2000). As
plantas podem possuir centenas de constituintes, alguns deles presentes em concentracoes
minimas. Os constituintes das plantas variam em funcdo de fatores externos como
temperatura, humidade, luminosidade, método de colheita, secagem e transporte. Com os
avancos tecnologicos ocorridos em técnicas analiticas (HPLC, RMN, etc) é possivel estabelecer
critérios para padronizar e manter o controlo de qualidade dos fitoterapicos (Farias et al.,
1999).

Um fator importante na procura de novas moléculas depende da interacao entre a
quimica e a farmacologia. Neste sentido, um diferencial a ser observado é que o estudo
quimico siga o caminho dos resultados farmacolégicos que indicam uma atividade mais
importante, embora toda a composicdo quimica da planta deva ser explorada. Assim, o
quimico deve isolar e identificar os compostos dos extratos que apresentam a atividade
investigada. Muitas vezes, a alta atividade biolégica de um extrato nao pode ser explicada
apenas por uma substancia, nem pela acumulacdo dos efeitos das substancias ativas,
sugerindo a ocorréncia de efeitos sinérgicos ou a existéncia de outros componentes mais
ativos, mas presentes em pequenas quantidades. Por esse motivo, o estudo farmacologico de
fracoes enriquecidas nao deve ser deixado de lado. Paralelamente a isso, torna-se
indispensavel o estabelecimento de um perfil quimico (cromatografico/espectrométrico)
dessa fracao enriquecida (Barata, 2003).

A presenca de metabolitos secundarios nas plantas é um exemplo de resposta
evolutiva para um determinado ecossistema, destacando-se a funcao protetiva dos
metabolitos secundarios contra outros organismos e fatores ambientais. Assim, a relacao
entre a evolucdo quimica dos metabolitos e da ecologia, permite aumentar as possibilidades
de algumas destas substancias serem bons marcadores quimitaxonomicos. (Gottlieb, 1982)
Estes marcadores quimiotaxondémicos podem ser definidos como micromoléculas, ou seja,
metabolitos secundarios, ou até mesmo em alguns casos primarios, que permitem a
observacao da diferenca entre individuos em qualquer nivel hierarquico, da classificacao
botanica, para a consolidacdo de filogenias estabelecidas (Wink, 2003).

O estabelecimento de relagdes filogenéticas em plantas a partir da composicao
quimica é dificultado por fatores ambientais e geograficos, onde irregularidades bioquimicas

sdo mais facilmente identificadas em populacdes pequenas, através de grupos pouco
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aparentados pelo isolamento de compostos em regides geograficamente restritas (Gottlieb,
1982). Deste modo, a existéncia de variacées populacionais em varias espécies leva a
percecao de uma carateristica evidente desses individuos, isto €, apesar dos fenotipos serem
semelhantes os seus genotipos sao diferentes, constituindo populacées quimicamente
distintas que definem os chamados quimiotipos (Wink, 2003). Todas estas consideracdes
definem a chamada quimiotaxonomia, taxonomia quimica, ou quimiosistematica, que muito
resumidamente foi definida por Gottlieb (1982) como uma area da botanica cujo objectivo
principal é a utilizacdo de compostos quimicos para a resolucdo de problemas de natureza
taxonomica.

A medicina tradicional continua a ser o suporte de cuidados de salde para a maior
parte da populacao angolana. Toda a informacdao que se possa reunir sobre a composicao
quimica das plantas mais utilizadas pelos terapeutas tradicionais é importante para validar os
usos e determinar a presenca ou auséncia de substancias toxicas.

Pelas razoes acima referidas e a partir de estudos etnofarmacéuticos realizados
anteriormente (Bossard, 1996) e tendo em conta a facilidade de acesso a planta, assim como
a manutencao da sua integridade quimica no transporte desde Angola, foram escolhidas para
este estudo as seguintes plantas: raiz da Piliostigma thonningii, raiz da Phragmanthera
glaucocarpa, parte aérea da Croton gratissimus, raiz da Peltophorum africanum e ramos da
Gymnosporia senegalensis.

Como algumas das plantas recolhidas foram ja parcialmente estudadas em outras
regides de Africa, foi dada atencdo a comparacdo entre a composicdo quimica da planta
angolana e de outras espécimes recolhidas noutros paises africanos. Esta comparacao é
importante uma vez que a atividade biologica advém dos compostos ativos presentes na
planta e tem como consequéncia que diferentes composicdes originam diferentes atividades
biolégicas, pelo que uma planta utilizada numa regido de Africa, para tratamento de uma
determinada doenca, pode noutra regiao, pela alteracao da sua composicao, nao ter qualquer
efeito.

Outra vertente importante no estudo da composicdo quimica de diferentes plantas da
mesma espécie é a referente a sua quimiotaxonomia, que permite diferenciar duas
populacbes da mesma planta pela escolha de marcadores quimiotaxonémicos bem
diferenciados. Assim, marcadores taxonomicos foram escolhidos para as plantas angolanas

gue apresentaram composicao quimica diferente de estudos ja publicados.
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1.2. Piliostigma thonningii

A Piliostigma thonningii (Schum.) Milne-Redh pertence a familia das Caesalpinioideae
(Jimoh e Oladiji, 2005; Egharevba e Kunle, 2010). Apesar da sua importancia, a Piliostigma
thonningii, que é um sinonimo de Bauhinia thonningii, é ameacada pelo aumento de
exploracao de lenha e do carvao e pela medicina que usa esta planta para fins curativos.
(Mwase e Mvula, 2011). As plantas pertencentes ao género Bauhinia sao encontradas nas areas
tropicais do planeta, compreendendo aproximadamente 300 espécies, onde muitas destas,

sao denominadas “pata-de-vaca” ou “unha-de-vaca” (Achenbach et al., 1988).

Figura 1.2: Floracao da P. thonningii (Orwa et al., 2009).

A P. thonningii € uma arvore perene e as suas flores, normalmente com cinco pétalas
que sao produzidas entre novembro e abril, podem ser brancas, de cor rosada, em tons de
vermelho, roxo, laranja ou amarelo (Ozolua e Alonge, 2008; Mwase e Mvula, 2011) (figura
1.2).

Estas arvores podem atingir uma altura entre 6 a 12 m e os seus ramos entre 3 a 6 m.
Os frutos sdo desenvolvidos a partir de um Unico carpelo envolvendo uma ou mais sementes
de cor beje-acastanhado, lenhosos e a sua maturacao é, geralmente, persistente entre Junho
e Setembro (Madara et al., 2010). As folhas tém um comprimento de 7,5-15 cm, sao
coriaceas, e fortemente reticuladas (Ozolua e Alonge, 2008; Mwase e Mvula, 2011).

Conforme se pode observar na figura 1.3, a P. thonningii tem uma ampla distribuicao
em Africa, incluindo em paises como Malawi, Zimbabwe, Zambia, Botswana, Tanzania e
Namibia (Mwase e Mvula, 2011).

8 Laura Isabel Nave Canelo
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Figura 1.3: Paises de Africa onde se encontra com mais abundéncia a P. thonningii (Orwa et al., 2009).

As sementes desta planta sao uma boa fonte de antioxidantes, micronutrientes, ricas
em proteina e glucidos (Jimoh e Oladiji, 2005; Mwase e Mvula, 2011). O interior da casca da
arvore é usada para fazer corda. As raizes, cascas e galhos sdo usados em muitos paises
africanos para o tratamento de Ulceras, dores de estdbmago e como um antipirético. A casca
da raiz € usada para o tratamento de diarreias e alivio das dores menstruais. (Mwase e Mvula,
2011). As raizes e galhos sdo também usados no tratamento de doencas respiratdrias, febre,
doencas provocadas por parasitas e picadas de cobras (Jimoh e Oladiji, 2005; Mwase e Mvula,
2011).

Alguns compostos das plantas do género Bauhinia foram e estao a ser estudados
quimica e farmacolégicamente e, com isto, alguns dos seus compostos foram isolados e
identificados. Assim, diferentes classes de metabolitos com interesse medicinal tém sido
referidos na literatura, podendo o género Bauhinia ser classificado, do ponto de vista
quimiotaxonémico, como um acumulo de lactonas, triterpenos, terpendides, flavonoides,
esteroides, taninos e quinonas. Apesar de muitos dos compostos presentes na Bauhinia serem
conhecidos, pouco se sabe sobre a atividade farmacologica da maioria das substancias
isoladas do género Bauhinia (Silva e Cechinel Filho, 2002).

Através do levantamento bibliografico realizado (tabela 1.1), até ao ano de 2002,
sobre o género Bauhinia (Silva e Cechinel Filho, 2002), verificou-se que os estudos
fitoquimicos sobre as espécies do género ainda sdo muito escassos. Das 300 espécies
existentes, apenas B. reticulada, B. tomentosa, B. thonningii, B. racemosa, B. purpurea, B.
variegata, B. sirindhorniae, B. saccocalyx, B. guianensis, B. championii, B. galpinii, B. aurea,
B. forficata, B. microstachya, B. megalandra, B. glauca, B. candicans, B. malabarica, B.
splendens, B. hupehara, B. rufescens, B. manca, B. vahlii, B. tarapotensis, B. monandra, B.

retusa, B. uruguayensis e B. ungulata foram objeto de investigacao fitoquimica.
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Tabela 1.1: Compostos isolados no género Bauhinia (adaptado de Silva e Cechinel Filho, 2002).

Género Classe Composto Ref.
B.candicans Esteroides sitosterol ; campesterol; estigmasterol; colesterol; Iribarren
estigmasta-3,5-dieno-7-ona; 3-0-B-glucosilsitosterol; etal.,
3-0-B-D-xiluronofuranosilsitosterol; 1983;
Flavonoides 3-0-B-rutinosilkaempferol; 3-0-B-rutinosilkaempferol Iribarren
7-0O-ramnopiranésido etal.,
Alcaldides trigonelina 1987
Alcoois triacontanol
Polialcoois 3-0-metil-D-inositol (D-pinitol)
B. championii Benzendides acido galico Chien-
Glicosidios bauhinina Chin et
al., 1985
B. forficata Flavonodides kaempferitrina; Silva et
3-0-a-diraminosilkaempferol al.,
Esterdides sitosterol 2000;
Sousa et
al., 1998
B.guianensis Esterdides sitosterol; estigmasterol Viana et
Flavondides 4-hidroxi-7-metoxiflavona al., 2000
Quinonas lapachol; di-hidro-a-lapachona
B. manca Esterdides sitosterol; 3-0-B-D-glucosilsitosterol
estigmasta-4-eno-3-ona; estigmasta-4-eno-3,6-diona
acido cinamico; cinamoil-B-D-glucose; éster metilico do  Achenbac
Benzenodides acido (E)-4-hidroxi-cinamico; éster metilico do acido (E)- hetal.,
4-hidroxi-3-metoxicinamico; acido galico, galato de 1988
metilo; éster metilico do acido 4-hidroxi-2-metoxi-
benzobico; éster metilico do acido 4-hidroxi-3-metoxi-
benzoico; éster metilico do acido 3,4 di-hidroxi-benzéico;
w-Hidroxipropioguaiacona; siringaresinol; (75,8R,8’R)-5,5-
dimetoxilariciresinol
Flavondides apigenina; chrisoeriol ; 3,5-dimetoxiluteolina;
kaempferol;
isoliquiritigenina; 2-metoxi-isoliquiritigenina; 4- metoxi-
isoliquiritigenina; echinatina; 2,4-di-hidroxi-4-metoxi-di-
hidrocalcona;
(25)-narigenina; (25)-eriodictiol; (2S)-liquiritigenina;
7-metoxi-(2S)-liquiritigenina; 4 metoxi-(2S)-
liquiritigenina;
(25)-7,4-di-hidroxiflavona; (25)-7,3-dimetoxi-4-hidroxi-
flavona;
(25)-3,4-di-metoxi-7-hidroxi-flavona;
(2S)-7,4-di-metoxi-3-hidroxi-flavona
Estilbendides Obtustireno
Outros 5,7-di-hidroxicromona; (2R, 3R)-3-0-galoilepicatequina
B. Reticulata Flavonoides Quercetina Rebate,
1938
B. purpurea Flavonoides isoquercitrina; quercetina; Ramacha
astragalina; ndran et
5,6-di-hidroxi-7-metoxi-flavona-6-0-B-D-xilopiranosido al.,
Aminoacidos acido aspartico; treonina; serina; acido glutamico; 1967;
prolina; Vijayaku
glicina; alanina; valina; metionina; isoleucina; leucina; mari et
tirosina; al.,
fenilalanina; histidina; cisteina; lisina; triptofano 1997,
Yadava
et al.,
2000
B.racemosa Cromanos pacharina; racemosol; des-O-metilracemosol Prabhaka
retal.,
1994
B. rufescens Estilbendides 5,6-di-hidro-11-metoxi-2,2,12-tri-metil-2H-nafto-
[1,2£][1]-benzopirano-8,9-diol; 11-metoxi-2,2,12-tri- Maillard
metil-2H-nafto-[1,2-£][1]benzopirano-8,9-diol; etal.,
1,7,8,12b-tetra-hidro-2,2,4-tri-metil-2H-benzo-[6,7]-ciclo- 1991

hepta-[1,2,3-de][1]benzopirano-5,10,11-triol

10

Laura Isabel Nave Canelo



Revisdo bibliogrdfica

Género Classe Composto Ref.
B.splendens Esteroides sitosterol; estigmasterol Cechinel
Acidos gordos acido estearico et al.,
Flavonoides bausplendina; quercetina; rutina 1995;
Benzenoide galato de etilo Laux et
al., 1985
B. tomentosa Flavonoides isoquercitrina; quercetina; rutina Row et
al., 1954
B. thonningii Lactona grifonilida Okwute
et al.,
1986
B. Esteroides estigmasta-1,3,5-trieno; estigmasta 3,5-dieno;
uruguayensis campesterol;
estigmasterol; sitosterol; estigmasta-4,6-dien-3-ona;
sitosterol-
3-0-a-D-riburonofuranosil; 3-0-B-D-xilopiranosilsitosterol;
3-0-a-D-xiluronofuranosilsitosterol; Iribarren
3-0-B-D-glucopiranosilsitosterol; et al.,
Flavonoides 3-0-a-L-ramnopiranosilquercetina; 1989
3-0-a-L-ramnopiranosilkaempferol
Aminoacidos acido aspartico; treonina; serina; acido glutamico;
prolina;
glicina; alanina; valina; metionina;isoleucina; leucina;
tirosina;
fenilalanina; histidina; colina
Outros hidrocarbonetos; alcoois lineares
B.vahlii Esteroides campesterol; estigmasterol; sitosterol
Flavonoides quercetina; 3-glucosilquercetina; kaempferol; Sultana
agatisflavona et al,
Triterpendides acido betulinico 1985
B. Flavondides 5,7,5" -tri-hidroxi-2 " -O-ramnosilflavona; Gonzalez
megalandra 5,7,2" -tri-hidroxi-5"-0-ramnosilflavona -Mujica
et al.,
2000
B.variegata Esterdides sitosterol
Triterpenodides lupeol Gupta et
Flavonoides 5,7-di-metoxi-4-ramnoglucosilnarigenina; al., 1980
3-galactosilkaempferol; 3-ramnoglucosilkaempferol
No extrato das folhas da B. forficata foram isolados o B-sitosterol, o kaempferol
(figura 1.4), o] 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkaempferol, 3,7-di-O-a-L-

ramnopiranosilquercetina,

ramnopiranosilkaempferol

3-0-[B-D-glucopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-0-a-L-

3-0-[B-D-glucopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-0-a-L-

ramnopiranosilquercetina. A partir das flores, apenas o} 3,7-di-O-a-L-
ramnopiranosilkaempferol foi isolado (Pizzolatti et al., 2003).
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OH O
Figura 1.4: Estrutura do kaempferol (Pizzolatti et al., 2003).

Um estudo comparativo entre diferentes partes da planta (folhas, caule e raizes),
realizado por Silva et al. (2000), indicou a presenca de esteroides e terpenos em todas as
partes, predominantemente nas folhas. No entanto, o 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosilkaempferol
foi detetado exclusivamente nas folhas de B. forficata. Este derivado do kaempferol poderia,
portanto, segundo os autores, ser considerado um marcador quimico para o controlo da
qualidade em preparacdes com as folhas de B. forficata, uma vez que nao é encontrado em
nenhuma outra parte da planta.

Os estudos sobre isolamento dos compostos quimicos da P. thonningii ainda sao
escassos. |bewuike et al. (1996), encontraram nas folhas, piliostigmina (uma 2-
fenoxicromona) (9) e trés novos C-metilflavonédis, o 6,8-di-C-3-metilquercetina (10), 6-C-
metil-3,7-metoxiquercetina (11) e 6,8-di-C-metil-3,7-dimetoxiquercetina (12). Também
compostos conhecidos foram identificados como o 6-C-metil-3-metoxiquercetina (13), éter 6-
C-metil-3,7,3-trimetoxiquercetina (14), 6,8-di-C-metil-3 metoxikaempferol (15), 6,8-di-C-

metil-3,7-dimetoxikaempferol (16), quercetina (17) e a quercitrina (18) (figura 1.5).

1 _OH

R; R, R,
10 CH; H OH
11 H CH; OH
12 CH; CH; OH
13 H H OH
14 H CH; OCH;
15 CH; H H
16 CH; CH; H

Figura 1.5: Exemplos de compostos isolados da P. thonningii: piliostigmina (9); C-metilflavondis (10-

16); quercetina (17) e quecitrina (18) (Ibewuike et al., 1996).
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Na casca do caule o D-3-O-metil-quiro-inositol (19) também foi isolado nos estudos

realizados por Asuzu et al., (1999) (figura 1.6).

! i5
OH H
Figura 1.6: D-3-O-metil-quiro-inositol (Asuzu et al., 1999).

Segundo Martin et al. (1997), dois diterpenos kauranos (20, 21) (figura 1.7) foram

isolados a partir das folhas da P. thonningii.

12 17

H
R,

20 R;=COOH, R,=Me-19
21 R,=Me-18, R,=COOH

Figura 1.7: Diterpeno kaurano (Martin et al., 1997).

Os restantes estudos encontrados sobre P. thonningii (figura 1.8) referem-se a raiz
onde foram encontrados derivados de labdanos: acido lambertianico (22), lambertianol (23),
éster estearico de lambertianol (24), o acido trans-communico (25) e o 5a-stigmasta-7,22-
dien-3B-ol (26) (Snatzke e Wolff, 1989). Uma griffonilida, também, foi isolada na casca do
caule (Okwute et al., 1986).

22 COOH
23 CH,OH
24 CH,OCO(CH,);¢CH;

Figura 1.8: Derivados de labdanos e griffonilida isolados na Bauhinia thonningii (Snatzke e Wolff, 1989;
Okwute et al., 1986).
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As sementes sao ricas em compostos fenolicos, glicosidos, saponinas, flavondides,
antraquinonas, taninos e esteroides (Jimoh e Oladiji, 2005). Nas vagens, a epicatequina e

derivados do inositol foram também isolados (Baratta et al., 1998).

1.3. Phragmanthera glaucocarpa

A Phragmanthera glaucocarpa (Peyr.) Balle. (figura 1.9) pertence a familia das
Loranthaceae. Esta familia € composta por epifitas, comportando-se como hemi-parasitas em

arvores silvestres ou cultivadas e em arbustos (Didier et al., 2010).

o

*

J

Figura 1.9: Phragmanthera glaucocarpa

(http://ww2.bgbm.org/herbarium/view_large.cfm?SpecimenPK=25741&idThumb=222965&SpecimenSequ

enz=1&loan=0)

As Loranthaceae possuem cerca de 950 espécies, distribuidas em 77 géneros (Didier et
al., 2009). As plantas desta familia infestam as outras plantas, intercetanto o xilema e o
floema, provocando efeitos nocivos sobre o hospedeiro e, por vezes, até mesmo a morte da
planta parasitada (Arruda et al., 2013). Algumas sao consideradas como infestantes em
florestas, plantacdes e pomares, uma vez que ao infestarem outras plantas reduzem e afetam
consideravelmente a sua qualidade, provocando danos estruturais e econdmicos (Wahab et
al., 2010; Didier et al., 2008). A sua disseminacao ¢ realizada por passaros que consomem os
seus pseudo-frutos (Soro et al., 2010). As Loranthaceae afetam a viabilidade das outras
plantas, pois retiram recursos essenciais como agua, nutrientes inorganicos e compostos
organicos e sao facilmente encontrados nos desertos africanos e na América do Sul (Devkota,
2005). Na P. glaucocarpa a variabilidade pode sobretudo incidir na variabilidade da sua
pilosidade como, também, no comprimento das flores (Merxmiiller, 1969).

A P. glaucocarpa é encontrada no sul de Africa, em Angola (Luanda e Pungo Adungo) e
Namibia (figura. 1.10) (Merxmdller, 1969).

14 Laura Isabel Nave Canelo



Revisdo bibliogrifica

7 CultAdvfindrod,

@ Tropical Africa:
data from TAFP

[ Present in the country

* Southem Africa: herbarium specimen

Figura 1.10: Distribuicao da P. glaucocarpa em Africa (http://www.ville-
ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=an&id=25250).

Os viscos pertencentes as Loranthaceae sao muito importantes para a medicina, no
tratamento de problemas circulatorios e também contra o cancro. Os extratos destas plantas,
ja sao muito utilizados na Europa na luta contra o cancro (Wahab et al., 2010).

Uma analise fitoquimica preliminar, realizada para a P. incana, demonstrou que todos
os extratos, com excecao do extrato de hexano do caule, possuiam glicésidos cardiacos. Os
extratos de metanol das folhas e de hexano do caule apresentaram a presenca de taninos.
Apenas o extrato de metanol do caule possuia esteroides, enquanto os extratos de metanol
das folhas e de metanol do caule revelaram a presenca de flavondides. Os outros extratos
apresentaram resultados negativos relativamente a presenca de alcaldides, saponinas,
aclcares redutores e antraquinonas (Atewolara-Odule e Aiyelaagbe, 2013). Sobre compostos
isolados no género Phragmanthera pouco se encontra na literatura, podendo destacar-se o
isolamento da 3-0-B-glucopiranosilcianidina (figura 1.11) nas flores da P. usuiensis

(Byamukama et al., 2011).

OH
OH
1'
HO Oy -
BE
Za YT
OH
OH <—0
OH
6”
OH

Figura 1.11: Estrutura da 3-0-B-glucopiranosilcianidina (Byamukama et al., 2011).
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Nao ha estudos na literatura sobre a P. glaucocarpa, no entanto, sobre o género
Phragmanthera encontram-se, ainda, alguns estudos sobre o controlo da sua infestacao, como

o que foi realizado para a P. capitata (Didier et al., 2010).

1.4. Croton gratissimus

O género Croton L. pertence a familia Euphorbiaceae e contém cerca de 1300
espécies (Santos et al., 2010). Distribuida ao longo dos tropicos, cerca de 50 espécies sao
encontradas em Africa e apenas 10 sdo nativas do sudoeste da Africa (Mulholland et al.,
2010). Varias destas espécies desempenham, ha muito tempo, um papel importante nos usos
tradicionais de plantas medicinais na Africa, Asia e América do Sul (Salatino et al., 2007).
Para muitos botanicos e ecologistas, o género Croton tem sido uma incognita taxonomica
devido ao grande tamanho do género, a proliferacao de nomes e as dificuldades de acesso aos
espécimes que se encontram depositados nos mais diversos herbarios do mundo (Lima e
Pirani, 2008).

Figura 1.12: Croton gratissimus (Johnson, 2002).

No entanto, apesar da ampla utilizacao tradicional da Croton gratissimus Burch.
(Euphorbiaceae) para fins medicinais, estudos cientificos que validam as suas propriedades
terapéuticas indigenas, ainda sdo muito escassos (van Vuuren e Viljoen, 2008). A C.
gratissimus é uma espécie de folha caduca que ocorre em encostas rochosas na maior parte
das regides mais quentes e secas da Africa do Sul e as suas folhas produzem um agradavel
cheiro a lavanda (Mulholland et al., 2010). A C. gratissimus € uma leguminosa que pertence a
familia Euphorbiaceae. As arvores sao pequenas, elegantes e eventualmente desenvolvem
uma certa cobertura. As suas folhas sdao brancas e prateadas por baixo, com manchas
espalhadas, criando um efeito de sal e pimenta e contrastando com o verde brilhante da
pagina superior. Estas folhas sao elipticas, com um intenso castanho avermelhado e um
tamanho de 30 mm. Quando envelhecem, estas folhas tornam-se alaranjadas e permanecem

na arvore por varias semanas. As flores sdo pequenas, com “pompons” brancos e crescem
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entre os meses de outubro e maio. Os frutos sdao atraentes e possuem trés lébulos em forma
de capsula (Figura 1.12) (Johnson, 2002; Grant et al., 2006).

A distribuicio geografica (Figura 1.13) da Croton gratissimus na Africa do Sul
encontra-se no Cape Norte, provincias do Noroeste, Gauteng, Norte do KwaZulu-Natal,
Mpumalanga, provincias do Norte e partes do norte da Africa do Sul. Outras populacdes desta
planta foram registadas, também, do centro para o norte da Botswana e Namibia (van
Vuuren, 2007; Setshogo et al., 2003).

T Eult fd Antrod.

@ Tropical Africa:
data from TAFF

[ Presentin the sountry

Adrica: herbari

BTG 211

Figura 1.13: Distribuicio geografica de Croton gratissimus em Africa (http://www.ville-

ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=an&id=174104).

Todas as partes da C. gratissimus sao usadas para fins medicinais. As folhas sao
aromaticas e frequentemente utilizadas como infusdes para tratar a tosse e a febre. As raizes
sao usadas para tratar problemas no peito, tosse, febre e doencas sexualmente
transmissiveis, como sifilis. A casca da raiz é mais frequentemente usada para tratar
sangramentos gengivais, distUrbios abdominais, inflamacoes da pele, dores de ouvidos e
doencas no peito. As combinacdes da raiz e da casca sao usadas para tratar distUrbios
respiratdrios (van Vuuren e Viljoen, 2008; Mulholland et al., 2010).

Tendo em conta a grande dimensdo do género Croton e a sua dispersdo de estudos,
nao existem conclusdes definitivas sobre a relacdo quimica entre estas espécies, referindo-se
que a quimica do género Croton é diversa. Na literatura, estdao descritos o isolamento de
alcaldides, flavonoides, triterpenos, lignanos, benzendides, poliprendides, quinbides e um
grande nimero de diterpenos. Os diterpenos sdo uma das classes de metabolitos secundarios
mais caracteristica no género Croton, apresentando uma ampla ocorréncia e alta diversidade
estrutural. Os esqueletos estruturais mais comuns sao (figura 1.14): labdanos, kauranos, seco-
kauranos, cembrandides, clerodanos, neo-clerodanos, halimanos, isopimaranos, traquilobanos
e ésteres de forbol (Salatino et al., 2007).

Da maior parte dos compostos identificados, da-se um destaque relevante aos

diterpenos com esqueleto clerodano (Salatino et al., 2007).
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Labdano Clerodano Kaurano Halimano
28 29

s,
“

Traquilobano Cembrano Forbol Isopimarano

32 33 34 35

Figura 1.14: Exemplos de esqueletos de diterpenos muito comuns no género Croton (Salatino et al.,
2007).

Segundo Palmeira et al. (2006), o género Croton é bastante rico em diterpenos
cledoranos, que podem ser encontrados em distintas partes das plantas, inclusive nos o6leos
essenciais. Para o género Croton, existem mais de uma centena de diterpenos clerodanos
distintos cujas estruturas sao referidas na literatura, porém estas seguem apenas quatro tipos
de esqueletos (figura 1.15), que se distinguem através dos grupos existentes na cadeia

lateral.

Figura 1.15: Estrutura de esqueletos clerodanos encontrados no género Croton (Palmeira et al., 2006).
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De uma forma geral, um numero significativo de diterpenos do tipo clerodano
apresenta atividades biologicas, tais como: inseticida, antimicrobiana, antiviral, psicotropica,
antiulcerogénica e antitumoral. Dai a elevada importancia e insistente procura de esqueletos
do tipo clerodano no género Croton (Marbberley, 2008).

Os estudos fitoquimicos do género Croton sao bastante vastos, podendo encontrar-se
variados compostos. Portanto, serao aqui referidos alguns estudos do género encontrados na
literatura. Por exemplo, o 6leo essencial das folhas da C. gossypiifolius contém oxido a-
cedreno, espatulenol, valenceno, pentanocato de geranilo, a-cadinol, germacreno-D e
longifoleno (Suarez et al., 2011).

Nos oleos essenciais das folhas da C. palanostigma foram identificados varios
compostos como o linalol, cariofileno e metileugenol, nos dleos dos rebentos identificaram-se
o a-pineno, limoneno, sabineno e o B-pineno. No 6leo dos ramos foram identificados o
metileugenol, (E)-metilisoeugenol, a-pineno e (E)-cariofileno, no 6leo da casca do caule
encontraram-se o a-pineno, metileugenol e (E)-metilisoeugenol. No oleo dos frutos
identificaram o linalol, metileugenol e B-elemeno (Brasil et al., 2009).

Nos oleos da casca do caule da C. cajucara, foram isolados o acido acetil aleuritélico
(AAA), a trans-de-hidrocrotonina (DCTN), a trans-crotonina (TCN), a cajucarina A e B, a
cajucarinolida e a sacarina (Silva et al., 2012). Na casca também foram isolados t-cajucarina
B, sacarina, t-crotonina, t-de-hidrocrotonina, cajucarina B e a cajucarinolida (Maciel et al.,
1998).

No extrato metanolico da casca do caule da C. urucurana, foram isolados o acido
acetil aleuritolico (AAA), o sigmasterol, o B-sitosterol, o campesterol, o B-sitosterol-O-
glucosido, sonderianina, catequina e galocatequina (Peres et al., 1997). Também em estudos
dos oleos essenciais, a partir das cascas do caule, identificou-se o borneol, acetato de
bornilo, 1-isopropil-7-metil-4-metileno-1,3,4,5,6,8-hexahidro-2H-naftalen-4a-ol, sesquicineol
e epoxido de y-gurjuneno (Simionatto et al., 2007).

Na C. hirtus foi possivel identificar, nos oleos essenciais das suas folhas, o
espatulenol, (E)-cariofileno, biciclogermacreno, a-cadinol, cubenol, germacreno D, a-
canideno, 6-canideno e a-humuleno (Lima et al., 2012).

Nas folhas da C. laevigatus foram isolados o 3’-(4’’-hidroxi-3’’,5’’-dimetoxifenil)
propilbenzoato, o alcool di-hidrodehidrodiconiferil-8-D-glucésido, o mirsinionésido C e o
alangiondsido J (Zou et al., 2011).

Nas folhas da C. oblongifolius foram identificados oblongiondsidos A-F, isolaram-se
diferentes derivados glicosilados do kaempferol, kaempferitrina, clerpida A, icarisida F,,
cantosida A, dendratemosida A e glochidioniésido D (Takeshige et al., 2012). Na casca do
caule de C. oblongifolius foram isolados o acido ent-3,4-seco-17-oxo-kaur-4(19),15-dien-3-
oico e o acido ent-3,4-seco-kaur-4(19),16-dien-3-6ico (Suwancharoen et al., 2012). Também
nesta planta, foram identificados compostos de esqueleto labdano, como o labda-7,12(E),14-
trieno, labda-7,12(E),14-trien-17-al, labda-7,12(E),14-trien-17-ol e o acido labda-7,12(E),14-

trien-17-6ico (Roengsumran et al., 1999). Contudo, a casca do caule revelou ser uma enorme
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fonte de compostos labdanos, ja que os mesmos autores, mais tarde, conseguiram isolar o 2-
acetoxi-3-hidroxilabda-8(17),12(E)-14-trieno, 3-acetoxi-3-hidroxilabda-8(17),12(E)-14-trieno e
2,3-acetoxi-3-hidroxilabda-8(17),12(E), 14-trieno (Roengsumran et al., 2001).

Através do extrato de hexano da parte aérea da C. ciliatoglanduliferus, isolou-se pela
primeira vez a retusina (5-hidroxi-3,7,3’,4’-tetrametoxiflavona) e o pachipodol (5,4’-di-
hidroxi-3,7,3’-trimetoxiflavona) (Gonzalez-Vazquez et al., 2006).

A cascarillina, eluterina K, cascarilladiona, pseudoeluterina B e eluterina F foram
isoladas a partir da casca do caule da C. eluteria (Appendino et al., 2003). A partir das folhas
da C. tonkinensis foi possivel isolar-se dois dimeros simétricos, os crotonkinensis C e D
(Thuong et al., 2012).

Outros estudos revelam que através dos frutos da C. macrostachyus foi possivel isolar
um novo clerodano, a crotomacrina 1 e um crotepdxido (Tane et al., 2004). A partir da parte
aérea da C. schiedeanus foi possivel isolar os diterpenos cis e trans-de-hidrocrotonina (Puebla
et al., 2003).

Na C. zambesicus sinbnimo de C. gratissimus ja foram isolados a partir da casca do
caule (figura 1.16) crotozambefuranos A, B e C (40, 41 e 42), o acido 7B-acetoxitraquiloban-
18-6ico (43), o traquiloban-78,18-diol (44), o betulinol, lupeol, sitosterol e derivados

glicosilados traquilobanos (Ngadjui et al., 2002).

CO,M 1 2
CoMe < R R
43COOH Ac

40 H“ 42 44CH,OH H

Figura 1.16: Compostos isolados na casca do caule da C. zambesicus (Ngadjui et al., 2002).

Nas folhas da C. zambesicus (figura 1.17) foram identificados o ent-18-hidroxi-
traquiloban-3-ona, ent-traquiloban-3-ona, isopimara-7,15-dien-3B8-ol (45), trans-fitol (46), B-

sitosterol, a-amirina e estigmasterol (Block et al., 2004).

Figura 1.17: Compostos isolados nas folhas da C. zambesicus (Block et al., 2004).
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Estudos sobre C. gratissimus resultaram no isolamento de cembranolidas (figura 1.18),

lupeol, a-glutinol e 24-etilcolesta-4,22-dien-3-ona, a partir de folhas (Langat et al., 2011).

47 R=OCH;,R,.H 50 R=OH
47a R=OH,R,=H 50a R=H
48 R=OCH;, R;=OH

49 R=OH,R;=OH

52 53 54 R=OH,R;=H
54a R=0OAc,R;=H
55 R=H,R,=OH

56

Figura 1.18: Exemplos de cembranolidas: (-)-(1R*,4R*,10R*)-4-metoxicembra-2(E),7(E),11(Z)-trien-
20,10-olida (47), (-)-(15%,4R*,10R*)-1-hidroxi-4-metoxicembra-2(E),7(E),11(Z)-trien-20,10-olida (48),
(-)-(15*,45*,10R*)-1,4-di-hidroxicembra-2(E),7(E),11(Z)-trien-20,10-olida (49), (-)-(15*,4S* 10R*)-1,4-di-
hidroxicembra-2(E),7(E),11(Z)-trien-20,10-olida (50), (+)-(10R*)-cembra-1(E),3(E),7(E),11(Z2),16-
pentaen-20,10-olida (51), (+)-(10R*)-cembra-1(Z),3(Z),7(E),11(Z),15-pentaen-20,10-olida (52), (+)-
(5R*,10R*)-5-metoxicembra-1(E),3(E),7(E),11(Z),15-pentaen-20,10-olida  (53), (+)-(15*,4S*,7R*,10R*)-
1,4,7-tri-hidroxicembra-2(E),8(19),11(Z)-trien-20,10-olida (54), (-)-(15*,45*,75*,10R*)-1,4,7-tri-
hidroxicembra-2(E),8(19),11(Z)-trien-20,10-olida (55), e (+)-(15%,4R*,85* 10R*)-1,4,8-tri-hidroxicembra-
2(E),6(E),11(Z)-trien-20,10-olida (56) (Langat et al., 2011).

A partir da casca do caule foram também isoladas cembranolidas (figura 1.19), lupeol,

a-glutinol e eudesm-4(15)-18,6a-diol (Mulholland et al., 2010).
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Figura 1.19: Exemplos de cembranolidas isolados da casca do caule de C. gratissimus: (+)-
[1R*,25*%,75*%,85% 12R*]-7,8-epoxi-2,12-ciclocembra-3(E),10(Z)-dien-20,10-olida (57), (+)-[1R*, 10R*]
cembra-2(E),4(E),7(E),11(Z)-tetraen-20,10-olida (58), (+)-[1R*,45%, 10R*]-4-hidroxicembra-
2(E),7(E),11(Z)-trien-20,10-olida (59), (-)-[7R*,4R*, 10R*]-4-hidroxicembra-2(E),7(E),11(Z)-trien-20,10-
olida (60) (Mutholland et al., 2010).

1.5. Peltophorum africanum

Peltophorum africanum Sond. é encontrada nos trépicos e no sudoeste de Africa. Esta
planta pertence a familia das Fabaceae (Bizimenyera et al., 2005). A familia Fabaceae é das
maiores familias de plantas com flores, com 750 géneros e aproximadamente 18000 espécies.
E a terceira maior familia de plantas com flores e estd amplamente distribuida em todos os
continentes, com uma grande variedade de habitats, onde muitas destas espécies sao
importantes na agricultura, sendo bastante viaveis a nivel econdémico (Morris e
Wojciechowski, 2004).

A P. africanum (figura 1.20) é uma arvore de pequeno e médio porte, geralmente
entre 4-14 m, com folhas caducas que se encontram a baixas altitudes e em solos arenosos. A
haste principal possui uma cor castanha, com aspecto aspero e cheio de fissuras, onde a
maioria dos ramos se situam perto da sua base. As suas folhas sao castanhas escuras, com um
comprimento a variar entre 70-160 mm. Cada folha contém 4-9 pares de pinas e 8 a 22 pares
de foliolos, que geralmente sdao verdes e sem brilho. Em relacdo as flores, esta arvore
apresenta ramos de flores amarelas que se encontram nas extremidades dos ramos e que
florescem entre fevereiro e setembro. A partir destas flores nascem pequenas bagas com 40-

90 mm de comprimento, cobertas de pelos finos e aveludados (Schmidt et al., 2002). Os
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frutos possuem uma vagem plana, sao elipticos e vao afinando para o apice e base. O seu
tamanho é de 10 x 2 cm com uma asa lenhosa muito fina acinzentada que, com a maturacao,

mudam de cor para castanho-escuro (Orwa et al., 2009).

Figura 1.20: Peltophorum africanum (Schmidt et al., 2002).

A P. africanum pode ser encontrada no norte e sul de KwaZulu-Natal, passando pela
Suazilandia e Mpumalanga, e no centro-sul da Africa (figura 1.21) (Schmidt et al., 2002). E
cultivada no Quénia, Tanzania, Madagascar, Australia e Estados Unidos (Schmelzer e Gurib-
Fakim, 2008).

Figura 1.21: Distibuicdo geografica da P. africanum em Africa (Schmelzer e Gurib-Fakim, 2008).

A P. africanum é tradicionalmente utilizada para tratar o mesmo tipo de doencas no
homem e animais domésticos (Bizimenyera et al., 2008). As decoccoes da raiz e da casca sao
usadas para tratar feridas, colicas (dores agudas), dor nas articulacdes e nas costas (dores
cronicas), ascite e distUrbios abdominais, diarreia e disenteria, infertilidade e depressao
(Bizimenyera et al., 2007). A casca € usada para aliviar as colicas, infusdes da casca com

folhas sao tomados oralmente para aliviar uma variedade de desordens no estémago e libertar
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parasitas intestinais. O vapor da decoccao da casca € usado para tratar os olhos doridos. A
raiz em po é aplicada para acelerar a cura das feridas e também ¢ tomada para tratar feridas
na garganta. As folhas fervidas sao usadas para aliviar dores de dentes. Misturas de partes da
arvore sao usadas para curar a infertilidade (Orwa et al., 2009).

Os estudos fitoquimicos do género Pelthoporum ainda sao muito escassos, no entanto
pode destacar-se o isolamento da 3-0-B-D-galactopiranosilquercetina, no extrato das flores, e

bergenina (figura 1.22) na P. pterocarpum (Raj et al., 2012; Manaharan et al., 2011).

i
CH,OH

Figura 1.22: Estrutura da bergenina isolada da P. pterocarpum (Raj et al., 2012).

Através da casca do caule da P. dasyrachis foi isolado o (+)-(S)-ar-turmerona (62)
(figura 1.23) e através deste composto da planta foram sintetizados os seguintes compostos:
(+)-(S)-di-hidro-ar-turmerona, (+)-(7S,9S)-ar-turmerol, (+)-(7S,9R)-ar-turmerol, (+)-(7S,9S)-di-
hidro-ar-turmerol, (+)-(7S,9R)-di-hidro-ar-turmerol, (+)-(S)-ar-curcumeno e (+)-(S)-di-hidro-

ar-curcumeno (Fujiwara et al., 2010).

Figura 1.23: Estrutura do (+)-(S)-ar-turmerona da P. dasyrachis (Fujiwara et al., 2010).

Também na casca do caule da P. dasyrachis foram isolados, pela primeira vez, a
apigenina, (+)-2,3-trans-di-hidrokaempferol, 3-0-a-L-ramnosil(+)-2,3-trans-di-
hidrokaempferol, (+)-4’,7-dimetoxi-2,3-trans-di-hidroquercetina, (+)-2,3-trans-di-
hidroquercetina, (-)-2,3-trans-3-0-a-L-ramnosil-di-hidroquercetina (Fujiwara et al., 2011).

No extrato metanolico das folhas da P. dubium foi isolado um novo derivado do acido

benzoico, denominado acido benzoico C-glicosido (Bahia et al., 2010) (figura 1.24).
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Figura 1.24: Estrutura do acido benzéico C-glicésido isolado na P. dubium (Bahia et al., 2010).

O éster do acido trans-4-hidroxipipecolico foi isolado das sementes da P. africanum
(Evans et al., 1985). Varios flavonoides condensados, cianomaclurina, um tipo de
profisetinidina-4-arilflavan-3-ol, 0-lactonas, flavondides condensados, pirano [3,2-C]
benzopiran-6-(2H)-ona e um novo composto chamado de cianomaclurina (figura 1.25) foram

isolados a partir do cerne (Bam et al., 1988; Bam et al., 1990).

64 R'=R*-OH; R’=H
65R'=R’=OH; R’=H
66 R'=R*=OAc:; R°=H
67 R'=R’=0Ac; R*=H

Figura 1.25: Cianomaclurinas isoladas a partir do cerne da P. africanum (Bam et al., 1990).

Bergenina (68), norbergenina (69) e 11-0-(E)-p-coumaroilbergenina (70) (figura 1.26)
foram isolados nos extratos de etanol da casca da P. africanum (Mebe e Makuhunga, 1992).
Varios tipos de cianomaclurinas foram identificadas nas folhas da P. africanum (Khatab e
Nasser, 1998).
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Figura 1.26: Compostos isolados da P. africanum (Mebe e Makuhunga, 1992).

1.6. Gymnosporia senegalensis

A Gymnosporia senegalensis (Lam.) Loes. (figura 1.27) é um arbusto que se encontra
em areas aridas das regides tropicais e subtropicais da Africa e Asia (Pistelli et al., 1998).
Esta planta pertence a familia Celastraceae, que contém 98 géneros e cerca de 1211
espécies, que possuem maior diversidade nos tropicos e subtropicos. Muitas espécies desta
familia sdo economicamente importantes tanto para a medicina tradicional como para a
horticultura (Zhang et al., 2012). Esta espécie possui uma vasta utilizacdo na medicina
tradicional africana e é utilizada por via interna e externa como anti-inflamatéria, anti-
tumoral, no tratamento das chagas, debilidade, desinterias, doencas sexualmente
transmissiveis, dores de dentes, epilepsia, mordeduras de cobras, tosse, tuberculose, Ulceras

e como vermifugo (Serrano et al., 2008).

Figura 1.27: Gymnosporia senegalensis (Arbonnier, 2004).
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A G. senegalensis é um arbusto ou arvore pequena que possui uma altura que varia
entre 5 a 8 m e tem um diametro de tronco de 20 cm. A casca desta planta é escamosa com
tons de cinzento e vermelho. Os seus ramos sao avermelhados ou esverdeados e terminam em
forma de espinhos axilares ou terminais de 2 a 5 cm de comprimento, muitas vezes com
folhas e frutos perto da ponta do ramo. As suas folhas sdo grossas e coriaceas, com formas
muito variaveis, mas geralmente elipticas e possuem um comprimento entre 3-13 cm e 2-10
cm de diametro, com margem regular e finamente dentadas. O peciolo é avermelhado com 6
a 15 mm de comprimento. As flores sao brancas e esverdeadas, com cerca de 5 mm de
didametro, 5 pétalas, 5 sépalas e 5 estames. Os seus frutos possuem uma capsula ovoide, tanto
como em forma de péra, de cor amarelada, rosa ou vermelho, abrindo entre 2 a 5 valvulas
(Arbonnier, 2004; Grant et al., 2006).

G. senegalensis pode ser encontrada no KwaZulu-Natal, nordeste da Namibia, em
Africa, na Europa e no centro e sudoeste Asiatico. Também pode ser encontrada em algumas
ilhas do oceano indico como Madagascar, Seychelles e as ilhas Mauricias (Schmidt et al., 2002)
(figura 1.28).

7 Cultiady niod

@ Tropical Africa:
data from TAFP

] Presentin the sauntry

* Southem Africa: herbarium speci ;
Southermn Africa: herbarium specimen T

Figura 1.28: Distribuicio da G. senegalensis como Maytenus senegalensis em Africa (http://www.ville-

ge.ch/musinfo/bd/cjb/africa/details.php?langue=an&id=78612).

A raiz e casca da G. senegalensis sao tradicionalmente utilizadas na medicina popular
em algumas regides africanas para o tratamento de um certo nimero de doencas, incluindo
dores no peito, reumatismo, picadas de cobras, diarreias, infeccoes oculares, dispepsia e
feridas (Sosa et al., 2007). Esta planta é também usada para a tuberculose, dores de
garganta, de ouvidos e doencas venéreas. Ou seja, as raizes sdo usadas principalmente para a
preparacao de remédios tradicionais (Lindsey et al., 2006). O uso tradicional desta planta no
Sudao, Quénia ou Tanzania demonstrou que os extractos das raizes, folhas e caules possuem
actividade antiplasmodica, leishmanicida e antibacteriana (Sosa et al., 2007).

Sao encontrados alguns estudos do género Gymnosporia na literatura. O isolamento
dos lupanos 3-oxolup-20(29)-en-30-al, 3B-hidroxilup-20(29)-en-30-al e 30-hidroxilup-20(29)-

en-ona verificou-se na casca do caule da G. emarginata (Wijeratne et al., 1981).
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Estudos realizados com os extratos de éter de petréleo e cloroféormio das folhas da G.
rothiana revelaram a presenca de terpenos e esteroides e o extrato metanolico demonstrou a
presenca de taninos condensados, flavanoides, saponinas, glicosideos, alcaloides, proteinas e

aminoacidos (Jain e Surana, 2009).
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Figura 1.29: Estruturas de alguns compostos isolados da G. montana (Subrata e Suparna, 2012).

A G. montana foi por diversas vezes estudada devido ao seu potencial hepatoprotetivo
e anti-cancerigeno. Nas folhas, foram isolados a tingenona, acido 3-O-acetiloleanolico,
hexacosano, hexacosanol, n-triacontanol, betulina, B-amirona, B-amirina, &-amirina, B-
sitosterol, celacinnina e kaempferol. A presenca de galactose, arginina, acido glutamico,
alanina, prolina, acido y-aminobutirico e acido palmitico, também foi revelada nas folhas. No
tronco, varios estudos revelaram que a sua composicdo quimica inclui o isolamento da
iguesterina, pristimerina, tingenona, B-amirina, B-sitosterol, do acido maitenoico, da
emarginatina B e a maitansina. Nas raizes estudos demonstraram o isolamento da iguesterina,
pristimerina, tingenona, B-amirina, B-sitosterol, ducitol, (-)epigalocatequina, emarginatina A
e emarginatina G (figura 1.29) (Subrata e Suparna, 2012).

Os estudos fitoquimicos relativos a G. senegalensis sao ainda raros, podendo destacar-
se a presenca do B-sitosterol, sacarose, glucose, xilose, dulcitol-L-exopoletina, escopoletina e
preniletina nos estudos realizados na raiz desta planta (Pistelli et al., 1998).

Na casca da raiz da Maytenus senegalensis, sinbnimo de G. senegalensis, foi isolado o

acido 3-oxo-fridelan-20a-6ico ou acido maitendico (figura 1.30), composto muito estudado
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devido as suas propriedades antibacterianas, anti-inflamatérias e atividades antimitoticas
(Lindsey et al., 2006). Sosa et al., (2007), reportam ainda para o isolamento da lupenona, B-

amirina e B-sitosterol nas raizes da M. senegalensis.

30

“COOH

77

Figura 1.30: Estrutura do acido maitendico isolado da M. senegalensis (Lindsey et al., 2006).
Também na casca da raiz (extrato de cloroféormio) da M. senegalensis foi isolada a
pristimerina (figura 1.31) que demonstrou atividades antiplasmddicas, leishmanicidas e

citotoxicas (Khalid et al., 2007).

L CO,CH;

78

Figura 1.31: Estrutura da pristimerina isolado da M. senegalensis (Khalid et al., 2007).

Do extrato metanolico da casca do caule da M. senegalensis, ainda foram isolados dois
novos flavonoides-3-ol metilados e proantocianidinas (Hussein et al., 1999).

Nas folhas da M. senegalensis, foram identificados alcaloides (estaquidrina, efedrina e
nor-efedrina), alcanos e alcanois, terpenos e esteroides (monoterpenos - terpineol, geraniol e
linalol; triterpenos - pristimerina, acido maitenoico; esterdides - betulina, B-amirina e B-
sitosterol) e compostos fendlicos (acido vanilico, acido ferdlico, antocianinas,
leucoantocianinas, heterésidos dos flavondis kaempferol e quercetina e taninos condensados)
(Serrano et al., 2008).
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1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivos gerais

O trabalho realizado nesta Tese de Doutoramento em Quimica visa obter compostos
puros de plantas naturais provenientes de Angola com o propdsito de isolar, purificar e

caracterizar compostos das espécies em estudo.

1.7.2. Objetivos especificos

v' Preparar extratos vegetais das plantas naturais em estudo.

v' Isolamento dos seus compostos através de métodos cromatograficos como a
cromatografia em coluna, cromatografia em coluna a baixa pressao, cromatografia
flash e cromatografia em camada fina (TLC).

v Caraterizacdo dos compostos naturais por infravermelho (IV), ressonancia magnética

nuclear (RMN), espectrometria de massa (MS) e atividade ética.
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Capitulo 2 - Material e métodos

2.1. Material vegetal

As raizes da Piliostigma thonningii e da Phragmanthera glaucocarpa foram colhidas
em Junho de 2010 no Uige e depositadas no herbario de Luanda. A parte aérea da Croton
gratissimus foi recolhida na Quiita em Julho de 2011 e um espécime foi depositado no
herbario do Lubango. A raiz da Peltophorum africanum e os ramos da Gymnosporia
senegalensis foram recolhidos em Julho de 2011 na Humpata e depositadas no herbario do

Lubango.

2.2. Preparacao do extrato de metanol

As plantas inteiras foram cortadas e moidas num moinho RetschMiihle SM1 com um
molde de 2,0 mm. Posteriormente, foram colocadas em balées de 10 L e 5 L consoante o peso
e proporcao de metanol a adicionar numa razao de 25 g de material vegetal para 100 mL de
metanol. Deixou-se o produto a macerar durante 5 semanas para a Piliostigma thonningii
(617,67 g) e Phragmenthera glaucocarpa (548,78 g) e 6 semanas para Croton gratissimus
(797,7 g) e, Peltophorum africanum (1274,31 g) e a Gymnosporia senegalensis (290 g). Ao fim
de cada uma das semanas, filtrou-se e evaporou-se o metanol do macerado até a secura

(figura 2.1). Os extratos brutos obtidos para cada planta sao apresentados na tabela 2.1.

Ao fim de cada Ao fim de cada
semana € filtrado  semana € evaporado
f Obtencao
¥ — do Extrato
Bruto

Figura 2.1: Esquema de obtencao do extrato de metanol.

Tabela 2.1: Peso dos extratos de metanol das varias plantas.

Planta Peso do Extrato Bruto
Piliostigma thonningii 106,1¢g
Phragmanthera glaucocarpa 78,0¢g
Croton gratissimus 1431 ¢g
Peltophorum africanum 177,6 g
Gymnosporia senegalensis 19,7 ¢
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2.2.1. Fracionamento do extrato de metanol

Este processo é realizado numa ampola de 2 L, onde se coloca o extrato de metanol
misturado com 250 ml de MeOH e 50 ml de agua e uma certa quantidade de hexano obtendo-
se, os compostos mais apolares. Este hexano é evaporado num evaporador rotativo a + 45°C
até a secura obtendo-se, assim, a fracdo de hexano. O que resta do extrato metanélico é
evaporado para retirar o metanol, adicionada agua, sendo de seguida recolocado na ampola e
lavado com cloroférmio até se obter uma cor clara. O cloroférmio é evaporado quase até a
secura € lavado com uma solucdo de NaCl a 1% (3 vezes) e seco com Na,50, anidro de forma a
eliminar qualquer vestigio de agua presente na fracao, de seguida o cloroférmio é evaporado
obtendo-se, assim, a fracdo de cloroformio. Finalmente, na ampola resta o extrato aquoso
gue é entao extraido com acetato de etilo de forma a obter os compostos mais polares que
depois de evaporado dao origem a fracao de acetato de etilo. O que resta na ampola de
decantacao, depois de evaporado, denomina-se fracao aquosa. Na tabela 2.2 apresentam-se
as massas obtidas para as diferentes fracées. Na figura 2.2 apresenta-se um esquema sucinto

do fracionamento efetuado para cada extrato de metanol.

Tabela 2.2: Massas das diferentes fracoes obtidas.

Plantas
Fracoes Piliostigma Phragmanthera Croton Peltophorum
thonningii glaucocarpa gratissimus africanum
Hexano 2,6 ¢ 1,3¢g 279¢g 49¢g
Cloroférmio 24,5¢g 4,1¢ 19,8 ¢ 36,2 ¢
Acetato de Etilo 12,4¢g 11,1¢g 22,6 g 83,3¢
Aquoso 45,2 ¢ 459 ¢ 27,8 g 25,7 g

Extrato Bruto

Extracdo com metanol
Concentracao e adicao de 10-20% H,0

l Fracdo MeOH/ H,0 |

Extracdo com hexano

Fracdo Hexano Fracdo MeOH/ H,0

Evaporacao do MeOH
Extracao com Cloroférmio

Fracdo Aquosa

Fracdo CHCL;

Lavar com NaCl (1%)

: Extracdo com acetato de etilo
Secar com Na,SO, anidro ’

Fracao Cloroférmio |

Fracao Aquosa

Figura 2.2: Esquema simplificado para a obtencao dos varios tipos de fracdes (Cannell, 1998).

| Fracao Acetato de Etilo |
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Em relacao a Gymnosporia senegalensis nao foi realizado o fracionamentos pois esta
apresentou uma massa relativamente baixa (19,67 g) de extrato de metanol pelo que foi

utilizado unicamente o extrato de metanol.

2.3. Materiais e reagentes

2.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de *C

Os espectros de RMN foram obtidos no Bruker Avance Il de 400 MHz (400 MHz 'H e
100,6 MHz C) e num Bruker Avance Ill de 600 MHz (600 MHz 'H e 150,9 MHz 'C). Os
deslocamentos quimicos foram registrados em & (ppm), tomando-se como padrdes de
referéncia interna o CHCl; residual (8 7,25 ppm para o 'H e 77,00 ppm para o *C) ou o MeOH
(6 3,31 ppm para o 'H e 49,00 ppm para o '>C). Os solventes deuterados utilizados nas
analises foram o cloroformio deuterado (CDCl;) e o metanol deuterado (CD;0D). As constantes

de acoplamento (J) foram citadas em Hertz (Hz).

2.3.2. Espetroscopia no infravermelho - FTIR

Os espetros de absorcao na regiao do infravermelho foram obtidos num Termo
Scientific Nicolet i510 FTIR com filme capilar em células de NaCl ou ATR usando um cristal de

diamante.

2.3.3. Espetrometria de massa de alta resolucao

Os espetros de massa de alta resolucao (HREIMS) foram realizados num ESI-TOF com
uma fonte de eletroes a uma energia de ionizacao de 70 eV, no Waters-Micromass Autospec
M.

2.3.4. Atividade otica

A atividade otica foi determinada num instrumento ADP220 Automatic polarimeter -
Bellington & Stanley Ltd., para a risca D do sédio, a temperatura ambiente, numa solucao de
cloroformio e num cilindro de 0,5 dm de comprimento. A atividade otica especifica em funcao

do comprimento de onda de raio D foi obtida conforme a seguinte equacao (1):

a
[a]} = =1 1)

Onde,

¢ = concentracao da amostra em g/ml;

[ = comprimento da célula em dm;

t = temperatura ambiente a que foi realizada a analise;

a = atividade otica angular nas condicdes de A = 589 nm e temperatura T.
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2.3.5. Técnicas cromatograficas

2.3.5.1. Cromatografia em coluna humida

Para a cromatografia em coluna utilizou-se como adsorvente silica gel Schalau G-60,
70-230 mesh (ref. 1.07734). A razao entre a substancia a cromatografar e o adsorvente foi de
1:100. Foram utilizadas varias colunas de vidro, que variavam conforme o peso da amostra a
purificar. As colunas de vidro foram enchidas com uma papa de adsorvente que é agitado e
adicionado lentamente na coluna de forma a evitar a presenca de bolhas de ar e quebras na
silica. Apos enchimento da coluna com a papa, adicionou-se lentamente a amostra. A eluicao
foi realizada com misturas de solventes de polaridade crescente. A polaridade foi aumentada
a medida que se verificava uma diminuicao significativa da massa das fracdes obtidas. A

composicao destas fracoes foi avaliada por cromatografia em camada fina (c.c.f.).

2.3.5.2. Cromatografia em coluna himida com nitrato de prata (AgNOs)

Para este tipo de cromatografia dissolve-se 10 g de nitrato de prata na menor
quantidade de agua possivel. Misturaram-se 100 g de silica com a solucdo de nitrato de prata
num baldo de vidro escuro e fundo redondo. Evapora-se a agua contida no baldo. Ativa-se

durante 2h a 120°C e guarda-se a silica num frasco escuro.

2.3.5.3. Cromatografia flash

Este tipo de cromatografia foi realizado em colunas sob pressao usando como
adsorvente silica gel para cromatografia em flash Schalau G-60, 230-400 mesh (ref. Ge 0048).
A razao entre a substancia a cromatografar e o adsorvente foi de 1:100. As cromatografias
foram realizadas em colunas de vidro associadas a uma bomba de pressao. A coluna enchia-se
com um solvente convenientemente escolhido e usava-se a pressao para retirar todo o ar da
silica. Aplicava-se a amostra sobre a silica e a coluna era reenchida com o solvente escolhido

e eluida sob pressao, a uma velocidade de fluxo de = 5,0 cm/min.

2.3.5.4. Cromatografia em camada fina (c.c.f.)

As cromatografias em camada fina foram executadas em placas de silica gel DC -
Fertigfolien Alugram® Xtra Sil G/UV pré-preparadas em suporte de aluminio (Ref. 818.333). A
separacao dos compostos deu-se através de eluicao de diferentes solventes e misturas de
solventes.

As placas foram previamente analisadas por irradiacdo com luz U.V. de c.d.o. A = 366
nm, para visualizar as substancias fluorescentes. A sua revelacdo deu-se, na maioria dos
casos, através da pulverizacdo da placa com uma solucao de acido fosfomolibdico em etanol a

5%, seguida de aquecimento a 120°C durante alguns minutos.
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2.3.5.5. Cromatografia em camada fina com AgNO;

As cromatografias em camada fina - AgNO; foram também preparadas com placas de
silica gel DC - Fertigfolien Alugram® Xtra Sil G/UV (ref* 818.333) pré-preparadas em suporte
de aluminio, que foram impregnadas com uma solucdo de AgNO; a 10%. Estas placas foram
depois ativadas na estufa a 120°C durante alguns minutos, sendo depois reveladas da mesma

forma que as anteriores.

2.3.5.6. Reveladores utilizados

1. 5 g de acido fosfomolibdico eram dissolvidos em 100 ml de etanol e a solucao
colocada num pulverizador;

2. 30 ml de acido sulfurico dissolvidos em 70 ml de etanol e a solucao colocada num
pulverizador;

3. 3 g de vanilina dissolvidos em 100 ml de etanol e 1,5 ml de acido sulfurico e a

solucao colocada num pulverizador.

2.4. Fracionamento das diferentes fracées

2.4.1. Piliostigma thonningii

2.4.1.1. Fracionamento da fracao de hexano

Cromatografia Pi1

A fracao de hexano (2,6 g) foi cromatografada (tabela 2.3) numa coluna de silica gel e
eluido com hexano e misturas de hexano (Hex)/acetato de etilo (AcOEt) de polaridades
crescentes, acetato de etilo/metanol (95:5) e metanol (MeOH), tendo-se obtido os seguintes

resultados:

Tabela 2.3: Cromatografia Pi1 da P. thonningii.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 Hexano 210 12,28
2 Hex/AcOEt (98:2) 990 57,89 A;+mist
3 Hex/AcOEt (95:5) 30 1,75
4 Hex/AcOEt (9:1) 40 2,34
5 Hex/AcOEt (8:2) 100 5,85
6 Hex/AcOEt (7:3) 70 4,09
7 Hex/AcOEt (6:4) 80 4,68
8 AcOEt 60 3,51
9 AcOEt/ MeOH (95:5) 60 3,51
10 MeOH 70 4,09
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Cromatografia Pi2
A fracao 2 da cromatografia Pi1 (990 mg) foi recromatografada (tabela 2.4) em coluna
de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de polaridades

crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.4: Cromatografia Pi2 da P. thonningii.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1-5 Hexano 0 0
6 Hex/AcOEt (98:2) 409 44,85
7 “ 166 18,20
8 “ 68 7,46
9 “ 38 4,17
10-12 “ 122 13,38 A;+mist
13-15 “ 31 3,40
16 “ 3 0,32
17-18 “ 3 0,32
19-20 “ 0 0
21 Hex/AcOEt (95:5) 4 0,44
22-26 “ 19 2,08
27-30 “ 2 0,22
31-53 Varios 47 5,15

Cromatografia Pi3
As fracoes 10 a 12 da cromatografia Pi2 (122 mg) foram recromatografadas (tabela
2.5) em coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.5: Cromatografia Pi3 da P. thonningii.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1-22 Varios 40 33,90
23-24 Hex/AcOEt (99:1) 14 11,86
25 “ 8 6,78
26 “ 4 3,39
27-28 “ 21 17,8 A,
29-31 “ 11 9,32
32-63 Varios 20 16,95

2.4.1.2. Fracionamento da fracdo de cloroférmio

Cromatografia Pi4

A fracao de cloroformio (10 g) foi cromatografada (tabela 2.6) numa coluna de silica
gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de polaridades crescentes,
acetato de etilo/metanol (95:5), acetato de etilo/metanol (9:1) e metanol (MeOH), tendo-se

obtido os seguintes resultados:

36 Laura Isabel Nave Canelo



Material e métodos

Tabela 2.6: Cromatografia Pi4 da P. thonningii.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes

1 Hexano 10 0,14

2 Hex/AcOEt (9:1) 10 0,14

3 Hex/AcOEt (8:2) 30 0,42

4 Hex/AcOEt (7:3) 10 0,14

5 Hex/AcOEt (6:4) 10 0,14

6 AcOEt 520 7,21

7 AcOEt/ MeOH (95:5) 740 10,26 A,+mist

8 AcOEt/ MeOH (9:1) 1180 16,37

9 MeOH 4700 65,19

Cromatografia Pi5
A fracao 7 da cromatografia Pi5 (740 mg) foi recromatografada (tabela 2.7) em coluna
de silica gel e eluida com cloroformio e misturas de cloroformio (CHCl;)/metanol de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.7: Cromatografia Pi5 da P. thonningii.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1 Cloroformio 10 1,33
“ 20 2,67
3 “ 40 5,33

4-5 “ 170 22,67 Ay+mist

6-8 “ 30 4,00
9 CHCl;3/ MeOH (95:5) 20 2,67
10 “ 50 6,67
11 “ 30 4,00
12 “ 20 2,67
13 “ 70 9,33
14-15 “ 50 6,67
16 “ 20 2,67
17-18 Varios 40 5,33
19 CHCl3/ MeOH (9:1) 15 2,00
20-21 “ 10 1,33
22 “ 20 2,67
23 CHCl;3/ MeOH (8:2) 50 6,67
24 “ 15 2,00
25 “ 20 2,67
26 “ 20 2,67
27-33 Varios 30 4,00

Cromatografia Pi6
As fracdes 4 e 5 da cromatografia Pi5 (170 mg) foram recromatografadas (tabela 2.7)
em coluna de silica gel e eluida com tolueno e misturas de tolueno (Tol)/cloroféormio de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 2.7: Cromatografia Pi6 da P. thonningii.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-5 Tolueno 1 0,64
6 Tol/ CHCL; (95:5) 5 3,18
7-11 “ 10 6,37 A,
12-33 Varios 13 8,28
34-35 Tol/ CHCL; (6:4) 8 5,10
36-37 “ 13 8,28
38-45 “ 35 22,29
46-49 “ 12 7,64
50-52 “ 6 3,82
53-56 “ 6 3,82
57-64 Varios 11 7,01
65-67 Tol/ CHCl; (1:1) 7 4,46
68-74 Cloroférmio 10 6,37
75 Metanol 20 12,74

2.4.1.3. Fracionamento da fracao de acetato de etilo

Cromatografia Pi7
A fracao de acetato de etilo (12,40 g) foi cromatografada (tabela 2.9) numa coluna de
silica gel e eluido com cloroformio e misturas de cloroformio/metanol de polaridades

crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.9: Cromatografia Pi7 da P. thonningii.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 CHCl;/ MeOH (95:5) 990 13,75 Az +A +mist
2 CHCl3/ MeOH (9:1) 4050 56,25 As+mist
3 CHCl3/ MeOH (7:3) 1880 26,11
4 CHCl;3/ MeOH (1:1) 130 1,81
5 CHCl3/ MeOH (3:7) 60 0,83
6 CHCl;3/ MeOH (1:9) 50 0,69
7 MeOH 40 0,56

Cromatografia Pi8
A fracdo 1 da cromatografia Pi8 (990 mg) foi recromatografada (tabela 2.10) em coluna
de silica gel e eluida com cloroformio e misturas de cloroformio/metanol de polaridades

crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 2.10: Cromatografia Pi8 da P. thonningii.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-2 Cloroformio 10 1,31
3 “ 6 0,78
4-5 “ 11 1,44
6-7 “ 6 0,78
8 CHCl3/ MeOH (99:1) 4 0,52
9 “ 11 1,44
10 “ 17 2,22
11-12 “ 35 4,57
13-20 “ 94 12,27
21-23 “ 11 1,44
24-26 CHCl3/ MeOH (98:2) 18 2,35
27-30 “ 81 10,57
31-33 “ 89 11,62
34-36 “ 103 13,45 A;
37-44 “ 164 21,41
45 “ 81 10,57 Ay
46-76 Varios 25 3,26

Cromatografia Pi9
A fracao 2 da cromatografia Pi8 (4050 mg) foi recromatografada (tabela 2.11) em
coluna de silica gel e eluida com cloroférmio e misturas de cloroformio/metanol de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.11: Cromatografia Pi9 da P. thonningii.

Fracdo Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-22 Varios 21 0,71
23-27 CHCl3/ MeOH (95:5) 75 2,53
28-32 “ 84 2,83
33-36 “ 99 3,34
37-53 “ 836 28,20
54-57 “ 74 2,50 As
58-64 “ 65 2,19
65 “ 11 0,37
66-72 “ 71 2,39
73-76 “ 37 1,25
77-78 CHCl;3/ MeOH (9:1) 104 3,51
79-80 “ 248 8,36
81 “ 238 8,03
82-85 “ 467 15,75
86-90 “ 202 6,81
91-93 “ 44 1,48
94-122 Varios 289 9,75
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2.4.2. Croton gratissimus

2.4.2.1. Fracionamento da fracao de hexano

Cromatografia Cro1
A fracao de hexano (2,6 g) foi cromatografada (tabela 2.12) numa coluna de silica gel
e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de polaridades crescentes,

acetato de etilo/metanol (95:5) e (9:1) e metanol, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.12: Cromatografia Cro1 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1 Hexano 1160 11,63 B;+B,+B3+ mist
2 Hex/AcOEt (98:2) 4370 43,82 B4+B5+Bg+Bs+ mist
3 Hex/AcOEt (95:5) 818 8,20 Bg+Bg+B1o+ mist
4 Hex/AcOEt (9:1) 732 7,34 B4¢+mist
5 Hex/AcOEt (7:3) 1991 19,96 B{,+mist
6 Hex/AcOEt (1:1) 227 2,28
7 AcOEt 202 2,03
8 AcOEt/ MeOH (95:5) 213 2,14
9 AcOEt/ MeOH (9:1) 70 0,70
10 Metanol 190 1,91

Cromatografia Cro2
A fracdo 1 da cromatografia Cro1 (1160 mg) foi recromatografada (tabela 2.13) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.13: Cromatografia Cro2 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1 Hexano 308 26,57
2-9 “ 18 1,55
10-11 Hex/AcOEt (99:1) 12 1,04
12-16 Varios 101 8,71
17-19 Hex/AcOEt (98:2) 23 1,98
20-22 Hex/AcOEt (95:5) 8 0,69
23-34 Varios 25 2,16
35 Metanol 664 57,29 B+ B,+mist

Cromatografia Cro3
A fracao 35 da cromatografia Cro2 (664 mg) foi recromatografada (tabela 2.14) em
coluna de silica gel e eluida com cloroférmio e misturas de cloroformio/metanol de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 2.14: Cromatografia Cro3 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1 Cloroformio 488 67,78 B+ B,+mist
2 “ 75 10,42
3 “ 24 3,33
4-5 “ 29 4,03
6 “ 6 0,83
7 “ 5 0,69
8-9 “ 4 0,56
10 CHCl3/ MeOH (98:2) 6 0,83
11 “ 13 1,81
12-20 Varios 40 5,56
21-26 CHCl3/ MeOH (9:1) 15 2,08
27-36 Varios 15 2,08

Cromatografia Cro4
A fracao 1 da cromatografia Cro3 (488 mg) foi recromatografada (tabela 2.15) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.15: Cromatografia Cro4 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes

1-4 Hex/AcOEt (9:1) 34 8,83

5 “ 32 8,31 B,

6 “ 37 9,61

7 “ 53 13,77

8 Hex/AcOEt (8:2) 83 21,56 B,+mist

9 “ 38 9,87
10-15 “ 57 14,81 B;+mist
16-32 Varios 51 13,25

Cromatografia Cro5
A fracao 8 da cromatografia Cro4 (83 mg) foi recromatografada (tabela 2.16) em coluna
de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/cloroférmio de polaridades

crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.16: Cromatografia Cro5 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 Hex/ CHCl; (95:5) 0 0,00
2-3 “ 4 5,97
4-6 “ 4 5,97
7 Hex/ CHCl; (9:1) 6 8,96
8 “ 6 8,96
9 “ 5 7,46
10 “ 5 7,46
11 “ 2 2,99
12-16 “ 4 5,97 B,
17-27 Varios 31 46,27
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Cromatografia Cro6
A fracao 10 a 15 da cromatografia Cro4 (57 mg) foi recromatografada (tabela 2.17) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e de hexano/acetato de etilo de polaridades

crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.17: Cromatografia Croé da Croton gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1-5 Hex/AcOEt (9:1) 3 6,82
6-7 “ 0 0,00
8 Hex/AcOEt (8:2) 8 18,18 B;
9 “ 6 13,64
9-16 “ 5 11,36
17-29 Varios 22 50,00

Cromatografia Cro7
A fracdo 2 da cromatografia Cro1 (4370 mg) foi recromatografada (tabela 2.18) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.18: Cromatografia Cro7 da Croton gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 Hexano 94 2,16
2 “ 737 16,90
3 “ 606 13,90 B4+mist
4 “ 677 15,52
5 “ 533 12,22
6 “ 567 13,00 Bs+mist
7 “ 461 10,57
8-12 “ 644 14,77 B¢+B+mist
13-17 “ 32 0,73
18-26 Varios 10 0,23

Cromatografia Cro8
A fracao 3 da cromatografia Cro7 (606 mg) foi recromatografada (tabela 2.19) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.19: Cromatografia Cro8 da Croton gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-10 Hexano 12 2,15
11 Hex/AcOEt (99:1) 111 19,89
12 “ 99 17,74
13 “ 49 8,78
14-15 “ 60 10,75
16-18 “ 63 11,29 B,
19-26 Varios 127 22,76
27-40 “ 37 6,63
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Cromatografia Cro9
A fracao 6 da cromatografia Cro7 (567 mg) foi recromatografada (tabela 2.20) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.20: Cromatografia Cro9 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-9 Hexano 5 1,10
10 Hex/AcOEt (99:1) 135 29,67
11 “ 76 16,70
12-18 “ 147 32,31
19-36 Varios 76 16,70
37-38 Hex/AcOEt (8:2) 15 3,30 Bs
39-40 Varios 1 0,22

Cromatografia Cro10
A fracao 8 a 12 da cromatografia Cro7 (644 mg) foi recromatografada (tabela 2.21) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.21: Cromatografia Cro10 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-16 Varios 28 3,36
17 Hex/AcOEt (99:1) 8 0,96
18 “ 14 1,68
19-20 “ 26 3,12
21-23 Hex/AcOEt (98:2) 157 18,82
24-25 “ 103 12,35
26-30 “ 124 14,87 B;+mist
31-32 Hex/AcOEt (95:5) 111 13,31
33-35 “ 68 8,15
36-39 “ 30 3,60
40 Hex/AcOEt (9:1) 10 1,20
41 “ 27 3,24
42-46 “ 45 5,40 Be+mist
47-58 Varios 83 9,95

Cromatografia Cro11
A fracao 42 a 46 da cromatografia Cro10 (45 mg) foi recromatografada (tabela 2.22) em

coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.22: Cromatografia Cro11 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-16 Varios 0 0,00
17 Hex/AcOEt (9:1) 1 2,22
18 “ 5 11,11 B¢
19-26 “ 12 26,67
27-38 Varios 2 4,44
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Cromatografia Cro12

A fracao 26 a 30 da cromatografia Cro10 (124 mg) foi recromatografada (tabela 2.23)

em coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.23: Cromatografia Cro12 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-10 Varios 5 11,11
11 Hex/AcOEt (99:1) 12 26,67
12-14 “ 58 128,89 B;+mist
15 Hex/AcOEt (98:2) 17 37,78
16-36 Varios 14 31,11

Cromatografia Cro13

A fracao 12 a 14 da cromatografia Cro12 (58 mg) foi recromatografada (tabela 2.24) em

coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.24: Cromatografia Cro13 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-19 Varios 0 0,00
20-24 Hex/AcOEt (98:2) 1 2,22
25 Hex/AcOEt (95:5) 2 4,44
26 “ 6 13,33 B,
27-31 “ 5 11,11
32 Metanol 31 68,89

Cromatografia Cro14

A fracao 3 da cromatografia Cro1 (818 mg) foi recromatografada (tabela 2.25) em

coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

. Tabela 2.25: Cromatografia Cro14 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-12 Varios 3 0,34

13 Hex/AcOEt (99:1) 25 2,81

14-15 “ 251 28,20

16-17 “ 195 21,91 Bo+mist
18 “ 25 2,81

19-23 Hex/AcOEt (98:2) 245 27,53 Bg+Bgy+mist

24-27 Hex/AcOEt (95:5) 73 8,20

28-33 Varios 17 1,91

34-56 “ 56 6,29
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Cromatografia Cro15
A fracao 19 a 23 da cromatografia Cro14 (245 mg) foi recromatografada (tabela 2.26)
em coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.26: Cromatografia Cro15 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-21 Varios 0 0,00
22 Hex/AcOEt (95:5) 1 0,49
23 “ 17 8,29
24 “ 37 18,05
25-27 “ 105 51,22 Bg+Bg+mist
28-30 Hex/AcOEt (9:1) 28 13,66
31-46 Varios 17 8,29

Cromatografia Cro16
A fracao 25 a 27 da cromatografia Cro15 (105 mg) foi recromatografada (tabela 2.27)
em coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.27: Cromatografia Cro16 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1-26 Varios 17 16,50

27-32 Hex/AcOEt (98:2) 2 1,94

33-37 “ 3 2,91

38-42 “ 13 12,62 Bg

43-45 “ 10 9,71

46-52 “ 31 30,10 By

53-55 “ 4 3,88

56-80 Varios 23 22,33

Cromatografia Cro17
A fracao 16 a 17 da cromatografia Cro14 (195 mg) foi recromatografada (tabela 2.28)
em coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.28: Cromatografia Cro17 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-27 Varios 14 8,28
28 Hex/AcOEt (99:1) 29 17,16
29 “ 3 1,78
30-31 “ 10 5,92 B1o
33-35 “ 14 8,28
36-41 “ 28 16,57
42-45 Hex/AcOEt (98:2) 33 19,53
46-49 “ 23 13,61
50-82 Varios 15 8,88
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Cromatografia Cro18
A fracao 4 da cromatografia Cro1 (732 mg) foi recromatografada (tabela 2.29) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.29: Cromatografia Cro18 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1-13 Varios 62 8,66

14-15 Hex/AcOEt (95:5) 69 9,64

16-18 “ 84 11,73

19-22 “ 71 9,92 B;+mist
23-27 “ 52 7,26

28-30 Hex/AcOEt (9:1) 115 16,06

31-36 “ 61 8,52

37-43 Hex/AcOEt (8:2) 82 11,45

44-66 Varios 120 16,76

Cromatografia Cro19
A fracao 19 a 22 da cromatografia Cro18 (71 mg) foi recromatografada (tabela 2.30) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.30: Cromatografia Cro18 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-13 Hex/AcOEt (8:2) 4 8,00
14 “ 3 6,00
15-17 “ 17 34,00
18-20 “ 3 6,00
21-25 “ 9 18,00
26-30 “ 5 10,00
31-35 “ 2 4,00 B4
36-45 “ 4 8,00
46-69 Varios 3 6,00

Cromatografia Cro20
A fracdo 5 da cromatografia Cro1 (1991 mg) foi recromatografada (tabela 2.31) em
coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 2.31: Cromatografia Cro20 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-25 Varios 62 3,16
26 Hex/AcOEt (8:2) 78 3,97
27 “ 110 5,60
28 “ 101 5,14
29-30 “ 150 7,63 B,,+mist
31-32 “ 184 9,36
33-35 “ 257 13,08
36-39 “ 183 9,31
40-44 “ 177 9,01
45-51 Hex/AcOEt (7:3) 287 14,61
52-63 Varios 170 8,65
64-76 “ 65 3,31
77-90 “ 120 6,11
91-103 “ 21 1,07

Cromatografia Cro21
A fracao 29 a 30 da cromatografia Cro20 (150 mg) foi recromatografada (tabela 2.32)
em coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.32: Cromatografia Cro21 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgodes
1-12 Varios 1 0,96
13 Hex/AcOEt (9:1) 2 1,92
14-16 “ 11 10,58
17-19 “ 18 17,31 Bi,
20-27 “ 25 24,04
28-29 Hex/AcOEt (8:2) 11 10,58
30 “ 3 2,88
31-60 Varios 33 31,73

2.4.2.2. Fracionamento da fracdo de cloroférmio

Cromatografia Cro22

A fracao de cloroformio (10 g) foi cromatografada (tabela 2.33) numa coluna de silica
gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de polaridades crescentes,
acetato de etilo/metanol (95:5), acetato de etilo/metanol (9:1) e metanol, tendo-se obtido

os seguintes resultados:
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Tabela 2.33: Cromatografia Cro22 da C. gratissimus.
Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes

1 Hexano 0 0,00

2 Hex/AcOEt (9:1) 10 0,11

3 Hex/AcOEt (8:2) 120 1,29

4 Hex/AcOEt (7:3) 490 5,27 B43+mist
5 Hex/AcOEt (6:4) 300 3,23

6 AcOEt 1430 15,38

7 AcOEt/Met (95:5) 4130 44,41

8 AcOEt/Met (9:1) 670 7,20

9 MeOH 2150 23,12

Cromatografia Cro23

A fracdo 4 da cromatografia Cro22 (490 mg) foi recromatografada (tabela 2.34) em

coluna de silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.34: Cromatografia Cro23 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1-9 Hex/AcOEt (95:5) 5 1,07

10-12 “ 0,8 0,17 Bi;

13-24 Varios 14 2,99

25-28 Hex/AcOEt (8:2) 119 25,44

29-32 Varios 83 17,74

33-35 Hex/AcOEt (7:3) 66 14,11

36-51 Varios 72 15,39

52-65 “ 79 16,89

66-76 “ 29 6,20

2.4.2.3. Fracionamento da fracao de acetato de etilo

Cromatografia Cro24

A fracao de acetato de etilo (10 g) foi cromatografada (tabela 2.35) numa coluna de

silica gel e eluido com cloroformio e misturas de cloroformio/metanol de polaridades

crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.35: Cromatografia Cro24 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 Cloroformio 10 0,10
2 CHCl3/ MeOH (98:2) 0 0,00
3 CHCl;/ MeOH (9:1) 50 0,50
4 CHCl;3/ MeOH (7:3) 2040 20,54
5 CHCl3/ MeOH (1:1) 6000 60,42 B4+Bs+mist
6 Metanol 1830 18,43
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Cromatografia Cro25
A fracao 5 da cromatografia Cro24 (6000 mg) foi recromatografada (tabela 2.36) em
coluna de silica gel e eluida com cloroférmio e misturas de cloroformio/metanol de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.36: Cromatografia Cro25 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 CHCL3/ MeOH (7:3) 168 3,44
2 " 99 2,03
3 " 87 1,78
4 " 192 3,93
5-9 " 761 15,59
10-13 Varios 375 7,68
14-22 CHCL3/ MeOH (6:4) 318 6,52 B,4+mist
23 CHCl3/ MeOH (1:1) 29 0,59
24 " 156 3,20
25 " 309 6,33
26-36 " 2269 46,49 B,s+mist
37 Metanol 118 2,42

Cromatografia Cro26
A fracao 14 a 22 da cromatografia Cro25 (318 mg) foi recromatografada (tabela 2.37)
em coluna de silica gel e eluida com cloroférmio e misturas de cloroférmio/metanol de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.37: Cromatografia Cro25 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 CHCl;3/ MeOH (7:3) 90 40,72
2 " 27 12,22
3-4 " 25 11,31
5-7 " 30 13,57 Bi4
8-10 Varios 32 14,48
11-23 “ 16 7,24

Cromatografia Cro27
A fracao 26 a 36 da cromatografia Cro25 (2269 mg) foi recromatografada (tabela 2.38)
em coluna de silica gel e eluida com cloroférmio e misturas de cloroférmio/metanol de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.38: Cromatografia Cro27 da C. gratissimus.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 CHCl;/ MeOH (6:4) 165 24,89
2 " 85 12,82
3 " 36 5,43
4 " 71 10,71 Bys
5-6 " 199 30,02
7 " 38 5,73
8-10 " 33 4,98
11-23 Varios 36 5,43
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2.4.3. Peltophorum africanum
2.4.3.1. Fracionamento da fracao de hexano
Cromatografia Pel1
A fracao de hexano (4,9 g) foi cromatografada (tabela 2.39) numa coluna de silica gel
e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de polaridades crescentes,

acetato de etilo/metanol (95:5) e metanol, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.39: Cromatografia Pel1 da P. africanum.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 Hexano 430 11,68
2 Hex/AcOEt (98:2) 490 13,32
3 Hex/AcOEt (95:5) 350 9,51 Ci+mist
4 Hex/AcOEt (9:1) 790 21,47
5 Hex/AcOEt (8:2) 320 8,70
6 Hex/AcOEt (7:3) 160 4,35
7 Hex/AcOEt (6:4) 300 8,15
8 AcOEt 170 4,62
9 AcOEt/ MeOH (95:5) 110 2,99
10 MeOH 560 15,22

Cromatografia Pel2
A fracao 3 da cromatografia Pel1 (350 mg) foi recromatografada (tabela 2.40) numa
coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.40: Cromatografia Pel2 da P. africanum.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-5 Hexano 2 0,58
6-7 Hex/AcOEt (99:1) 132 38,04 C,+mist
8-10 " 127 36,60
11-17 Vérios 45 12,97
18-19 Hex/AcOEt (98:2) 4 1,15
22-29 Varios 4 1,15
30-33 “ 4 1,15
34-38 “ 17 4,90
39 Metanol 12 3,46

Cromatografia Pel3
A fracdo 6 a 7 da cromatografia Pel2 (132 mg) foi recromatografada (tabela 2.41) numa
coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 2.41: Cromatografia Pel3 da P. africanum.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-11 Hexano 7 7,53
12 Hex/AcOEt (99:1) 2 2,15
13-18 " 65 69,89 C+mist
19-32 Varios 19 20,43

Cromatografia Pel4
A fracao 13 a 18 da cromatografia Pel3 (65 mg) foi recromatografada (tabela 2.42)
numa coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.42: Cromatografia Pel4 da P. africanum.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-18 Varios 1 2,86

19-20 Hex/AcOEt (98:2) 7 20,00
21 " 4 11,43

22-24 15 42,86 (o

25-26 4 11,43

27-30 Hex/AcOEt (95:5) 3 8,57

31-32 Varios 1 2,86

2.4.3.2. Fracionamento da fracdo de cloroformio

Cromatografia Pel5

A fracao de cloroformio (10 g) foi cromatografada (tabela 2.43) numa coluna de silica
gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de polaridades crescentes,
acetato de etilo/metanol (95:5), acetato de etilo/metanol (9:1) e metanol, tendo-se obtido

os seguintes resultados:

Tabela 2.43: Cromatografia Pel5 da P. africanum.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes

1 Hexano 10 0,42

2 Hex/AcOEt (9:1) 10 0,42

3 Hex/AcOEt (8:2) 0 0,00

4 Hex/AcOEt (7:3) 30 1,27

5 Hex/AcOEt (6:4) 20 0,84

6 AcOEt 50 2,11

7 AcOEt/Met (95:5) 270 11,39

8 AcOEt/Met (9:1) 400 16,88 C,+mist

9 MeOH 1580 66,67

Cromatografia Pel6
A fracao 8 da cromatografia Pel5 (400 mg) foi recromatografada (tabela 2.44) em
coluna de silica gel e eluida com cloroférmio e misturas de cloroformio/metanol de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Laura Isabel Nave Canelo 51



Material e métodos

Tabela 2.44: Cromatografia Pel6 da P. africanum.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 CHCl3/ MeOH (98:2) 7 1,88
2 " 32 8,60
3 " 7 1,88
4 " 9 2,42
5-6 " 16 4,30
7 CHCl3/ MeOH (95:5) 13 3,49
8-9 " 76 20,43
10 " 64 17,20
11-12 " 24 6,45 C,;
13 CHCl3/ MeOH (9:1) 13 3,49
14-16 " 24 6,45
17-18 " 24 6,45
19-20 CHCl3/ MeOH (8:2) 25 6,72
21-25 Varios 38 10,22

2.4.3.3. Fracionamento da fracao de acetato de etilo

Cromatografia Pel7
A fracao de acetato de etilo (10 g) foi cromatografada (tabela 2.45) numa coluna de
silica gel e eluido com cloroformio e misturas de cloroformio/metanol de polaridades

crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.45: Cromatografia Pel7 da P. africanum.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 CHCl3/ MeOH (95:5) 570 5,72
2 CHCL3/ MeOH (9:1) 680 6,83
3 CHCl3/ MeOH (7:3) 1390 13,96
4 CHCl;3/ MeOH (1:1) 2050 20,58
5 CHCl;/ MeOH (3:7) 830 8,33
6 CHCl;/ MeOH (1:9) 4230 42,47
7 Metanol 210 2,11

Na fracao de acetato de etilo ndao foram encontrados compostos puros, mas fez-se o

estudo de todas as fracoes apresentadas na cromatografia Pel7.

2.4.4. Gymnosporia senegalensis

2.4.4.1. Fracionamento do extrato de metanol

Cromatografia Gym1

O extrato de metanol (10 g) foi cromatografado (tabela 2.46) numa coluna de silica
gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de polaridades crescentes,
acetato de etilo/metanol (9:1), acetato de etilo/metanol (1:1) e metanol, tendo-se obtido os

seguintes resultados:
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Tabela 2.46: Cromatografia Gym1 da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacoes
1 Hex/AcOEt (95:5) 430 5,19
2 Hex/AcOEt (8:2) 650 7,84 D{+D,+mist
3 Hex/AcOEt (1:1) 550 6,63 D3+D4+mist
4 AcOEt 100 1,21
5 AcOEt/ MeOH (9:1) 280 3,38
6 AcOEt/ MeOH (1:1) 6100 73,58
7 MeOH 180 2,17

Cromatografia Gym2
A fracao 2 da cromatografia Gym1 (650 mg) foi recromatografada (tabela 2.47) numa
coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.47: Cromatografia Gym2 da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-2 Hex/AcOEt (95:5) 12 2,11
3-4 " 68 11,95
5 " 24 4,22
6-9 " 99 17,40 D;+mist
10 " 36 6,33
11-14 Hex/AcOEt (9:1) 232 40,77 D,+mist
15-21 " 77 13,53
22-23 Hex/AcOEt (8:2) 14 2,46
24-30 Varios 7 1,23

Cromatografia Gym3
A fracao 6 a 9 da cromatografia Gym2 (99 mg) foi recromatografada (tabela 2.48) numa
coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.48: Cromatografia Gym3 da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1-13 Varios 13 13,83

14-21 Hex/AcOEt (98:2) 4 4,26

22-23 Hex/AcOEt (95:5) 13 13,83
24 " 10 10,64

25-28 " 49 52,13 D,
29 Metanol 5 5,32

Cromatografia Gym4
A fracdo 11 a 14 da cromatografia Gym2 (232 mg) foi recromatografada (tabela 2.49)
numa coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 2.49: Cromatografia Gym4 da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1 Hex/AcOEt (98:2) 8 5,97
2-7 " 4 2,99
8-9 2 1,49
10-13 Hex/AcOEt (95:5) 4 2,99
14-16 " 4 2,99
17-19 Hex/AcOEt (9:1) 36 26,87
20-22 " 55 41,04 D,+mist
23-27 Varios 21 15,67

Cromatografia Gym5
A fracao 20 a 22 da cromatografia Gym4 (55 mg) foi recromatografada (tabela 2.50)
numa coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.50: Cromatografia Gym5 da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-19 Varios 7 14,00
20 Hex/AcOEt (9:1) 8 16,00 D,
21 " 8 16,00
22-23 " 11 22,00
24-26 Varios 16 32,00

Cromatografia Gymé
A fracao 3 da cromatografia Gym1 (550 mg) foi recromatografada (tabela 2.51) numa
coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.51: Cromatografia Gymé da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1 Hex/AcOEt (7:3) 10 1,91
2-3 " 217 41,41 D+mist
4 " 64 12,21 D;+mist
5-8 " 89 16,98
9-14 Hex/AcOEt (6:4) 56 10,69
15-20 " 71 13,55
21-26 Varios 17 3,24

Cromatografia Gym7
A fracao 4 da cromatografia Gymé (64 mg) foi recromatografada (tabela 2.52) numa
coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:
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Tabela 2.52: Cromatografia Gym7 da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1-14 Varios 1 2,63

15-16 Hex/AcOEt (8:2) 13 34,21 D3
17-19 " 8 21,05

20-22 Hex/AcOEt (7:3) 6 15,79

23-24 " 5 13,16

25-29 Varios 5 13,16

Cromatografia Gym8
A fracao 2 a 3 da cromatografia Gymé (217 mg) foi recromatografada (tabela 2.53)
numa coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.53: Cromatografia Gym8 da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observagoes
1 Hex/AcOEt (9:1) 1 0,51
2-9 Varios 13 6,60
10-13 Hex/AcOEt (8:2) 139 70,56 D,+mist
14-21 Varios 44 22,34

Cromatografia Gym9
A fracao 10 a 13 da cromatografia Gym8 (139 mg) foi recromatografada (tabela 2.54)
numa coluna de silica gel e eluido com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridades crescentes, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 2.54: Cromatografia Gym9 da G. senegalensis.

Fracao Eluente Peso (mg) % Observacgoes
1 Hex/AcOEt (9:1) 7 5,34
2-3 " 3 2,29 D,
4-6 " 3 2,29
7-11 Varios 10 7,63
12-13 Hex/AcOEt (8:2) 72 54,96
14-16 " 28 21,37
17-22 Varios 8 6,11

2.5. Caraterizacao fisica e espetroscépica dos compostos

2.5.1. Piliostigma thonningii
2.5.1.1. Caraterizacao dos compostos da fracao de hexano
A1 - B-Sitosterol

Da fracado 27 a 28 da cromatografia Pi3, foram isolados 21 mg de um dleo incolor (A1)

com as seguintes propriedades:

Laura Isabel Nave Canelo 55



Material e métodos

Espetro de IV, v,{f;xme cm™: 3418, 3029, 2929, 2854, 1709, 1514, 1464, 1382, 1333, 1216, 1108,
1047, 1022, 959, 929, 757, 668.

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCls), 3 ppm: 5,33 (1H, dt, J = 5,4 Hz; J = 2,0 Hz; H-6), 3,51 (1H,
tdd, J = 11,0 Hz; J = 5,3; J = 4,0 Hz, H-3), 0,99 (3H, s, Me-19), 0,82 (1H, d, J = 7,2 Hz, Me-

26), 0,80 (1H, d, J = 7,0 Hz, Me-27), 0,66 (3H, s, Me-18).

Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.1.

2.5.1.2. Caraterizacao dos compostos da fracao de cloroférmio
A2 - Acido benzéico

Da fracdo 7 a 11 da cromatografia Pi6, foram isolados 10 mg de um 6leo incolor (A2)

com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v,{f;xme cm™: 3584, 2924, 2360, 2342, 1709, 1687, 1601, 1584, 1454, 1426, 1326,
1292, 1180, 934, 707, 668.

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.2.

Espetro RMN C (100,6 MHz, CDCl;), 6 ppm: Tabela 3.2.

2.5.1.3. Caraterizacao dos compostos da fracao de acetato de etilo
A3 - Acido 3-0-B-D-fucopiranosilquinévico

Da fracao 34 a 36 da cromatografia Pi8, foram isolados 103 mg de um sélido amorfo

amarelo (A3) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v,{fa,l;"e cm™: 3878, 3868, 3851, 3830, 3814, 3756, 3748, 3742, 3654, 3627, 3585,
3418, 2359, 2097, 1660, 1651, 1633, 1557, 1538, 1455, 1385, 1284, 1069.

Espetro RMN 'H (600 MHz, CD,0D), & ppm: Tabela 3.3.

Espetro RMN "C (150,9 MHz, CD;0D), & ppm: Tabela 3.3.
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A4 - Acido 3-0-a-L-ramnopiranosilquinévico

Da fracao 45 da cromatografia Pi8, foram isolados 81 mg de um sélido amorfo amarelo

(A4) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v,ﬁf;"e cm’™: 3417, 2927, 2231, 1643, 1693, 1452, 1386, 1225, 1054, 672.
Espetro RMN 'H (600 MHz CD;0D), & ppm: Tabela 3.4.

Espetro RMN '3C (150,9 MHz, CD,0D), & ppm: Tabela 3.4.

A5 - Vincosamida

Da fracado 54 a 57 da cromatografia Pi9, foram isolados 74 mg de um sélido amorfo

amarelo (A5) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/ ™ cm™': 3363, 2926, 2360, 2342, 1652, 1586, 1515, 1450, 1304, 1277, 1074,
895, 829, 746, 668.

Espetro RMN 'H (600 MHz, CD;0D), & ppm: Tabela 3.5.

Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CD,0D), & ppm: Tabela 3.5.

2.5.2. Croton gratissimus

2.5.2.1. Caraterizacao dos compostos da fracao de hexano
B1 - Oxido de cariofileno

Da fracdo 5 da cromatografia Cro4, foram isolados 32 mg de um dleo incolor (B1) com

as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v,{f;;"e cm™: 3735, 3420, 3069, 2930, 2862, 2360, 2342, 1678, 1632, 1455, 1385,
1368, 1281, 1260, 1166, 1121, 1065, 1121, 1065, 1021, 998, 962, 938, 890, 863, 823, 761,
687, 668, 642.

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.6.

Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.6.
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B2a e B2b - 756-Metoxiopposit-4(15)-en-1B-ol e 6a-Metoxieudesm-4(15)-en-18-ol

Da fracdo 12 a 16 da cromatografia Cro5, foram isolados 4 mg de um éleo incolor (B2)

com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v,ﬁf;"e cm’': 3435, 2934, 2870, 1713, 1651, 1463, 1384, 1180, 1093, 1019, 889.
Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.7a e 3.7b.

Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.7a e 3.7b.

B3 - 1B-Metoxicariolan-98-ol

Da fracao 10 a 15 da cromatografia Cro4, foram isolados 8 mg de um 6leo incolor (B3)

com as seguintes propriedades:
[a]?) =+ 25,0° (CHCls, c = 0,08)

Espetro de IV, v/ cm'": 3419, 2955, 2870, 1713, 1685, 1464, 1367, 1252, 1215, 1173, 1093,

max

1078, 1015, 963, 915, 830, 755.
Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.9.
Espetro RMN 3C (100,6 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.9.

HR-micOTOF-MS m/z: ido-pseudomolecular a 221,18961 ([M - OCHs]", CysHys0, calc.
221,18999).

B4 - Acido ent-Kaur-16-en-19-6ico

Da fracdo 16 a 18 da cromatografia Cro8, foram isolados 63 mg de um o6leo incolor

(B4) com as seguintes propriedades:
[a]} = - 81,1° (CHCL;, ¢ = 0,074)

Espetro de IV, v/ cm™: 3584, 3545, 3086, 2926, 2556, 2853, 2349, 2283, 1692, 1657, 1469,

max

1367, 1368, 1325, 1263, 1209, 1193, 1179, 1155, 1088, 1023, 955, 873, 798, 758.
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Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCL;), & ppm: 4,79 (sl, 1H), 4,73 (s, 1H), 1,23 (s, 3H), 0,94 (s,
3H).

Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.10.
B5 - Acido cis-6zico

Da fracdo 37 a 38 da cromatografia Cro9, foram isolados 15 mg de um o6leo incolor

(B5) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, ug’;xme cm™: 3549, 3416, 2929, 2650, 2360, 1702, 1643, 1459, 1387, 1238, 753.
Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.11.

Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.11.

B6 - Espatulenol

Da fracao 8 da cromatografia Cro8, foram isolados 5 mg de um éleo incolor (B6) com

as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/%™ cm™': 3408, 2925, 2855, 2349, 1723, 1634, 1455, 1376, 1248, 1154, 1096,
915, 889, 672.

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.12.
Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.12.
B7 - Lupeol

Da fracdo 26 da cromatografia Cro13, foram isolados 6 mg de um o6leo incolor (B7)

com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/ cm™': 3584, 3404, 3076, 2929, 2856, 1713, 1641, 1455, 1381, 1215, 1106,

max

1043, 1014, 984, 883, 757.
Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.13.

Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.13.
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B8 - Germacra-4(15),5,10(14)-trien-18-ol

Da fracao 38 a 42 da cromatografia Cro16, foram isolados 13 mg de um 6leo incolor

(B8) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/ cm'": 3412, 2960, 2870, 2360, 2342, 1717, 1464, 1385, 1262, 1216, 1175,

max

1038, 887, 802, 758, 668.

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.14.
Espetro RMN "C (100,6 MHz, CDCl;), 6 ppm: Tabela 3.14.
B9 - B-Sitosterol

Da fracdo 46 a 52 da cromatografia Cro16, foram isolados 31 mg de um o6leo incolor

(B9) com propriedades iguais as do composto A1.
B10 - ent-Kaur-16-en-19-ol

Da fracao 30 a 31 da cromatografia Cro17, foram isolados 10 mg de um éleo incolor

(B10) com as seguintes propriedades:
[al}y = -31,3° (CHCL;, c = 0,064)

Espetro de IV, v/™ cm': 3584, 3373, 3065, 2922, 2360, 2342, 1723, 1658, 1445, 1367, 1023,
878, 668.

Espetro RMN "H (400 MHz, CDCL;), 3 ppm: 4,78 (sl, 1H), 4,72 (sl, 1H), 3,73 (d, 1H), 3,44 (dd,
2H), 1,00 (s, 3H), 0,95 (s, 3H).

Espetro RMN "3C (100,6 MHz, CDCl;), 6 ppm: Tabela 3.15.
B11 - 76-Metoxiopposit-4(15)-en-1B8-ol

Da fracao 31 a 35 da cromatografia Cro19, foram isolados 2 mg de um 6leo incolor

(B11) com as seguintes propriedades:

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.16.
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Espetro RMN "3C (100,6 MHz, CDCl;), 6 ppm: Tabela 3.16.

B12 - Acido 15-metoxi-neo-clerodan-3,13-dien-15,16-olida-18-6ico

Da fracdo 17 a 19 da cromatografia Cro21, foram isolados 18 mg de um oéleo incolor

(B12) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/ ™ cm™': 3586, 2919, 2500, 2360, 2342, 1770, 1686, 1636, 1455, 1367, 1214,
1078, 1023, 937, 756, 668.

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.17.

Espetro RMN 3C (100,6 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.17.

2.5.2.2. Caraterizacdo dos compostos da fracdo de cloroformio
B13 - 6a-Metoxieudesm-4(15)-en-18-ol

Da fracdo 10 a 11 da cromatografia Cro23, foram isolados 0,8 mg de um o6leo incolor

(B13) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/%™ cm™': 3433, 3428, 2850, 1770, 1721, 1651, 1463, 1380, 1367, 1277, 1195,
1126, 1091, 1018, 890, 757.

Espetro RMN 'H (600 MHz, CDCl;),  ppm: Tabela 3.18.

Espetro RMN '3C (150,9 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.18.

2.5.2.3. Caraterizacao dos compostos da fracao de acetato de etilo
B14 - Sacarose

Da fracdo 5 a 7 da cromatografia Cro26, foram isolados 30 mg de um sélido amorfo

(B14) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/™ cm™: 3287, 2930, 1651, 1263, 1104, 1042, 988, 924, 831.

Espetro RMN 'H (400 MHz, CD;0D), & ppm: Tabela 3.19.
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Espetro RMN "3C (100,6 MHz, CD;0D), & ppm: Tabela 3.19.

B15 - trans-4-Hidroxi-N-metilprolina

Da fracdo 26 a 36 da cromatografia Cro27, foram isolados 71 mg de um o6leo incolor

(B15) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/%™ cm'": 3404, 2360, 1625, 1404, 1073.
Espetro RMN 'H (400 MHz, CD,0D), 6 ppm: Tabela 3.20.

Espetro RMN "3C (100,6 MHz, CD;0D), & ppm: Tabela 3.20.

2.5.3. Peltophorum africanum

2.5.3.1. Caraterizacao dos compostos da fracao de hexano
C1 - Lupeol
Da fracdo 22 a 24 da cromatografia Pel4, foram isolados 15 mg de um o6leo incolor
(C1) com propriedades iguais as do composto B7.
2.5.3.2. Caraterizacdo dos compostos da fracdo de cloroformio
C2 - Mallanésido A

Da fracdo 11 a 12 da cromatografia Pel6, foram isolados 24 mg de um o6leo incolor

(C2) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/"™ cm™": 3385, 2919, 2361, 2341, 1698, 1608, 1508, 1461, 1421, 1372, 1347,

max

1332, 1267, 1233, 1124, 1089, 1070, 1026, 991, 963, 858, 817, 765, 723, 668, 649, 619, 613.
Espetro RMN 'H (400 MHz, CD,0D), 6 ppm: Tabela 3.21.

Espetro RMN "3C (100,6 MHz, CD;0D), & ppm: Tabela 3.21.
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2.5.4. Gymnosporia senegalensis

2.5.4.1. Caraterizacao dos compostos do extrato de metanol
D1 - B-Sitosterol

Da fracdo 25 a 28 da cromatografia Gym33, foram isolados 49 mg de um éleo incolor

(D1) com propriedades iguais as do composto A1.
D2 - 3B-Hidroxi-30-nor-lup-20-ona

Da fracao 20 da cromatografia Gym5, foram isolados 8 mg de um dleo incolor (D2)

com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v,{f;;"e cm™: 3459, 2930, 2861, 1704, 1456, 1382, 1241, 1215, 1165, 1032, 1009,
756, 666.

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.22.
Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.22.
D3 - 3-epi-Gloquidiol

Da fracao 15 a 16 da cromatografia Gym7, foram isolados 8 mg de um 6leo incolor

(D3) com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/ cm™': 3584, 3384, 2927, 2360, 1713, 1456, 1380, 1040, 756.
Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.23.

Espetro RMN "3C (100,6 MHz, CDCl;), 6 ppm: Tabela 3.23.

D4 - 3B-Hidroxilup-20(29)-en-30-al

Da fracao 2 a 3 da cromatografia Gym9, foram isolados 3 mg de um 6leo incolor (D4)

com as seguintes propriedades:

Espetro de IV, v/ cm™': 3584, 3418, 2928, 2856, 1723, 1456, 1381, 1272, 1042, 757.

max

Espetro RMN 'H (400 MHz, CDCl;), & ppm: Tabela 3.24.
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Espetro RMN '3C (100,6 MHz, CDCL;), & ppm: Tabela 3.24.
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Capitulo 3 - Resultados e discussao

3.1. Caraterizacao dos compostos isolados da Piliostigma

thonningii

Nesta parte do trabalho serao discutidos os compostos isolados (A) das cromatografias
(Pi) encontrados na raiz da Piliostigma thonningii cuja origem e método de isolamento se

encontra descrito anteriormente.
3.1.1. Compostos isolados na fracao de hexano
3.1.1.1. A1 - B-Sitosterol

Este composto foi obtido da fracdo 27 a 28 da cromatografia Pi3, sendo um oleo
incolor. No espectro de IV observam-se absorcoes caracteristicas do grupo hidrdxilo a 3418
cm™, da ligacdo =CH a 3029 cm™, da ligacdo C=C a 1709 cm™ e de metilos a 1382 cm™.

0 espetro de RMN de 'H demonstra um duplo tripleto a 6 5,33 ppm (J = 5,4; 2,0 Hz; H-
6) carateristico de um protao olefinico e a 6 3,51 ppm (J = 11,0; 5,3; 4,0 Hz) um triplo duplo
dupleto correspondente ao protao geminal a um grupo hidroxilo carateristico de um nicleo
esteroide (Rajput e Rajput, 2012) encontrando-se ligado ao C-3. Observou-se o aparecimento
de dois singuletos a 6 0,99 e 0,66 ppm que correspondem aos metilos 19 e 18,
respetivamente. Os restantes grupos metilo 21, 26, 27 e 29 encontram-se na cadeia lateral,
sendo dois pertencentes a um grupo isopropilo (dupletos a 6 0,82 e 0,80 ppm; J = 7,2; 7,0 Hz,

respetivamente, Me-26 e 27).

Tabela 3.1: Distribuicio dos carbonos de A1 no espetro de RMN de *C.

CH; (ppm) CH, (ppm) CH (ppm) C (ppm)
11,8 21,1 29,1 36,6
12,0 23,0 31,9 42,3
18,8 24,3 36,2 140,7
19,0 26,1 45,8
19,4 28,2 50,1
19,8 29,7 56,0

31,6 56,8
31,9 71,8
33,9 121,7
37,3
39,8
42,2

O espetro de RMN de "C (tabela 3.1) apresenta vinte e nove atomos de carbono dos

quais seis metilos, onze metilenos, nove metinos (um olefinico e outro ligado ao hidroxilo) e
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trés carbonos quaternarios (um olefinico) com desvios quimicos a 6 140,7 ppm; 42,3 e 36,6
ppm dos C-5, C-13 e C-10 e ainda a 6 121,7 ppm um metino olefinico. A 6 71,8 ppm encontra-
se um sinal de um metino bastante desblindado devido a presenca de um grupo hidroxilo
sobre este carbono. Pelo espetro de correlacao direta C-H (HSQC) verifica-se a correlacao
entre o sinal de protdo a 3,51 ppm e o sinal de "*C a 71,8 ppm em relacéo ao C-3 e entre 5,35
ppm e o sinal a 121,7 ppm em relacao ao carbono C-6.

A identificacao deste composto foi baseada nos seus dados espetrais em comparacao
com a literatura (Rajput e Rajput, 2012), sendo o composto identificado como B-sitosterol
(figura 3.1).

Figura 3.1: Estrutura do B-sitosterol.

Este composto € dos mais isolados em plantas e, apesar de nao haver referéncias de
que tenha sido encontrado na P. thonningii foi encontrado no género Bauhinia, da qual
Piliostigma é sinénimo, por exemplo, Ragasa et al., (2004) isolaram o B-sitosterol das folhas

da Bauhinia purpurea.

3.1.2. Compostos isolados na fracao de cloroformio
3.1.2.1. A2 - Acido benzébico

Este composto foi obtido da fracdo 7 a 11 da cromatografia Pi6, sendo um solido
amorfo branco. No espectro de IV observam-se absorcoes caracteristicas do grupo hidroxilo de
acidos carboxilicos a 3584 cm™, da ligacdo =CH de aromaticos a 2924 cm, da ligacdo C=0 a
1687 cm™.

0 espetro de RMN de "H revelou um triplo tripleto a 6 7,61 ppm (J = 7,4; 1,4 Hz; H-5)
e dois multipletos a & 8,13 e 7,48 ppm correspondentes aos protdes H-3, H-7 e H-4, H-6,
respetivamente. O espetro de RMN de *C (tabela 3.2) associado ao espetro DEPT apresentou
cinco sinais correspondentes a sete carbonos, dois quaternarios a d 172,1 ppm e & 129,3 ppm,

correspondentes aos carbonos C-1 e C-2, respetivamente e trés sinais de cinco metinos em
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que o sinal a 0 130,2 ppm corresponde aos C-3 e C-7, a 0 128,5 ppm um sinal de C-4 e C-6 e
finalmente a & 133,8 ppm o metino de C-5. Com base nos dados dos espetros de 'H e "*C
comparados com os dados bibliograficos (Pretsch et al., 1998) concluiu-se que o composto era

o acido benzdico (figura 3.2).

Tabela 3.2: Distribuicdo dos carbonos de A2 no espetro de RMN '*C.

Posicao (C) 6 C (ppm) Tipode C 0 H (ppm) (Jyy in HZ)

1 172,1 C
2 129,3 C
3 130,2 CH 8,13 (m)
4 128,5 CH 7,48 (m)
5 133,8 CH 7,61 (tt, J = 7,4; 1,4)
6 128,5 CH 7,48 (m)
7 130,2 CH 8,13 (m)

4 3 O

2 1
] Y,
6 7 OH

Figura 3.2: Estrutura do acido benzoico.

0 acido benzodico nao foi, até a data isolado no género Bauhinia, uma vez que nao ha

referéncias que este composto esteja presente no género Bauhinia.

3.1.3. Compostos isolados na fracao de acetato de etilo

3.1.3.1. A3 - Acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico

Este composto foi obtido da fracdo 34-36 da cromatografia Pi8, sendo um solido
amorfo amarelo. No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas do grupo hidroxilo e
de grupo hidroxilo de acidos carboxilicos a 3418 cm, da ligacdo C=0 de acidos carboxilicos a
1659 cm™.

O espetro de RMN de 'H (tabela 3.3) apresentou seis sinais de grupos metilicos, dos
quais quatro singuletos a 6 0,99 ppm; 0,94 ppm; 0,86 e 0,80 ppm correspondentes aos protoes
dos metilos 23, 25, 26 e 24, respetivamente, Observou-se-se, ainda, dois metilos dupletos: a
6 0,89 ppm (J = 6,8 Hz) correspondente ao metilo 30 e d 0,87 ppm (J = 6,2 Hz) atribuivel ao
metilo 29. Este padrao de metilos, quatro singuletos e dois dupletos, aponta para uma
estrutura do tipo ursano (Monte et al., 2001). A presenca de um multipleto a 6 5,58 ppm (H-
12) correspondente a um hidrogénio olefinico e um duplo dupleto a & 3,07 ppm (J = 11,2; 4,0

Hz; H-3) correspondente ao hidrogénio geminal a um grupo oxigenado reforca mais uma vez a
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presenca de um esqueleto ursano (Monte et al., 2001). Os sinais multipletos a & 3,57; 3,55;

3,42 ppm corespondem aos protées H-5’,H-4’ H-3’ e H-2’ e os dupletos a & 4,20 ppm (J = 7,8

Hz) e 1,22 ppm (J = 6,0 Hz) apontam para a existéncia de um substituinte monossacarido.

Tabela 3.3: Dados de RMN "H, 3C e correlacées de HMBC do composto A3.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C O H (ppm) (Jyu in HZ) HMBC

1 40,0 CH, 1,66 (m) 5, 25

2 27,1 CH, 1,87 (m) 1,4, 10

3 90,6 CH 3,07 (dd, J = 11,2; 4,0) 4,23,24, 1’

4 40,1 C - -

5 57,0 CH 0,72 (dl, J = 11,2) 3,4,6,9, 10, 23, 24, 25

6 19,3 CH, 1,31 (m) 10
1,51 (m)

7 38,1 CH, 0,98 (m) 5,8, 26
1,18 (m)

8 40,7 C - -

9 48,0 CH 2,19 (m) 5,10, 11, 12, 14

10 37,9 C -

11 23,9 CH, 1,86 (m) 8,9,12,13
1,94 (t, J = 4,5)

12 130,5 CH 5,58 (m) 9, 14

13 133,8 C -

14 57,3 C -

15 26,5 CH 1,63 (m) 8, 14

16 25,7 CH, 1,71 (m) 13, 14, 15, 28
2,01 (m)

17 49,5 C - -

18 55,5 CH 2,22 (m) 12, 13, 14, 19, 20, 28, 29

19 40,4 CH 0,90 (m) -

20 38,3 CH 0,88 (m) -

21 31,3 CH, 1,24 (m) 17, 20, 22
1,42 (m)

22 37,6 CH, 1,61 (m) 17, 28

23 28,6 CHs 0,99 (s) 3,4,5,24

24 17,1 CHs 0,80 (s) 3,4,5,23

25 16,9 CH; 0,94 (s) 5,9,10

26 19,1 CHs 0,86 (s) 8,9, 14

27 179,1 C -

28 181,6 C

29 18,2 CHs 0,87 (d, J = 6,2) 18

30 21,6 CH; 0,89 (d, J = 6,8) 19, 20, 21

1’ 107,1 CH 4,20 (d, J =7,8) 3,2,5

2’ 75,3 CH 3,42 (m) 17,3, 4

3 72,9 CH 3,42 (m) 1,2’

4’ 73,1 CH 3,55 (m) 2’

5’ 71,6 CH 3,57 (m) 1°,3,4,6’

6’ 17,0 CH, 1,22 (d, J = 6,0) 4’5

0 espetro de RMN de 3C (tabela 3.3) associado ao espetro DEPT apresentou trinta e

seis atomos de carbono, sendo, cinco metilos (um pertencente ao monossacarido), oito

metilenos, doze metinos (cinco do monossacarido) e oito quaternarios indicando, assim, a

presenca de um triterpeno funcionalizado. Os sinais observados a & 181,6 e 179,1 ppm

correspondentes a grupos carbonilo (C-28 e C-27, respetivamente) e os observados a & 133,8

(C-13) e 130,5 ppm (C-12) correspondentes aos carbonos olefinicos em conjunto com os seis

68

Laura Isabel Nave Canelo



Resultados e discussio

sinais referentes a carbonos metilicos a 6 28,6 (C-23); 21,6 (C-30); 19,1 (C-26); 18,2 (C-29);
17,1 (C-24); 16,9 ppm (C-25) sdo similares ao padrdao encontrado no triterpeno acido
quindvico (Kitajima et al., 2004). O carbono C-3 apresenta um sinal a & 90,6 ppm, a
desblindagem deste sinal sugere um ambiente altamente eletronegativo no atomo de carbono
devido a ligacdo direta a um atomo de oxigénio provavelmente de um monossacarido. Os
sinais que podem ser observados a o 107,1; 75,3; 72,9; 73,1; 71,6 e 17,0 ppm
correspondentes aos carbonos (C-1’), (C-2’), (C-3’), (C-4’), (C-5’) e (C-6’), respetivamente,
apontam para a presenca de um derivado de um monossacarido. Em relacao ao substituinte
monossacarido, o valor da constante de acoplamento Jy .- igual a 7,8 Hz indica que a D-
fucose se apresenta na configuracao B (Safir et al., 1998), a fucose como substituinte
encontra-se em posicao B no C-3 como se pode verificar pelos valores das constantes de
acoplamento do H-3 (J = 11,2; 4,0 Hz; H-3). Com base no anteriormente exposto e em
conjunto com a informacdo do "H-'"H COSY, HSQC, HMBC e por comparacdo com a literatura
(Mostafa e al., 2006) chegou-se a conclusdo que o composto A4 é um derivado do acido

quindvico denominado de acido 3-0-B-D-fucopiranosilquinoévico (figura 3.3).

v B

23

Figura 3.3: Estrutura do acido 3-0-B-D-fucopiranosilquindvico.

24

Consultada a bibliografia constatou-se que os acidos quindvicos glicosilados sao
caracteristicos da familia Rubiaceae (Kang e Hao, 2006). No entanto, ndao ha qualquer
referéncia deste composto no género Bauhinia (familia Leguminosae) pelo que se pode
afirmar que o mesmo foi pela primeira vez isolado na P. thonningii sendo a mesma uma fonte
de acidos quinodvicos glicosilados. Por esta razdo este composto pode ser utilizado como

marcador taxonémico para a P. thonningii.
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3.1.3.2. A4 - Acido 3-0-a-L-ramnopiranosilquindvico

Este composto foi obtido na fracdo 45 da cromatografia Pi8, sendo um sélido amorfo

amarelo. No espectro de IV observam-se absorcoes caracteristicas do grupo hidroxilo a 3417

cm’, da ligacdo C=0 a 1693 cm™, da ligacdo C=C a 1643 cm™".

Tabela 3.4: Dados de RMN 'H, 3C e correlacdes de HMBC do composto A4.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C O H (ppm) (Jyu in HZ) HMBC

1 40,1 CH, 1,60 (m) 10

2 26,9 CH, 1,55 (m) 3,4,10
1,69 (m)

3 90,6 CH 3,97 (dd, J=11,5; J=4,7) 2,4,5,23,24, 1’

4 40,3 C - -

5 56,9 CH 0,69 (m) 3,4,6,7,9,10, 23, 24

6 19,7 CH, 1,27 (m) 5,7,8,10
1,44 (m)

7 38,3 CH, 1,14 (m) 8, 14, 26

8 40,7 C - -

9 48,3 CH 2,15 (m) 1,5,7,8,11, 25, 26

10 38,2 C - -

11 24,1 CH, 1,83 (m) 8,9,10,12,13
1,91 (m)

12 130,7 CH 5,53 (dd, J = 5,3; 2,5) 9, 11, 14, 18

13 134,1 C - -

14 57,5 C -

15 26,7 CH 1,60 (m) 13, 14, 17, 27
1,63 (m)

16 26,0 CH, 1,98 (m) 15, 17, 18, 22, 28

17 49,8 C -

18 55,8 CH 2,18 (m) 12, 13, 14, 17, 20, 29

19 40,7 CH 0,92 (m) -

20 38,6 CH 0,91 (m) -

21 31,5 CH, 1,18 (m) 17,19, 20, 22
1,37 (m)

22 37,9 CH, 1,57 (m) 16, 17, 18, 21

23 29,0 CHs 0,84 (s) 3,4,5,24

24 17,4 CH; 0,70 (s) 3,4,5,23

25 17,2 CH; 0,90 (s) 1,5, 9,10

26 19,4 CHs 0,81 (s) 7, 8,9, 14

27 179,3 C

28 181,8 C -

29 18,4 CH; 0,82 (d, J=7,2) 19

30 21,8 CH; 0,85 (d, J =5,4) 19, 20, 21

1’ 104,6 CH 4,63 (d, J=1,8) 3,2,3,5

2’ 72,7 CH 3,74 (dd, J = 3,4; 1,8) 1,3, 4

3 72,8 CH 3,56 (dd, J = 9,5; 3,3) 4’5

4’ 74,4 CH 3,29 (t, J =9,5) 2’,3,5

5’ 70,2 CH 3,63 (dq, J =9,7; 6,3) 1°,3’,4°,6’

6’ 18,1 CHs 1,15 (d, J = 6,4) 4’5’

0 perfil do espetro de RMN de 'H (tabela 3.4) é bastante semelhante ao do composto

A4. Os dois metilos dupletos apresentam ligeiras diferencas nos valores da constante de

acoplamento a ¢ 0,85 ppm; J = 5,4 Hz atribuivel ao metilo 30 e a § 0,82 ppm; J = 7,2 Hz

correspondente ao metilo 29, sao pequenas diferencas que nao invalidam a conclusao de que
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a estrutura do composto é do tipo ursano como o composto anterior (Monte et al., 2001). Da
mesma forma, o multipleto do hidrogénio olefinico em H-12 do composto A4 é agora visivel
como duplo dupleto a & 5,53 ppm (J = 5,3; 2,5 Hz). O duplo dupleto a 6 3,97 ppm (J = 11,5;
4,7 Hz; H-3) correspondente ao hidrogénio geminal a um grupo oxigenado que estara ligado a
um monossacarido. O dupleto a 6 4,63 ppm (J = 1,8 Hz), os duplos dupletos 3,74 ppm (J = 3,4;
1,8 Hz) e 3,56 ppm (J = 9,5; 3,3 Hz), o tripleto a 3,29 ppm (J = 9,5 Hz), o duplo quarteto a
3,63 ppm (J = 9,7; 6,3 Hz) e o dupleto a 6 1,15 ppm (J = 6,4 Hz), pertencem ao
monossacarido da molécula.

0 espetro de RMN de 3C (tabela 3.4) associado ao espetro DEPT apresentou trinta e
seis carbonos, sendo cinco metilos (um pertencente ao monossacarido), oito metilenos, doze
metinos (cinco do monossacarido) e oito quaternarios indicando, assim, a presenca de um
triterpeno funcionalizado. Os sinais que podem ser observados a 6 104,6; 72,7; 72,8; 74,4;
70,2 e 18,1 ppm correspondentes aos carbonos (C-1’), (C-2’), (C-3’), (C-4’), (C-5’) e (C-6’),
respetivamente, apontam para a presenca de um derivado de um monossacarido. Em relacao
este substituinte, o valor da constante de acoplamento Juy-.1pr igual a 1,8 Hz indica que a L-
ramnose se apresenta na configuracao a (Safir et al., 1998), a ramnose como substituinte
encontra-se em posicao B no C-3 como se pode verificar pelos valores das constantes de
acoplamento do H-3 (J = 11,5; 4,7 Hz; H-3) (Safir et al., 1998) (figura 3.4).

!

Figura 3.4: Estrutura do acido 3-0-a-L-ramnopiranosilquindvico.

Como anteriormente foi indicado, ndo ha referéncias bibliograficas da presenca de
acidos quindvicos glicosilados no género Bauhinia. Assim, a presenca deste composto em mais
de uma fracao na raiz desta planta, reforca a ideia ja estabelecida anteriormente, que a raiz
da P. thonningii € uma boa fonte de acidos quinovicos glicosilados e que este composto pode,

também, ser um marcador taxonémico desta planta.
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3.1.3.3. A5 - Vincosamida

Este composto foi obtido da fracdo 54 a 57 da cromatografia Pi9, sendo um sélido
amorfo alaranjado. No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas do grupo
hidroxilo a 3363 cm™, da ligacdo da ligacdo C=0 de amidas a 1652 cm™.

O espetro de RMN de 'H (tabela 3.5; figura A1) revelou quatro sinais aromaticos a &
7,30 ppm; 7,25 ppm (d, J = 8,1 Hz), 7,00 ppm (td, J = 7,5 Hz; J = 1,1 Hz) e 6,92 ppm (td, J =
7,5 Hz; J = 1,0 Hz), correspondendo aos protoes H-9, H-12, H-11 e H-10, respetivamente,
sugerem a estrutura de um alcaloide indol (Erdelmeier et al., 1991). Os sinais observados a &
7,30 ppm, & 5,24 (dd, J = 10,2; 1,9 Hz); 5,29 ppm (dd, J = 17,3; 1,8 Hz) e o sinal do duplo
tripleto 6 5,57 ppm (J = 17,1; 10,2 Hz) correspondem aos protdes olefinicos da molécula (H-
17, H-18 e H-19, respetivamente). Os sinais de dupletos a 6 4,50 (J = 8,0 Hz), 3,19 (J = 8,7
Hz), correspondentes a H-1’ e H-3’, o duplo dupleto a & 3,56 (J = 11,9; 5,8), o tripleto a &
2,89 (J = 8,6 Hz) (H-6’ e H-2’), os dois multipletos a 6 3,79 e 3,12 ppm (H-6’ e H-4’), e um
singuleto largo a 0 3,24 ppm (H-5’) pertencem a uma unidade de um monossacarido.

0 espetro de RMN "3C (tabela 3.5; figura A1) associado ao espetro DEPT (figura A2)
apresentou vinte e oito dtomos de carbono, sendo cinco metilenos (um sp? e um ligado a
oxigénio), quinze metinos (sete ligados a oxigénio, dois de ligacbes duplas e quatro
aromaticos) e seis quaternarios (um de uma amida, um de uma ligacdo dupla e quatro
aromaticos). Os sinais observados a & 122,7; 112,5; 120,4 e 119,0 ppm de quatro metinos
aromaticos conjugados com os sinais de quatro carbonos quaternarios aromaticos a 6 110,6;
129,0; 135,0 e 138,0 ppm confirmam a existéncia na molécula de um esqueleto indol
(Erdelmeier et al., 1991). Os sinais observados a & 100,7; 74,6; 78,2; 71,6; 78,5 e 62,9 ppm
correspondentes aos carbonos (C-1’), (C-2’), (C-3’), (C-4’), (C-5’) e (C-6’), respetivamente,
apontam para a presenca de um derivado da glucose. Com base no valor do carbono
anomérico a & 100,7 ppm e o correspondente valor da constante de acoplamento do protao
anomeérico Jyy.4pr igual a 8,0 Hz indica que a D-glucose se apresenta na configuracao B (Safir
et al., 1998). Os sinais observados a 6 55,4 ppm, 27,6 e 25,2 ppm correspondentes aos
carbonos C-3, C-14 e C-15, em conjunto com os sinais a 0 45,0 e 98,3 ppm (C-20 e C-21)
indicam a presenca do alcaloide indol estrictosamida ou vincosamida, estruturas epiméricas
em C-3 (Meng et al., 2013; Abreu e Pereira, 2001; Aimi et al., 1982). E possivel definir qual
dos epimeros corresponde a esta molécula uma vez que as duas estruturas tém como posicao
fixa 0 H-15 e 0 H-20 na face B da molécula, a correlacdo NOESY (figura A4) entre H-3 e H-15
nao é visivel mas a correlacao H-3/H-20 esta presente indicando que a molécula é o epimero
B, ou seja, o composto € a vincosamida (Meng et al., 2013).

0 estudo detalhado dos espectros de RMN-2D "H-'H COSY, HSQC, HMBC (figuras A3 e
A4) e a informacao derivada da literatura (Aimi e al, 1982) confirmaram a conclusao inicial,
pelo que, se afirma que o composto A5 é o epimero 3B- do alcaldide indélico glicosilado

conhecido com o nome de vincosamida. (figura 3.5).
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Tabela 3.5: Dados de RMN "H, C e correlacées de HMBC do composto A5.

Posicao (C) &6 C (ppm) TipodeC & H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 - - -
2 135,0 C - -
3 55,4 CH 4,97 (dl, J = 5,6) 2,7,14,15, 22
4 - - - -
5 45,0 CH, 2,60 (m) 2,3,6,7,8,22
4,86 (dd, J = 12,6; 5,9)
6 22,4 CH, 2,58 (m) 2,5,7,8
2,85 (m)
7 110,6 C -
8 129,0 C - -
9 119,0 CH 7,30 (m) 7, 8,10, 11, 13
10 120,4 CH 6,92 (td, J = 7,5;1,0) 8,9, 11,12
11 122,7 CH 7,00 (td, J =7,5; 1,1) 9,12, 13
12 112, 5 CH 7,25 (d, J = 8,1) 8, 10, 11
13 138,0 C - -
14 27,6 CH, 1,95 (td, J = 14,6,0) 2, 3,15, 16, 20
2,37 (ddd, J = 14,2; 4,6; 2,1)
15 25,2 CH 2,72 (ddd, J = 12,0; 5,8; 2,7) 3,14, 16,17, 19, 20
16 109,5 C - -
17 149,4 CH 7,30 (m) 15, 16, 21, 22
18 120,8 CH, 5,24 (dd, J = 10,2; 1,9) 19, 20
5,29 (dd, J = 17,3; 1,8)
19 134,6 CH 5,57 (dt, J = 17,1; 10,2) 15, 18, 20, 21
20 45,0 CH 3,01 (td, J = 12,4; 4,7) -
21 98,3 CH 5,33 (d, J =1,8) 15,17, 1’
22 167,3 C - -
1’ 100,7 CH 4,50 (d, J = 8,0) 2’, 3,21
2’ 74,6 CH 2,89 (t, J = 8,6) 1,3, 4
3 78,2 CH 3,19 (d, J = 8,7) 2, 4,5
4’ 71,6 CH 3,12 (m) 2’,3,5,6
5’ 78,5 CH 3,24 (sl) 4
6’ 62,9 CH, 3,56 (dd, J = 11,9; 5,8) 4’5’
3,79

(m)

Figura 3.6: Estrutura da vincosamida.

A vincosamida é pela primeira vez isolada no género P. thonningii e no género

Bauhinia, no entanto outro tipo de alcaldides indodis (alcaloides B-carbonilos) foram isolados

na Bauhinia ungulata L (Maia Neto et al., 2008). Dada a raridade da presenca de alcaloides no

Laura Isabel Nave Canelo

73



Resultados e discussio

género Bauhinia e pelo anteriormente descrito, pode considerar-se a vincosamida como

marcador taxonamico da P. thonningii recolhida no Uige.

3.2. Caraterizacao dos compostos isolados da Phragmanthera

glaucocarpa

Os extratos de hexano, cloroférmio e acetato de etilo da raiz desta planta foram

estudados contudo, nao foram isolados compostos.

3.3. Caraterizacado dos compostos isolados da Croton

gratissimus

Nesta parte do trabalho serao discutidos os compostos isolados (B) das cromatografias
(Cro) encontrados na parte aérea da Croton gratissimus, cujas propriedades ja foram

descritas em capitulos anteriores.
3.3.1. Compostos isolados na fracao de hexano

3.3.1.1. B1 - Oxido de cariofileno

Este composto foi obtido da fracdo 5 da cromatografia Cro4, sendo um o6leo incolor.
No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas da ligacio =CH a 3069 cm™ e da
ligacdo C=C a 1678 cm™.

0 espetro de RMN de 'H evidenciou trés sinais singuletos a 3 1,18 ppm; & 0,99 e 0,97
ppm correspondentes aos grupos metilos da molécula (H-12; H-14 e H-15, respetivamente).
Observou-se, também, um duplo dupleto a 6 2,85 ppm (J = 10,6; 4,3 Hz) atribuido ao protao
H-5 e um duplo duplo tripleto a 6 2,23 ppm (J = 12,2; 8,3; 4,3 Hz) atribuido ao protao H-6. Os
sinais a 0 4,84 (d, J = 1,6 Hz) e 4,96 ppm (sl) do H-13 indicam a presenca de uma dupla
ligacao exociclica na molécula (Ragasa et al., 2003).

0 espetro de RMN de C (tabela 3.6) associado ao espetro DEPT apresentou quinze
atomos de carbono, sendo trés metilicos, seis metilenos (um sp?), trés metinos (um
oximetino) e trés carbonos quaternarios (um sp’ e outro ligado a um oxigénio). Os sinais
observados a 6 151,8 e 112,6 ppm correspondentes aos carbonos C-8 e C-13 sao carateristicos
da dupla ligacao exociclica, assim como os sinais a d 59,8 e 63,7 ppm, correspondentes aos
carbonos C-4 e C-5, funcionalizados com oxigénio indicam a presenca na molécula de um
epoxido. Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e *C, "H-'H COSY, HSQC, HMBC e

74 Laura Isabel Nave Canelo



Resultados e discussio

em conjunto com a informacao derivada da literatura (Ragasa et al., 2003) chegou-se a

conclusao que o composto B1 é o 6xido de cariofileno (figura 3.6).

Tabela 3.6: Dados de RMN H, 3C e correlacdes de HMBC do composto B1.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C & H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 50,7 CH 1,75 (t, J=9,9) 2,3,8,9,11,14, 15
2 27,2 CH, 1,41 (m) 1,3,4,9

1,63 (M)
3 39,1 CH, 0,95 (m)

2,08 (m)’
4 59,8 C -
5 63,7 CH 2,85 (dd, J = 10,6; 4,3) 3,4,6
6 30,2 CH, 1,30 (M) 3,45,7,8

2,23 (ddt, J = 12,2; 8,3; 4,3)
7 29,8 CH, 2,10 (m)’ 1,2,4,5,12

2,32 (m)
8 151,8 C -
9 48,7 CH 2,15 (m) 1,2,7,8,10, 13
10 39,7 CH, 1,60 (m) 1, 8,9, 11, 14, 15

1,67 (m)
11 33,9 C - -
12 17,0 CHs 1,18 (s) 3,4,5
13 112,6 CH, 4,84 (d, J =1,6) 7,8,9

4,96 (sl)
14 21,6 CHs 0,99 (s) 1, 10, 11, 15
15 29,9 CHs 0,97 (s) 1, 10, 11, 14

intercambiaveis
14 T o2
T ! !
5 (0]
9 6
8 7

Figura 3.7: Estrutura do dxido de cariofileno.

Nao foram encontradas referéncias de que o oxido de cariofileno tenha sido

encontrado na C. gratisssimus. No entanto, este composto pode ser encontrado no género

Croton como, por exemplo, na composicao dos 6leos essenciais extraidos da casca do caule da

C. draco (Setzer et al., 2007) e da C. sellowii (Palmeira et al., 2004), da raiz da C. sellowii

(Palmeira et al., 2004), e das folhas da C. ovalifolius (Meccia et al., 2000).
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3.3.1.2. B2a e B2b - 76-metoxiopposit-4(15)-en-18-ol e 6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol

Estes compostos foram identificados na mistura que se obteve nas fracées 12 a 16, da
cromatografia Cro5, sendo a mistura um dleo incolor. No espectro de IV observam-se
absorcdes caracteristicas do grupo hidroxilo a 3435 cm™, da ligacdo C=C a 1651 cm™.

O espetro de RMN de 'H (tabelas 3.7a e 3.7b; figura A5) sugere a presenca de dois
grupos metoxilo devido a existéncia de dois singuletos a 6 3,30 e 3,16 ppm, para além destes,
encontram-se quatro metilos dupletos a 6 0,94; 0,93; 0,88 e 0,85 ppm (d, J = 6,9 Hz, cada) e
dois metilos singuleto a & 0,70 e 0,64 ppm. Este espetro apresenta ainda dois sinais de dois
hidrogénios geminais a grupos hidroxilo a 6 3,55 (m) e 3,39 ppm (dd, J = 11,5; 4,7 Hz) além
de dois sinais de dois hidrogénios bastante desblindados a ¢ 3,55 (m) e 2,72 ppm (dd, J = 8,1
Hz; J = 3,6 Hz). No espetro sao ainda observados sinais de dois metilenos terminais a & 4,94
ppm (q, J = 1,6 Hz), 4,85 ppm (m), 4,83 ppm (m) e 4,77 (q, J = 1,8 Hz).

0 espetro de RMN de *C (tabelas 3.7a e 3.7b; figura A5) associado ao espetro DEPT
(figura A6) aferiu 32 atomos de carbono sendo oito metilos (dois metoxilos), dez metilenos
(dois metilenos terminais), dez metinos (quatro ligados a oxigénio) e quatro quaternarios
(dois olefinicos). Dos quatro metinos oxigenados dois encontram-se ligados aos dois metoxilos,
assim sendo, os dois restantes devem estar ligados a dois hidroxilos. Confirma-se a presenca
das duas ligacdes duplas terminais pelos sinais de dois metilenos sp? a & 109,0 e 107,4 ppm
juntamente com os carbonos quaternarios sp* a & 146,0 e 144,6 ppm.

Uma analise mais superficial do espectro de RMN de '*C parece indicar que estamos na
presenca de um triterpeno com dois grupos metoxilo como substituintes, mas uma analise
mais cuidada do mesmo revela que esta amostra apresenta funcionalizacdes duplicadas: dois
metilenos terminais, dois hidroxilos, dois metoxilos, dois metilos singuleto e quatro metilos
dupleto; esta Ultima sai fora dos padrées normais dos esqueletos triterpenos em que
geralmente apresentam mais metilos singuleto que metilos dupleto. Pelo anteriormente
indicado, chega-se a conclusdao que muito provavelmente esta amostra contém dois isomeros,
dois sesquiterpenos, cada um com um hidroxilo, um metoxilo, um metileno terminal, dois
metilos dupleto e um metilo singuleto.

Os espetros de RMN-2D HSQC (figura A7) e HMBC (figura A8) da mistura permitiram
concluir que um dos compostos, a partir de agora designado B2a, apresentava trés metilos [0
0,64 (s, H-14), 0,94 e 0,88 ppm (d, J = 6,9 Hz cada: H-13 e H-12); 6 12,2; 20,9; 16,2 ppm
respetivamente], um metileno terminal [0 4,85 (m) e 4,77 ppm (q, J = 1,8 Hz; H-15); § 107,4
e 146,0 ppm], um hidrogénio geminal a um grupo oxigenado a d 3,55 ppm (m; 6 79,3 ppm; H-
1) e um grupo metoxilo [0 3,30 (s); 60,8 ppm; 7-OCH;] que sdo caracteristicos de um
esqueleto oppositano (Yang et al., 2007). A presenca do grupo isopropilo do esqueleto
oppositano é revelada pela correlacao entre os dois metilos dupleto [0,94 e 0.88 ppm (d, J =
6,9 Hz cada); 6 20,9; 16,2 ppm respetivamente] com o metino 6 31,2 ppm, sendo que este
isopropilo se encontra ligado ao carbono que suporta o metoxilo como se conclui das

correlagbes a trés ligacdes entre os dois metilos do isopropilo e o C-7 (figura 3.8). O grupo

76 Laura Isabel Nave Canelo



Resultados e discussio

hidroxilo encontra-se ligado ao C-1 como revalam as correlacées de HMBC do sinal a & 3,55
ppm (H-1) com o Me-14 (6 12,2 ppm) e o CH,-9 (6 37,1 ppm).

Tabela 3.7a: Dados de RMN 'H, 3C e correlacées de HMBC do composto B2a.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C O H (ppm) (Juu in HZ) HMBC
1 79,3 CH 3,55 (m) 9, 14
2 31,8 CH, 1,50 (m) 1,3
3 39,1 CH, 2,29 (m) 1,2,4,5,15
4 146,0 C -
5 55,3 CH 1,82 (m) 1,3,4,6,7,10, 15
6 39,0 CH 2,38 (ddt, J = 10,7; 5,5; 5, 8, 11
2,6)
7 91,5 CH 2,72 (dd, J = 8,1; 3,6) 5, 6,8, 11, 12,13, -0CH;
8 26,0 CH, 1,35 (m) 7,10,14
1,85 (m)
9 37,1 CH, 1,33 (m) 5, 6, 8, 10, 14
1,69 (m)
10 49,3 C -
11 31,2 CH 1,74 (m) 6
12 16,2 CH; 0,88 (d, J 9) 7,11, 13
13 20,9 CHs 0,94 (d, J 9) 7,11,12
14 12,2 CH; 0,64 (s) 1,5,9,10
15 107,4 CH, 4,77 (q, 8) 3,5
4,85 (m
-OCH, 60,8 CH; 3,30 (s) 7

(figuras A7, A8) e em conjunto com a informacao derivada da literatura (Yang et al.,

Rehaily et al.,

Figura 3.8: Correlacoes escolhidas de HMBC de B2a.

Com base nos dados dos espetros de RMN de 'H e 3C, 'H-'H COSY, HSQC, HMBC

en-1B-ol (figura 3.9).

15 H;CO

2007; Al-

2002) chegou-se a conclusdao que o composto B2a é o 70-metoxiopposit-4(15)-

13

11

12

Figura 3.9: Estrutura do 78-metoxiopposit-4(15)-en-18-ol (B2a).
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Resta, assim, analisar o outro componente da mistura designado B2b o qual apresenta
um perfil de RMN de 'H e 3C com algumas semelhancas com B2a tendo trés metilos [6 0,70 (s,
H-14), 0,93 e 0,85 ppm (d, J = 6,9 Hz cada; H-13 e H-12); 6 11,7; 21,2; 16,0 ppm
respetivamente], um metileno terminal [6 4,94 (q, J = 1,6 Hz) e 4,83 ppm (m, H-15); & 109,0
e 144,6 ppm], um hidrogénio geminal a um grupo oxigenado a & 3,39 ppm (dd; J = 11,5 e 4,7;
0 79,4 ppm H-1) e um grupo metoxilo [0 3,16 (s); 52,6 ppm; 6-OCH;]. No entanto, é no
espectro de RMN-2D HMBC que se evidenciam as diferencas entre estes dois esqueletos, a
diferenca reside na posicao dos carbonos 6 e 7, a presenca do grupo isopropilo é revelada
pela correlacao entre os dois metilos dupleto [6 0,93 e 0,85 ppm (d, J = 6,9 Hz cada); 6 21,2;
16,0 ppm respetivamente] com o metino 6 25,7 ppm mas, este grupo isopropilo apresenta
correlacao com um metino a 6 46,3 ppm e nao apresenta correlacao com o C-6 que suporta o
grupo metoxilo (figura 3.10) ao contrario do que acontece no composto B2a. O grupo hidroxilo
encontra-se ligado ao C-1 como revelam as correlacdées HMBC do sinal a 6 3,39 ppm (H-1) com
0 Me-14 (6 11,7 ppm), CH,-9 (6 36,3 ppm) e com o CH,-2 a 6 32,0 ppm.

Tabela 3.7b: Dados de RMN "H, *C e correlacées de HMBC do composto B2b.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C & H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 79,4 CH 3,39 (dd, J = 11,5; 4,7) 2,5,9,10, 14
2 32,0 CH, 1,82 (m) 1, 3, 4, 10, 14
3 35,1 CH, 2,05 (m) 2,4,5,15
4 144,6 C - -
5 51,1 CH 1,89 (m) 1,4,6,7,8, 10, 14, 15
6 74,8 CH 3,56 (m) 4,5, 6, 11, -0CH;
7 46,3 CH 1,46 (m) 3,7
8 18,4 CH, 1,20 (m) 1,6,7,9, 10
1,53 (m)
1,85 (m)
9 36,3 CH, 1,07 (m) 1,4,5,6,7,8,10, 14
1,88 (m)
10 421 C - -
11 25,7 CH 2,13 (m) 6, 8,12, 13
12 16,0 CH; 0,85 (d, J =6,9) 7,11,13
13 21,2 CHs 0,93 (d, J = 6,9) 7,11,12
14 11,7 CHs 0,70 (s) 1,5,9,10
15 109,0 CH, 4,83 (m) 3,4,5
4,94 (q, J = 1,6)
-OCH; 52,6 CH; 3,16 (s 6

Figura 3.10: Correlacoes escolhidas de HMBC de B2b.
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Assim sendo, os dois esqueletos sao isomeros constitucionais diferindo na forma do
anel B em que em B2a é um ciclopentano e em B2b é um ciclo-hexano, sendo que B2b
apresenta um esqueleto eudesmano. Com base nos dados dos espetros de RMN de 'H e "C, H-
'H COSY, HSQC, HMBC e em conjunto com a informacéo derivada da literatura (Itokawa et al.,
1983) chegou-se a conclusdao que o composto B2b é o 6a-metoxieudesm-4(15)-en-1B8-ol (figura
3.11).

13

- ocm, h

Figura 3.11: Estrutura do 6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol (B2b).

Ndo foram encontradas referéncias de que os compostos 79-metoxiopposit-4(15)-en-
18-ol e 6a-metoxi-eudesm-4(15)-en-1B8-ol tenha sido isolados na C. gratisssimus. No entanto,
ha que salientar que foram isolados compostos com esqueleto do tipo eudesmano num estudo
fitoquimico realizado para as folhas da C. gratissimus onde se isolou o eudesm-4(15)-en-
1B8,6a-diol (Langat et al., 2011); quanto a esqueletos opositanos nao ha qualquer referéncia

do seu isolamento no género Croton.

3.3.1.3. B3 - 1B-metoxicariolan-98-ol

Este composto foi obtido na fracdao 8 da cromatografia Cro8, sendo um o6leo incolor
com [d] g) =+ 25,0° (CHCl;, c = 0,08) No espectro de IV observam-se absorcoes caracteristicas

do grupo hidroxilo a 3419 cm™.

O espetro de RMN de 'H (tabela 3.9; figura A9) apresentou sinais de deslocamentos
quimicos de metilos singuleto a 6 0,99; 0,97 e 0,90 ppm (H-14, H-13 e H-15) e um metoxilo a
0 3.14 ppm. A 0 3,44 ppm encontra-se um tripleto largo (J = 3,2 Hz) atribuivel a um
oximetino.

No espetro de RMN de C (tabela 3.9; figura A9) associado ao espetro DEPT (figura
A10) verificou-se a presenca de quinze atomos de carbono, sendo quatro metilos (um
metoxilo), seis metilenos, trés metinos (um ligado a hidroxilo) e trés carbonos quaternarios
(um ligado a uma funcao oxigenada). Neste espetro verificou-se a presenca dos sinais de um
metoxilo a 6 50,1 ppm, um carbono quaternario a 6 75,3 ppm (C-1) que se encontrara ligado,
provavelmente, ao metoxilo e um metino bastante desblindado a & 72,4 ppm (C-9)

provavelmente ligado ao grupo hidroxilo revelado no espectro de IV.
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Tabela 3.8: Comparacéo dos valores de RMN de *C do 1-metoxicariolan-9-ol.

Posicdo (C) 0 C (ppm) 0 C (ppm) 6 C (ppm)
B B a
(Abraham et al., (Zhu et al., 2008)
1990)
1 75,3 77,3 75,3
2 38,6 48,8 38,6
3 36,2 39,1 27,9
4 35,3 37,0 35,3
5 44.8 48,5 447
6 20,8 23,6 20,8
7 35,8 37,3 35,8
8 39,0 37,8 39,0
9 72,4 75,0 72,4
10 27,9 28,8 28,0
11 28,1 25,8 36,1
12 40,4 42,9 40,3
13 20,6 20,1 20,6
14 30,4 31,0 30,4
15 26,7 30,2 26,7
-OCH; 50,1 49,4 50,1

Por comparacdo dos dados obtidos do espetro de RMN de "C com os da literatura

chegou-se a conclusdao que o composto B3 era um derivado cariolano com o substituinte

hidroxilo em B, no entanto comparando com os dados bibliograficos para o mesmo composto

biosintetizado (Abraham et al., 1990) verificaram-se discrepancias que eram menores quando

comparadas com o isomero a (Zhu et al., 2008). Assim, revelou-se necessario um estudo

exaustivo de RMN 1D e 2D para elucidar a estrutura deste composto.

Tabela 3.9: Dados de RMN H, 3C e correlacdes de HMBC do composto B3.

Posicao (C) &6 C (ppm) TipodeC & H (ppm) (Juy in Hz) HMBC

1 75,3 C - -

2 38,6 CH 2,12 (ddd, J = 12,2; 10,5) 3,5,6, 11

3 36,2 CH, 1,54 (m) 1,2,4,5,13, 14
1,66 (dd, J = 9,4; 7,5)

4 35,3 C - -

5 44,8 CH 1,90 (m) 1,4,6,7,13, 14

6 20,8 CH, 1,34 (m) 1,5,7,8,15
1,50 (m)

7 35,8 CH, 1,13 (m) 1,5,6,8,9
1,40 (m)

8 39,0 C - -

9 72,4 CH 3,44 (tl, J = 3,2) 7,10, 11,12, 15

10 27,9 CH, 1,77 (ddd, J = 5,6; 3,4; 1,9) 1,8,9, 11
2,12 (dddd, J = 14,4; 11,4; 5,6; 2,9)

11 28,1 CH, 1,56 (m) 1,2,9,10
1,72 (m)

12 40,4 CH, 1,38 (m) 1,7,8,9,11,15
1,50 (m)

13 20,6 CHs 0,97 (s) 3,4,5,14

14 30,4 CHs 0,99 (s) 3,4,5,13

15 26,7 CH; 0,90 (s) 7,8,9,12

-OCH,3 50,1 CHs 3,14 (s) 1
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O espectro de massa de alta resolucao ESI-TOF apresentou um iao pseudomolecular a
m/z 221,18961 ([M - OCH;]", C4sHys50, calc. 221,18999), este pseudo-ido molecular resulta da
perda pela molécula de um grupo metoxilo assim sendo, deduz-se que a férmula molecular do
composto é CysH,30,, apresentando trés graus de insaturacdo que correspondem a 3 aneis da
molécula uma vez que os espectros de RMN de 'H e'*C nao apresentam evidéncia de qualquer
outro tipo de insaturacées.

Através do espetro bidimensional de correlacdo heteronuclear direta 'H-">C - HSQC
(tabela 3.9; figura A11) verificou-se que os atomos de carbono a & 20,6; 26,7 e 30,4 ppm
apresentam correlacoes com os sinais singuletos a & 0,97; 0,90 e 0,99 ppm, respetivamente,
indicando tratarem-se de trés grupos metilo. Verifica-se que o metino a & 72,4 ppm
correlaciona com o tripleto aparente largo a 6 3,44 ppm colocando, assim o grupo hidroxilo
sobre este carbono.

No espetro bidimensional de correlacéo heteronuclear 'H-">C a longa distancia (HMBC)
(tabela 3.9; figura A12) foi possivel identificar a correlacdo a duas ligacdes dos dois metilos 6
0,99 e 0,97 ppm com o carbono quaternario a 6 35,3 ppm e as correlacdes a trés ligacoes
entre o metilo 6 0,99 ppm, e o carbono do metilo a 6 0,97 ppm (6 20,6 ppm) e o metilo 6
0,97 ppm com o carbono do metilo 6 0,99 ppm (& 30,4 ppm) (tabela 3.9) formando a seguinte

subestrutura (figura 3.12):

Figura 3.12: Correlagdes a longa distancia HMBC dos metilos a 6 0,99 e 0,97 ppm.

A partir das correlacées heteronucleares 'H-C a longa distancia (HMBC) a duas e trés

ligacdes dos metilos a d 0,99 e 0,97 ppm obtém-se a seguinte subestrutura A (figura 3.13):

448 2
353
/‘%H
097 36,2

Figura 3.13: Representacao da subestrutura A.

Se a subestrutura A se adicionar as correlacdes HMBC de 'H para "C do metino a &

44,8 ppm e do metileno a 6 36,2 ppm obtém-se a subestrutura B (figura 3.14):
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Figura 3.14: Representacao da subestrutura B.

E possivel visualizar outra parte da estrutura (figura 3.15) a partir das correlacées
heteronucleares 'H-"*C a longa distancia (HMBC) a duas e trés ligacées do metilo a & 0,90 ppm
(tabela 3.8):

Figura 3.15: Representacao da subestrutura C.

A subestrutura C pode ser expandida se se analisar as correlacées de HMBC do metino
a 0 3,44 ppm e dos hidrogénios do metileno a & 40,4 ppm (tabela 3.8) obtendo-se a
subestrutura D (figura 3.16):

OCHj,

Figura 3.16: Representacao da subestrutura D.

Comparando a subestrutura B com a subestrutura D verifica-se que tém dois carbonos
em comum o metileno a & 35,8 ppm e o carbono quaternario a d 75,3 ppm. Isto indica que as

duas subestruturas sao aditivas formando a estrutura completa da molécula. (figura 3.17).
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OH

OCH;

097

Figura 3.17: Formacao da estrutura completa da molécula B3.

Verifica-se que a molécula apresenta trés anéis como se previa pela sua formula
molecular. Consultada a bibliografia concluiu-se que este esqueleto era um cariolano ou
isocariolano (Zhu et al., 2008; Heyman et al., 1994a e 1994b).

O espectro de RMN bidimensional NOESY (figura A12) permitiu defenir a
estereoquimica do composto. Todos os cariolanos e isocariolanos apresentam uma
estereoquimica B para o metilo 15 (Zhu et al., 2008) entdo a correlacao NOESY que se observa
no espetro entre os hidrogénios do metilo 15 e H-12 definem que H-12 se encontra na face B
da molécula pelo que a molécula é um cariolano (Zhu et al., 2008; Huang et al., 2013). As
correlacoes de NOESY entre H-2/H-13 e H-5/H-14 determinam que o anel 4/7 é trans-fundido
(Huang et al., 2013). A orientacdo do grupo hidroxilo é definida pela auséncia de correlacao
NOESY entre H-9/H-15, o que justifica que H-9 estarda na face a da molécula e
consequentemente o grupo hidroxilo sera B (Zhu et al., 2008). Esta configuracdao B do OH é
ainda reforcada pelo valor da constante de acoplamento do tripleto aparente do H-9 de 3,2
Hz por oposicdo as constantes de acoplamento do mesmo sinal na configuracdo a que
apresentam um duplo dupleto com uma constante de acoplamento de 11,7 e 3,6 Hz (Zhu et
al., 2008). Quando o OH se encontra em a existe um acoplamento axial-axial e um axial-
equatorial entre H-9 e H-10 (dd; J = 11,7 e 3,6 Hz) enquanto, que quando o OH se encontra
em B a posicao axial de H-10 esta distorcida levando a uma configuracdo pseudo-equatorial
destes dois hidrogénios em relacdo ao H-9 (t aparente, J = 3,2 Hz). A estereoquimica do 1-
OMe acompanha a estereoquimica do Me-15 como B, o que esta de acordo com a literatura
(Zhu et al., 2008; Huang et al., 2013).

Por tudo o acima descrito e consultada a literatura, verificou-se que este composto

era o 1B-metoxicariolan-98-ol (figura 3.18)
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Figura 3.18: Estrutura do 1B-metoxicariolan-98-ol.

Até a data, nao ha qualquer referéncia na literatura de esqueletos do tipo cariolano
para o género Croton. Assim, pode considerar-se este composto como marcador

quimiotaxonémico da C. gratissimus Burch (Quiita).
3.3.1.4. B4 - Acido ent-kaur-16-en-19-6ico

Este composto foi obtido da fracdo 16 a 18 da cromatografia Cro8, sendo um oleo
incolor, com [c1]§)O = - 81,1° (CHCl;, ¢ = 0,074). No espectro de IV observam-se bandas

caracteristicas do grupo hidroxilo de acido carboxilicos a 3545-2556 cm™', da ligacdo =CH, a
3086. cm™, da ligacdo C=C a 1657 cm™, da ligacdo C=0 de acidos carboxilicos a 1692 cm™.

O espetro de RMN de 'H revelou dois metilos singuletos a & 1,23 e 0,94 ppm
correspondendo aos protoes H-18 e H-20, respetivamente, dois singuletos largos a & 4,79 e
4,73 ppm (H-17), que segundo a literatura (Henriete et al., 2002) sao atribuidos aos dois
hidrogénios da ligacao dupla exociclica localizada entre H-16 e H-17.

0 espetro de RMN de *C (tabela 3.10) associado ao espetro DEPT apresentou vinte
atomos de carbono, sendo dois metilos, dez metilenos (um olefinico), trés metinos e cinco
quaternarios (um olefinico e um carboxilico). A presenca de trés carbonos quaternarios a d
442 (C-8); 43,7 (C-4) e 39,7 ppm (C-10), trés metinos a 6 57,1 (C-5); 55,1 (C-9) e 43,8 ppm
(C-13) associada a presenca de unicamente dois metilos a d 29,0 (C-18) e 15,6 ppm (C-20)
parece apontar para um esqueleto kaurano (Velandia et al., 1998). A hipotese de um
esqueleto kaurano é reforcada pela presenca na molécula de uma dupla ligacao exociclica [(d
155,9 (C-16); 103,1 ppm (C-17)] e de um acido carboxilico [( 184,8 ppm (C-19)] que se
devem originar a partir dos dois metilos em falta neste esqueleto, este tipo de

funcionalizacdes € muito caracteristicos deste esqueleto.
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Tabela 3.10: Dados do espetro de RMN *C de B4 comparados com a literatura (Henriete et al., 2002).

Posicao (C) Tipode C 6 C (ppm) 6 C (ppm) literatura
1 CH; 40,7 40,7
2 CH, 19,1 19,1
3 CH; 37,8 37,8
4 C 43,7 43,7
5 CH 57,1 57,1
6 CH; 21,8 21,8
7 CH, 41,3 41,3
8 C 44,2 44,2
9 CH 55,1 55,1
10 C 39,7 39,7
11 CH, 18,4 18,4
12 CH; 33,1 33,1
13 CH 43,8 43,8
14 CH, 39,7 39,7
15 CH; 49,0 48,9
16 C 155,9 155,9
17 CH; 103,1 102,9
18 CH, 29,0 28,9
19 C 184,8 184,3
20 CHs 15,6 15,6

O composto apresenta um perfil de RMN de 'H e "C idéntico ao de um &cido kaur-16-
enodico em que o grupo acido carboxilico podera situar-se no C-18 ou C-19. Para definir a sua
posicdo tera de se verificar o desvio quimico do metilo adjacente e do metino C-5; quando o
composto é um C-18 dico o metilo adjacente apresenta um desvio quimico de 6 17,8 ppm e o
C-5 um 6 50,0 ppm; quando o grupo acido carboxilico se encontra em C-19 o metilo tem um
valor de & 29,0 ppm e o C-5 um valor de 6 57,2 ppm. Uma vez que o metilo deste composto
tem um valor de 6 29,0 e o metino & 57,1 ppm conclui-se que o composto isolado é um acido
kaur-16-en-19-6ico. (Silva et al., 2012; Rahman e Ahmad, 1992). Uma vez que a atividade
otica do composto € negativa isso significa que ele pertence a serie ent do kaurano (Silva et
al., 2012) pelo que sera um ent kaurano.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e *C e em conjunto com a
informacdo derivada da literatura (Henriete et al., 2002) chegou-se a conclusido que o

composto B4 é o acido ent-kaur-16-en-19-6ico (figura 3.19).
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%19

COOH

18

Figura 3.19: Estrutura do acido ent-kaur-16-en-19-6ico.

Nao foram encontradas referéncias de que o acido ent-kaur-16-en-19-6ico tenha sido
isolado na C. gratisssimus. No entanto, ha que salientar que os compostos com esqueleto do
tipo kaurano sdao muito comuns no género Croton (Salatino et al., 2007). De acordo com a
literatura, pode verificar-se que este composto ja foi isolado na casca do caule da C.

pseudopulchellus (Langat et al., 2012).

3.3.1.5. B5 - Acido cis-6zico

Este composto foi obtido da fracdao 37 a 38 da cromatografia Cro9, sendo um oleo
incolor. No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas do grupo hidréxilo de acidos
carboxilicos a 3549-2650 cm™, da ligacdo C=C a 1643 cm’, da ligacdo C=0 de é&cidos
carboxilicos a 1702 cm™.

No espectro de RMN de 'H (tabela 3.11) foi possivel observar dois sinais dupletos a &
4,82 ppm (J = 1,6 Hz); 4,49 ppm (J = 1,6 Hz) correspondentes ao protao H-17 carateristicos de
uma dupla ligacao exociclica, do duplo dupleto a 6 6,78 ppm (J = 17,3; 10,8 Hz) e os duplo
dupleto a 6 5,17 ppm (J = 17,3; 1,6 Hz) e a 6 5,08 ppm (J = 10,8; 1,7 Hz), correspondentes
aos protdes H-15 e H-14, que sao tipicos de diterpenos do tipo labdano com uma ligacao dupla
terminal na cadeia lateral (Liu et al., 2011); o tripleto a 5,29 ppm é caracteristico de outra
ligacao dupla. O composto apresenta, ainda, sinais de dois metilos singuletos a 6 1,15 ppm e
0,75 e de um metilo dupleto a 6 1,76 (J = 1,4 Hz) que se deve encontrar sobre ligacao dupla.

No espectro de RMN de "C (tabela 3.11) foi possivel observar a presenca de vinte
carbonos, sendo trés metilos, oito metilenos (dois terminais), quatro metinos (dois sp?) e
cinco quaternarios (dois sp? e um carboxilico). Os deslocamentos quimicos dos trés metilos [&
19,7 (C-16); 16,1 (C-19) e 14,7 ppm (C-20)] os dois metinos [0 57,3 (C-9) e 49,4 (C-5) ppm] e
os carbonos quaternarios a 6 47,5 (C-4) e 38,9 ppm (C-10) em conjunto com o metileno
terminal a & 108,3 ppm (C-17) e o acido carboxilico a 6 184,3 ppm (C-18) parecem
estabelecer a existéncia de dois aneis A e B fundidos numa decalina do tipo labdano, em que
dois dos metilos foram transformados num acido carboxilico e numa ligacao dupla exociclica
(Stipanovic et al., 1979). A cadeia lateral deste labdano apresenta mais duas ligacées duplas
a 0 133,8 (C-14); 131,8 (C-13); 131,3 (C-12) e 113,3 (C-15) ppm, sendo que o metilo 16
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apresenta valores compativeis com um posicionamento sobre uma das ligacdes duplas (6 1,76

ppm; 6 19,7 ppm).

Tabela 3.11: Dados de RMN 'H, *C e correlacdes de HMBC do composto B5.

Posicao (C) & C (ppm) Tipo de C OH (ppm) (Juu in HZ) HMBC
1 38,1 CH, 1,81 (m) 4,5, 8,10, 20
2 18,4 CH, 1,60 (m) 1
3 37,1 CH, 1,62 (m) 1,4,5

1,78 (m)
4 47,5 C -
5 49,4 CH 1,98 (dd, J = 12,4; 2,9) 1,4,6,9,10, 18, 19, 20
6 26,6 CH, 1,34 (m) 1,4,5
1,47 (qd, J = 12,9; 4,5)
7 37,6 CH, 2,06 (td, J = 13,5; 13,1; 5,6) 5,6, 8,9, 17
2,34 (m)
8 147,8 C - -
9 57,3 CH 1,81 (m) 5, 8,10, 12, 17, 20
10 38,9 C - -
11 21,9 CH, 2,18 (m) 8,9,12,13
2,40 (ddd, J = 14,8; 7,3;
3,4);
12 131,3 CH 5,29 (t, J = 6,8) 9, 14, 16
13 131,8 C - -
14 133,8 CH 6,78 (dd, J = 17,3; 10,8) 13, 16
15 113,3 CH, 5,08 (dd, J = 10,8; 1,7) 13, 14
5,17 (dd, J = 17,3; 1,6)
16 19,7 CH; 1,76 (d, J = 1,4) 12,13, 14
17 108,3 CH, 4,49 (d, J =1,6) 7,8,9
4,82 (d, J = 1,6)
18 184,3 C -
19 16,1 CH; 1,15 (s) 3,4,5,18
20 14,7 CH, 0,75 (s) 5,9,10

Na literatura encontram-se descritos dois tipos de labdanos com estas caracteristicas:
os acidos communicos (Barrero et al., 2012; Stipanovic et al., 1979) e os acidos ozicos
(Stipanovic et al., 1979). Até agora, dependendo da posicao das ligacdes duplas na cadeia
lateral foram isolados cinco acidos communicos (Barrero et al., 2012) e dois acidos 6zicos
(Stipanovic et al., 1979), a diferenca entre estes dois tipos de acidos reside na posicdo do
acido carboxilico. Nos acidos communicos o grupo acido carboxilico encontra-se em C-19
enquanto, que nos 6zicos se encontram em C-18. A presenca do grupo acido carboxilico em C-
18 ou C-19 pode ser atribuida pelo valor do metilo geminal a este grupo; se este grupo se
encontra em C-18 o metilo 19 tera um valor perto de 6 16,6 ppm, se pelo contrario se
encontra em C-19 o metilo 18 tera um valor de aproximadamente 6 29 ppm (Stipanovic et al.,
1979). Uma vez que o desvio quimico do metilo geminal ao acido carboxilico é de 16,1 ppm
pode concluir-se que este composto é um acido 6zico (Stipanovic et al., 1979).

Conhecem-se dois acidos 6zicos o cis e o trans, que diferem unicamente na forma de
substituicdo da ligacdo dupla em C-12, 13. Em termos de desvio quimico a diferenca entre os

dois reside nos valores de C-12, 13, 14 e 15. No cis estes carbonos encontram-se em torno de
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0 131,2; 131,6; 133,8 e 113,1 ppm (C-12,13,14 e 15, respetivamente) e para o trans 6 113,4;
133,4; 141,5 e 109,7 ppm (C-12,13,14 e 15, respetivamente) (Barrero et al., 2012; Stipanovic
et al., 1979). Comparando estes valores de desvio quimico com os do composto isolado,
conclui-se que o B5 é um cis.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em
conjunto com a informacao derivada da literatura (Barrero et al., 2012; Stipanovic et al.,
1979) chegou-se a conclusdao que o composto B5 é o acido labda-8(17),12(Z),14-trien-18-0ico

(figura 3.20) conhecido com acido cis-6zico.

16

15

18 5
COOH

19

Figura 3.20: Estrutura do acido cis-6zico.

Nao foram encontradas referéncias de que o acido cis-6zico tenha sido isolado na C.
gratisssimus. No entanto, é de referir que os compostos com esqueleto do tipo labdano sao
muito comuns no género Croton (Salatino et al., 2007) e tem aumentado o interesse nestes
compostos, neste género, devido as suas propriedades citotoxicas, anti-HIV-1 e antitumorais
(Ngadjui et al., 2002).

3.3.1.6. B6 - Espatulenol

Este composto foi obtido na fracdo 8 da cromatografia Cro8, sendo um o6leo incolor.
No espectro de IV observam-se absorcées caracteristicas do grupo hidroxilo a 3408 cm™, da
ligacdo C=C a 1634 cm™.

0 espectro de RMN de 'H (tabela 3.12) revelou absorcées de trés metilos singuletos a
0 1,04; 1,03; 1,27 ppm, em que este Ultimo € geminal a uma funcdo oxigenada, e dois
singuletos de uma ligacdo dupla exociclica a 6 4,68 e 4,65 ppm, correspondentes aos protoes
H-12, H-13, H-14 e H-15, respetivamente. Os sinais a 0 0,46 ppm (dd, J=11,3e 9,5Hz)ea d
0,70 ppm (ddd, J = 11,3; 9,4; 6,1 Hz), correspondentes aos protdes H-6 e H-7,
respetivamente, sdao caracteristicos de um anel ciclopropano (Meira et al., 2008; Moreira et
al., 2003).

No espectro de RMN C (tabela 3.12) foi possivel observar a presenca de quinze
atomos de carbonos, sendo trés metilos (um geminal a uma funcdo oxigenada), cinco
metilenos (um de uma ligacdo dupla), quatro metinos e trés quaternarios (um de uma ligacao

dupla). O sinal a 6 81,0 ppm (C-4) foi atribuido ao carbono quaternario ligado ao oxigénio. Os
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sinais a d 153,4 e 106,3 ppm, correspondentes aos carbonos C-10 e C-15 sdo carateristicos da
dupla ligacao exociclica. Pode-se concluir a partir do nimero de carbonos do espectro de RMN
de "C e da informacdo retirada do espectro de RMN de 'H que este composto é um
sesquiterpeno com um anel ciclopropano o que aponta para a existéncia de um esqueleto
aromadendrano (Meira et al., 2008; Moreira et al., 2003) com um grupo hidroxilo e uma
ligacao dupla exociclica.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em
conjunto com a informacao derivada da literatura (Ragasa et al., 2003; Meira et al., 2008;

Moreira et al., 2003) chegou-se a conclusao que o composto B6 é o espatulenol (figura 3.21).

Tabela 3.12: Dados de RMN 'H, *C e correlacdes de HMBC do composto B6.

Posicao (C) o6 C (ppm) TipodeC &H (ppm) (Jyu in Hz) HMBC
1 53,2 CH 2,19 (td, J = 14,4; 5,8) 5, 6,10, 15
2 26,7 CH, 1,61 (m) 1,3,4,5,10

1,91 (m)
3 41,8 CH, 1,57(m) 1,2,4
1,76 (m)
4 81,0 C - -
5 54,4 CH 1,30 (m) 1, 4, 6,10, 11
6 29,9 CH 0,46 (dd, J = 11,3; 9,5) 4,8, 11,12
7 27,5 CH 0,70 (ddd, J = 11,3; 9,4; 6,1) 11,12
8 24,8 CH, 1,00 (m) 6,7,9,10
1,97 (m)
9 38,9 CH, 2,03 (m) 1,7,8,10, 15
2,41 (dd, J = 13,3; 6,2)
10 153,4 C -
11 20,3 C -
12 28,7 CH; 1,04 (s) 6,7,11,13
13 16,4 CHs 1,03 (s) 6,7, 11
14 26,1 CH; 1,27 (s) 3,4,5
15 106,3 CH, 4,65 (s) 1,9
4,68 (s)

Figura 3.21: Estrutura do espatulenol.

Nao foram encontradas referéncias de que o espatulenol tenha sido isolado na C.
gratisssimus. No entanto, este composto foi isolado em varias espécies do género Croton
como nos 6leos essenciais das folhas C. gossypiifolius (Suarez et al., 2011), C. hirtius (Lima et

al., 2012), C. matourensis (Compagnone et al., 2010) e C. heterocalyx (Moreno et al., 2009).
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3.3.1.7. B7 - Lupeol

Este composto foi obtido na fracdo 26 da cromatografia Cro13, sendo um o6leo incolor.
No espectro de IV observam-se absorcées caracteristicas do grupo hidroxilo a 3404 cm™, da
ligacdo =CH, a 3076 cm™, da ligacdo C=C a 1641 cm™.

0 espectro de RMN de 'H (tabela 3.13) revelou um dupleto e um duplo quarteto a &
4,68 (J = 2,4 Hz) e 4,55 ppm (J = 2,7; 1,4 Hz) em H-29, caracteristicos de hidrogénios
olefinicos e o sinal duplo dupleto a 6 3,18 (J = 11,2; 5,1 Hz) referente a um hidrogénio
geminal ao grupo hidroxilo correspondente a H-3. O espetro revela ainda sinais de sete
metilos singuletos a 6 1,67; 1,02; 0,95; 0,93; 0,82; 0,78 e 0,75 ppm, correspondem aos
protoes H-30, H-26, H-23, H-27, H-25, H-28 e H-24, respetivamente.

A analise dos dados de RMN de "C (tabela 3.13) permitiu comprovar a natureza
triterpenica desta substancia através da presenca de trinta sinais de carbono, sendo sete
metilos (um sobre ligacdo dupla), onze metilenos (um sp?), seis metinos (um ligado a
oxigénio) e seis quaternarios (um sp?). Entre os sinais observados, destacam-se os sinais a &
109,3 ppm (C-29) e a 6 150,9 ppm (C-20), que sdo caracteristicos dos carbonos olefinicos dos
triterpenos com esqueleto lupano (Souza et al., 2001), bem como o sinal a 6 79,0 ppm,
caracteristico do carbono oximetinico C-3, e os metilos a 6 28,0; 19,3; 18,0; 16,1; 16,0; 15,3
e 14,5 ppm, correspondentes aos carbonos C-23, C-30, C-28, C-25, C-26, C-24 e C-27.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em
conjunto com a informacao derivada da literatura (Souza et al., 2001) chegou-se a conclusao

gue o composto B7 é o lupeol (figura 3.22).

Figura 3.22: Estrutura do lupeol.
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Tabela 3.13: Dados de RMN 'H, C e correlacées de HMBC do composto B7.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C  OH (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 38,7 CH, 0,89 (m) 3,5,10, 25
1,66 (m)
2 27,4 CH, 0,99 (m) 23, 25
1,36 (m)
3 79,0 CH 3,18 (dd, J = 11,2; 5,1) 4,23, 24
4 38,0 C - -
5 55,3 CH 0,69 (m) 1, 10, 25
6 18,3 CH, 1,38 (m) 23,25
1,51 (m)
7 34,2 CH, 1,37 (m)
2,29 (m)
8 40,8 C - -
9 50,4 CH 1,26 (m) 25
10 37,1 C - -
11 20,9 CH, 1,25 (m)
1,40 (m)
12 25,1 CH, 1,04 (m)
1,64 (m)
13 38,0 CH 1,63 (m) 14, 19
14 42,8 C -
15 27,4 CH, 1,58 (m) 13, 14, 27
1,66 (m)
16 35,6 CH, 1,47 (m) 17, 18
1,67 (m)
17 43,0 C -
18 48,3 CH 1,35 (m) 16, 22
19 48,0 CH 2,37 (td, J = 11,0; 6,0) 13, 18, 20, 21, 29, 30
20 150,9 C - -
21 29,8 CH, 1,90 (m) .
22 40,0 CH, 1,18 (m) 17, 21, 28
1,35 (m)
23 28,0 CH; 0,95 (s) 3,4,5,24
24 15,3 CHs 0,75 (s) 3,4,5,23
25 16,1 CHs 0,82 (s) -
26 16,0 CH; 1,02 (s) 7,8,9, 14
27 14,5 CHs 0,93 (s) 8, 13, 14, 15
28 18,0 CH; 0,78 (s) 16, 17, 18, 22
29 109,3 CH, 4,55 (dq, J =2,7; 1,4) 19, 30
4,68 (d, J =2,4)
30 19,3 CH; 1,67 (sl) 19, 20, 29

Através da revisdo da literatura verificou-se que este composto ja foi isolado nas
folhas da C. gratissimus (Langat et al., 2011), dai nao ser uma surpresa o facto de estar
presente na parte aérea desta planta. O lupeol foi, também, encontrado em varias espécies
do género Croton, como por exemplo na composicao quimica das folhas da C. heterocalyx
(Moreno et al., 2009).
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3.3.1.8. B8 - Germacra-4(15),5,10(14)-trien-18-ol

Este composto foi obtido na fracdo 38 a 42 da cromatografia Cro16, sendo um oleo
incolor. No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas do grupo hidroxilo a 3412
cm’, das ligacées =CH a 3086 cm’, das ligacdes C=C a 1671 cm™".

0 espectro de RMN de 'H (tabela 3.14) revelou dois metilos dupletos a 5 0,89 (J = 6,8
Hz) e 0,81 ppm (J = 6,8 Hz) em H-12 e H-13, respetivamente, correspondentes a um grupo
isopropilo. Observou-se, ainda, um hidrogénio geminal a oxigénio como duplo dupleto a 6
3,76 ppm (J = 11,8; 4,0 Hz), dois protdes olefinicos, um dupleto a 6 5,98 ppm (J = 15,8 Hz) e
um duplo dupleto a 6 5,42 ppm (J = 15,8; 10,3 Hz) que apresentam uma constante de
acoplamento de J = 15,8 Hz indicando que sdo protdes olefinicos trans vicinais,
correspondentes a H-5 e H-6, respetivamente. Os sinais do singuleto largo a & 5,26 ppm e do
dupleto a § 4,98 ppm (J = 2,0 Hz), correspondem a uma dupla ligacdo exociclica atribuivel aos
protoes em H-14 e os singuletos largos a 0 4,91 e 4,83 ppm correspondem aos protoes H-15 de

outra dupla ligacao exociclica.

Tabela 3.14: Dados de RMN 'H, *C e correlacdes de HMBC do composto BS.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C  &H (ppm) (Juy in Hz) HMBC

1 76,0 CH 3,76 (dd, J = 11,8; 4,0) 3,9,10, 14

2 36,2 CH, 1,69 (m) 1,3,4,5,9,10
2,03 (m)

3 29,9 CH, 2,19 (ddd, J = 13,0; 5,6; 1,2,4,5,15
2,7)
2,42 (td, J = 13,0; 4,9)

4 146,8 C -

5 129,7 CH 5,98 (d, J = 15,8) 2,3,4,7,8,15

6 138,0 CH 5,42 (dd, J = 15,8; 10,3) 4,7,8,11,15

7 52,5 CH 1,79 (m) 5,6,8, 11,12, 13

8 36,2 CH, 1,63 (m) 1,5,6,7,9,10, 14
2,04 (m)

9 34,5 CH, 1,63 (m) 1,6,7,8,10, 14
2,61 (m)

10 153,5 C -

11 31,8 CH 1,47 (dt, J = 13,6; 6,8) 6,7,8,12,13

12 20,7 CHs 0,89 (d, J = 6,8) 7,11, 13

13 20,5* CH; 0,81 (d, J = 6,8) 7,11,12

14 110,6 CH, 4,98 (d, J =2,0) 1,9, 10
5,26 (sl)

15 112,9 CH, 4,83 (s) 2,3,4,5
4,91 (sl)

*intercambiaveis

A andlise dos dados de RMN de "*C (tabela 3.14) permitiu comprovar a presenca de
quinze sinais de carbono, sendo dois metilos, seis metilenos (dois sp?), cinco metinos (dois sp*
e um geminal a um hidroxilo) e dois quaternarios sp’. Neste espetro foi possivel, também,
observar os carbonos olefinicos a & 153,5; 146,8; 138,0; 129,7; 112,9 e 110,6 ppm,

correspondendo aos carbonos C-10, C-4, C-6, C-5, C-15 e C-14. Observou-se um carbono
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oxigenado a & 76,0 ppm correspondente ao carbono C-1. A auséncia de carbonos quaternarios
sp® indica que este sesquiterpeno serd do tipo macrociclico em que dois dos metilos se
transformaram em ligacdes duplas exociclicas e os outros dois metilos, que apresentam
correlacao HMBC a duas ligacées com o metino a 6 31,8 ppm constituem um grupo isopropilo
(Brown et al., 2003; Kwon et al., 2001), ja anteriormente referénciado no espetro de RMN de
'H.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em
conjunto com a informacao derivada da literatura (Brown et al., 2003; Kwon et al., 2001)
chegou-se a conclusdao que o composto B8 é o germacra-4(15),5,10(14)-trien-18-ol (figura
3.23).

Figura 3.23: Estrutura do germacra-4(15),5,10(14)-trien-18-ol.

Nao foram encontradas referéncias de que o germacra-4(15),5,10(14)-trien-18-ol
tenha sido encontrado na C. gratissimus. Um composto relativamente semelhante ja foi
isolado na casca da raiz da C. pseudopulchellus, composto este denominado por germacra-
4(15)-5,10(14)-trien-98-ol, em que a diferenca reside apenas na posicao do grupo hidroxilo
(Langat et al., 2012).

3.3.1.9. B9 - B-Sitosterol

Este composto foi obtido na fracdao 46 a 52 da cromatografia Cro16, sendo um 6leo
incolor. Os espetros de RMN 'H e 'C s&o iguais aos do composto A1 isolado na P. thonningii
pelo que se considerou que B9 é o B-sitosterol. O B-sitosterol € um composto muito comum
em plantas, foi isolado nas folhas da C. zambesicus (Block et al., 2004), sinénimo de C.
gratissimus. No entanto, também pode ser encontrado em varias espécies do género Croton

como, por exemplo, na parte aérea da C. draco (Murillo et al., 2001).
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3.3.1.10. B10 - ent-Kaur-16-en-19-ol

Este composto foi obtido da fracdo 30 a 31 da cromatografia Cro17, sendo um oleo
incolor com [c1]§)O = - 31,3° (CHCl;, c = 0,064). No espectro de IV observam-se absorcoes

caracteristicas do grupo hidroxilo a 3373 cm™.

O espetro de RMN de 'H revelou dois metilos singuletos a 6 1,00 e 0,95 ppm
correspondendo aos protoes H-18 e H-20, dois singuletos largos a 0 4,78 e 4,72 ppm, de dois
hidrogénios da ligacdo dupla exociclica (Henriete et al., 2002) e dois sinais de hidrogénios
geminais a oxigénio um duplo dupleto a 6 3,44 ppm (J = 11,0; 1,2 Hz) e um dupleto a & 3,73
ppm (J = 11,0 Hz).

O espetro de RMN 3C (tabela 3.15) associado ao espetro DEPT apresentou vinte
atomos de carbono, sendo dois metilos, onze metilenos (um sp? e um geminal a um grupo
hidroxilo), trés metinos e quatro quaternarios (um sp?). Os dois espetros de RMN sdo muito
semelhantes aos do composto B4 exceto em relacdo a auséncia do grupo acido carboxilico e o
aparecimento de um metileno oxigenado, a comparacao entre os espetros dos dois compostos
revela a substituicdo do grupo acido carboxilico por um grupo hidroxilo em C-19.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e *C e em conjunto com a
informacao derivada da literatura (Henriete et al., 2002; Silva et al., 2012; Rahman e Ahmad,

1992) chegou-se a conclusao que o composto B10 é o ent-kaur-16-en-19-ol (figura 3.24).

Tabela 3.15: Dados do espetro de RMN *C de B10 comparados com a literatura (Henriete et al., 2002).

Posicao (C) Tipo de C 6 C (ppm) 0 C (ppm) literatura
1 CH, 40,5 40,8
2 CH, 18,3 18,3
3 CH, 35,6 35,8
4 C 38,7 38,7
5 CH 56,8 56,9
6 CH, 20,5 21,6
7 CH, 41,6 41,4
8 C 44,2 44,2
9 CH 56,2 56,3
10 C 39,2 39,3
11 CH, 18,2 18,2
12 CH, 33,2 33,3
13 CH 44,0 44,0
14 CH, 39,7 39,7
15 CH, 491 49,3
16 C 156,1 155,6
17 CH, 103,1 102,9
18 CH; 27,1 27,1
19 CH, 65,6 65,6
20 CH; 18,1 18,1
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Figura 3.24: Estrutura do ent-kaur-16-en-19-ol.

Nao foram encontradas referéncias de que o ent-kaur-16-en-19-ol tenha sido isolado
na C. gratisssimus. Nao entanto, como referido anteriormente, ha que salientar que os
compostos com esqueleto do tipo kaurano sao muito comuns no género Croton (Salatino et
al., 2007).

3.3.1.11. B11 - 756-Metoxiopposit-4(15)-en-18-ol

Este composto foi obtido das fracdes 31 a 35 das cromatografias Cro19, sendo um 6leo
incolor.

O espetro de RMN de 'H (tabelas 3.16; figura A13) sugere a presenca de um grupo
metoxilo pelo singuleto a 6 3,30 ppm, apresenta ainda dois metilos dupletos a 6 0,95 e 0,88
ppm (d, J = 6,8 Hz, cada), correspondentes a H-13 e H-12, respetivamente e um metilo
singuleto a & 0,64 ppm (H-14). Este espetro apresenta, também, um sinal de um hidrogénio
geminal a um grupo hidroxilo a & 3,56 ppm (dd, J = 11,9; 4,9 Hz), correspondente a H-1.
Neste espetro sao ainda observados sinais de dois protoes de um metileno terminal a 0 4,85
ppm e 4,77 (q, J = 1,8 Hz, cada), correspondentes a H-15.

O espetro de RMN "C (tabelas 3.16; figura A13) associado ao espetro DEPT (figura
A14) aferiu 16 atomos de carbono sendo quatro metilos (um metoxilo), cinco metilenos (um
metileno terminal), cinco metinos (dois ligados a oxigénio) e dois quaternarios (um olefinico).

Os espetros de RMN-2D, HSQC (figura A15) e HMBC (figura A16) do composto
permitiram concluir que este composto apresentava trés metilos [0 0,64 (s, H-14), 0,95 e 0,88
ppm (d, J = 6,8 Hz cada: H-13 e H-12); 6 12,3; 21,0; 16,3 ppm, respetivamente], um metileno
terminal [0 4,85 (q, J = 1,8 Hz; H-15) e 4,77 ppm (q, J = 1,8 Hz; H-15); & 107,4 e 146,0 ppm],
um hidrogénio geminal a um grupo oxigenado a 6 3,56 ppm (dd, J = 11,9; 4,9 Hz; 6 79,3 ppm;
H-1) e um grupo metoxilo [0 3,30 (s); 60,8 ppm; 7-OCHs] que sdo caracteristicos de um
esqueleto oppositano (Yang et al., 2007). A presenca do grupo isopropilo do esqueleto
oppositano é revelada pela correlacdo de HMBC entre os dois metilos dupleto [0,95 e 0.88
ppm (d, J = 6,8 Hz cada); 6 21,0; 16,3 ppm, respetivamente] com o metino 6 31,3 ppm sendo
que este isopropilo se encontra ligado ao carbono que suporta o metoxilo como se conclui das

correlacoes a trés ligacdes entre os dois metilos do isopropilo e o C-7 (tabela 3.16). O grupo
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hidroxilo encontra-se ligado ao C-1 como revalam as correlacées de HMBC do sinal a 6 3,56
ppm (H-1) com o Me-14 (6 12,3 ppm), CH,-9 (6 37,1 ppm) e CH,-2 (6 31,9 ppm).
Tabela 3.16: Dados de RMN 'H, 3C e correlacées de HMBC do composto B11.

Posicao (C) &6 C (ppm) TipodeC & H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 79,3 CH 3,56 (dd, J = 11,9; 4,0) 2,5,9,10, 14
2 31,9 CH, 1,24 (m) 1,3

1,48 (m)
3 34,9 CH, 2,04 (td, J = 13,7; 5,6) 1,2,4,5,15
2,30 (ddd, J = 13,7; 5,4; 2,0)
4 146,0 C -
5 55,3 CH 1,82 (m) 1,3,4,6,7,10, 14, 15
6 39,0 CH 2,38 (m) 5,7
7 91,5 CH 2,77 (dd, J = 8,1; 3,6) 5, 6,8, 11, 12,13, -0CH;
8 26,1 CH, 1,35 (m) 6,7,9,10
1,85 (m)
9 37,1 CH, 1,33 (m) 5,6,8, 14
1,69 (m)
10 49,3 C
11 31,3 CH 1,74 (m) 6,7
12 16,3 CHs 0,88 (d, J = 6,8) 7,11, 13
13 21,0 CH; 0,95 (d, J = 6,8) 7,11,12
14 12,3 CHs 0,64 (s) 1,5,9,10
15 107,4 CH, 4,77 (q, J = 1,8) 3,4,5
4,85 (q, J = 1,8)
-OCH,3 60,8 CHs 3,30 (s) 7

Com base nos dados dos espetros de RMN de 'H e *C, 'H-'H COSY, HSQC, HMBC
(figuras A15 e A16) e em conjunto com a informacao derivada da literatura (Yang et al., 2007;
Al-Rehaily et al., 2002) chegou-se a conclusdao que o composto B11 é o 78-metoxiopposit-
4(15)-en-1B-ol (figura 3.25).

13

1
15 H3CO 12

Figura 3.25: Estrutura do 78-metoxiopposit-4(15)-en-18-ol.

Este composto ja tinha sido identificado numa mistura (B2a). Como foi referido
anteriormente nao existem referéncias na bibliografia sobre a presenca de opositanos no
género Croton. Por outro lado, a ocorréncia de opositanos em plantas € extremamente rara

pelo que este composto € um bom marcador taxonémico da C. gratissimus (Quiita).
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3.3.1.12. B12 - Acido 15-metoxi-neo-clerodan-3,13-dien-15, 16-olida-18-6ico

Este composto foi obtido da fracao 17 a 19 da cromatografia Cro21 como uma mistura
epimérica em que alguns dos sinais aparecem duplicados nos espetros de RMN, sendo um oleo
incolor. No espectro de IV observam-se absorcoes caracteristicas do grupo hidroxilo de um
acido carboxilico a 3586-2500 cm™, da ligacdo C=0 de uma y-lactona a 1770 cm™ de um &cido
carboxilico a,B-insaturado a 1686 cm™ e de ligacdo C=C a 1636 cm™.

0 espetro de RMN de 'H (tabela 3.17) indicou a presenca de dois tripletos largos a &
6,75 e 5,71 (J = 1,4 Hz) ppm que podem corresponder aos protdes H-14 e H-15 de uma lactona
a,B insaturada C-13/C-16 (Krishna et al., 1999). Observaram-se, também, dois metilos
singuletos a 6 1,23 e 0,75 ppm e um metilo dupleto a 0,80 (J = 6,1 Hz), correspondentes aos
hidrogénios H-19 e H-20 e H-17 que sdo carateristicos de um anel A/B trans fundido de um
esqueleto do tipo clerodano (Santos et al., 2007; Krishna et al., 1999) e, ainda, um tripleto
largo a 6,83 ppm (J = 2,2 Hz) de um metino olefinico e um metilo singuleto a 6 3,55/3,56
ppm, carateristico da presenca de um grupo metoxilo.

0 espetro de RMN de C (tabela 3.17) associado ao espetro DEPT apresentou vinte e
seis sinais correspondentes a vinte e um atomos de carbono de dois epimeros, sendo cinco
metilos (dois metoxilos epiméricos), oito metilenos (dois epiméricos), sete metinos (quatro
sp” epiméricos, um ligado a metoxilo) e seis quaternarios (dois de ligacdo dupla, um de uma
lactona e um de um acido carboxilico). Entre os sinais observados a 0 46,7; 38,8; 37,6 e 36,3
ppm correspondentes aos carbonos C-10, C-9, C-5 e C-8, respetivamente, sdao compativeis
com o esqueleto diterpeno do tipo clerodano (Santos et al., 2007). A correlacao de HMBC do
sinal a & 3,55 ppm com 6 102,5 ppm coloca esta substituicao em C-15. Os sinais a 139,3 ppm
(C-13), 141,2/141,3 ppm (C-14), 102,5 ppm (C-15), 171,4 ppm (C-16) e do metoxilo a
57,0/57,1 ppm, obtida pelas correlacoes de HMBC observadas para os sinais a 6,75 ppm (H-14)
e 5,71 ppm (H-15) confirmam a presenca de um substituinte metoxi-lactona com um
substituinte a-alquilo (Krishna et al., 1999; Omosa et al., 2010); a presenca de dois sinais de
metoxilo 57,0/57,1 ppm confirma a existéncia de uma mistura epimérica (Omosa et al.,
2010).

Segundo a literatura, em diterpenos clerodanos quando C-17 e C-20 estdao em
configuracao cis, o deslocamento quimico de C-20 é J§ =18,0 ppm, enquanto, que, na
configuracao trans toma o valor de 6 =26,0 ppm (Santos et al., 2007; Omosa et al., 2010;
Krishna et al., 1999); Como o sinal observado para C-20 neste espetro foi de 6 18,2 ppm
confirma-se uma configuracao cis entre C-20 e C-17, pelo que se trata de um neo-clerodano.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em
conjunto com a informacao derivada da literatura (Sing et al., 1988; Krishna et al., 1999;
Omosa et al., 2010) chegou-se a conclusdao que o composto B12 é o acido 15-metoxi-neo-
cleroda-3,13-dien-15,16-olida-18-6ico (figura 3.26).

Laura Isabel Nave Canelo 97



Resultados e discussio

Tabela 3.17: Dados de RMN 'H, C e correlacées de HMBC do composto B12.

Posicao (C) 0 C (ppm) Tipode C  &H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 17,4 CH, 1,45 (m) 3,59,10
1,65 (m)
2 27,4 CH, 2,29 (m) 1, 4,10
3 140,2/140,3* CH 6,83 (tl, J = 2,2) 1,2,4,5,18
4 144,2 C
5 37,6 C - -
6 35,7 CH, 1,12 (m) 4,7,8,10, 19
2,42 (m)
7 27,2 CH, 1,41 (m) 5
8 36,3 CH 1,51 (m) 6, 10, 12
9 38,8 C - -
10 46,7 CH 1,31 (d, J = 11,8) 2,4,5,8,9,19, 20
11 35,7/35,8* CH, 1,62 (m) 8,9
12 19,0 CH, 2,04 (m) 11, 16
2,19 (m)
13 139,3 C - -
14 141,2/141,3* CH 6,75 (tl) 12, 13, 15, 16
15 102,5 CH 5,71 (tl) 13, 16, -OCH;
16 171,4 C - -
17 15,9 CH; 0,80 (d, J = 6,1) 7,8,9
18 172,0 C - -
19 20,5 CH; 1,23 (s) 4,5,10
20 18,2 CH; 0,75 (s) 9, 10, 11
-OCH, 57,0/57,1% CH; 3,55 (s) 15
3,56 (s);
S

Figura 3.26: Estrutura do acido 15-metoxi-neo-cleroda-3,13-dien-15,16-olida-18-06ico.

Nao foram encontradas referéncias de que o acido 15-metoxi-neo-cleroda-3,13-dien-
15,16-olida-18-6ico tenha sido isolado na C. gratisssimus. No entanto, os compostos com
esqueleto do tipo clerodano sdo muito comuns no género Croton (Salatino et al., 2007) e tem
aumentado o interesse em compostos com este tipo de esqueleto neste género Croton devido

as suas propriedades citotdxicas, anti-HIV-1 e antitumurais (Ngadjui et al., 2002).

98 Laura Isabel Nave Canelo



Resultados e discussio

3.3.2. Compostos isolados na fracao de cloroférmio

3.3.2.1. B13 - 6a-Metoxieudesm-4(15)-en-18-ol

Este composto foi obtido da fracdo 10 a 12 da cromatografia Cro23, sendo um oleo
incolor. No espectro de IV observam-se absorcoes caracteristicas do grupo hidroxilo a 3433
cm’, da ligacdo C=0 a 1770 cm™.

O espetro de RMN de 'H (tabelas 3.18; figura A17) sugere a presenca de um grupo
metoxilo pela presenca de um singuleto a 6 3,17 ppm além dos sinais de dois dupletos a 0
0,94 e 0,86 ppm (d, J = 7,0 Hz, cada), correspondentes a H-13 e H-12, respetivamente, e um
metilo singuleto a § 0,71 ppm (H-14). Este espetro apresenta ainda um sinal de um hidrogénio
geminal a um grupo hidroxilo a 6 3,40 ppm (dd, J = 11,7; 4,7 Hz), correspondente a H-1.
Neste espetro sdo ainda observados sinais de dois hidrogénios de um metileno terminal a 6
4,95 ppm (q, J = 1,6 Hz) e 4,85 (d, J = 2,5 Hz), correspondentes a H-15. Este espetro é

semelhante ao do composto anteriormente identificado numa mistura, o composto B2b.

Tabela 3.18: Dados de RMN 'H, *C e correlacdes de HMBC do composto B13.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C & H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 79,5 CH 3,40 (dd, J = 11,7; 4,7) 9, 14
2 32,1 CH, 1,50 (m) 1, 3, 10,
1,83 (m)
3 35,1 CH, 2,07 (dl, J = 5,1) 2,4,15
2,29 (ddd, J = 13,2; 5,1; 2,3)
4 144,6 C -
5 51,2 CH 1,90 (m) 4,6,7,10, 14, 15
6 74,9 CH 3,55 (t, J = 10,6) 5, 7, OCH;
7 46,3 CH 1,48 (m) 6
8 18,4 CH, 1,54 (m) 7,9,10
9 36,3 CH, 1,08 (td, J = 12,9) 1,5, 6, 8,10, 14
1,89 (m)
10 42,0 C - -
11 25,7 CH 2,12 (m) 12, 13
12 15,9 CH; 0,86 (d, J=7,0) 7,11, 13
13 21,1 CH; 0,94 (d, J=7,0) 7, 11,12
14 11,7 CHs 0,71 (s 1,5,9,10
15 109,0 CH, 4,85 (d, J = 2,5) 3,5
4,95 (q, J = 1,6)
-OCH,3 52,6 CHs 3,17 (s 7

0 espetro de RMN de 3C (tabelas 3.18; figura A17) associado ao espetro DEPT (figura
A18) aferiu dezasseis atomos de carbono sendo quatro metilos (um metoxilo), cinco metilenos
(um metileno terminal), cinco metinos (dois ligados ao oxigénio) e dois quaternarios (um
olefinico).

Os espetros de RMN-2D HSQC (figura A19) e HMBC (figura A20) do composto
permitiram concluir que este composto apresentava trés metilos [0 0,71 (s, H-14), 0,94 e 0,86
ppm (d, J = 7,0 Hz cada: H-13 e H-12); & 11,7; 21,1; 15,9 ppm respetivamente], um metileno
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terminal [0 4,95 (sl; H-15) e 4,85 ppm (sl; H-15); 6 109,0 e 144,6 ppm], um hidrogénio
geminal a um grupo oxigenado a 6 3,40 ppm (dd, J = 11,7; 4,7 Hz; 6 79,5 ppm; H-1) e um
grupo metoxilo [0 3,17 (s); 52,6 ppm]. Observou-se que existia uma correlacao entre os dois
metilos dupleto [6 0,94 e 0,86 ppm (d, J = 7,0 Hz cada); 6 21,1; 15,9 ppm respetivamente]
com o metino & 25,7 ppm (C-11) e com o metino a 6 46,3 ppm (C-7) e nao apresenta
correlacao com o C-6 que suporta o grupo metoxilo (tabela 3.18) o que é carateristico de um
esqueleto eudesmano. O grupo hidroxilo encontra-se ligado ao C-1 como revalam as
correlacées de HMBC do sinal a & 3,40 ppm (H-1) com o Me-14 (6 11,7 ppm) e CH;-9 (0 36,3
ppm).

Com base nos dados dos espetros de RMN de 'H e C, 'H-'H COSY, HSQC, HMBC
(figuras A19 e A20) e em conjunto com a informacao derivada da literatura (Itokawa et al.,
1983) chegou-se a conclusdo que o composto B13 é o 6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol (figura
3.27).

OH ,,

13

L OCH;

Figura 3.27: Estrutura do 6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol.

Este composto ja tinha sido identificado na mistura (B2). Um outro eudesmano foi ja

isolado na C. gratissimus, o 6a-eudesm-4(15)-en-18-diol (Langat et al., 2011).

3.3.3. Compostos isolados na fracao de acetato de etilo

3.3.3.1. B14 -Sacarose

Este composto foi obtido da fracdo 5 a 7 da cromatografia Cro26, sendo um soélido
amorfo. No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas de grupos hidroxilo a 3287
cm™.

0 espetro de RMN de 'H (tabela 3.19) verificou-se a presenca de sinais entre 4,18 a
3,36 ppm, na regiao carateristica dos acUcares pelo que é uma indicacdo que a molécula
devera ser um aclcar (Moccelini et al., 2009). A presenca de um protao anomérico dupleto a
0 5,40 ppm (J = 3,8 Hz) correspondente a H-1 e um duplo dupleto a 6 3,43 ppm (J = 9,8 Hz;
3,8 Hz) correspondente a H-2. Observaram-se, ainda, sinais de dois dupletos a 6 3,66 e 3,61

ppm (J = 12,2 Hz cd) e um dupleto a 4,18 ppm (J = 8,2 Hz).
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O espetro de RMN '3C (tabela 3.19) associado ao espetro DEPT apresentou doze
atomos de carbono, sendo trés metilenos (trés oximetilenos), oito metinos e um quaternario.
Neste espectro foi possivel observar os sinais a 6 93,6 ppm (C-1) de um carbono anomérico
que é tipico de um aclcar terminal (redutor), que neste caso € devido a constante de
acoplamento de J = 3,8 Hz, confirma a presenca da a-D-glucose (Agrawal, 1992). O sinal a 0
105,3 ppm (C-2’) de um carbono quaternario é carateristico de um residuo B-D-frutose
(Agrawal, 1992) indica que o dissacarideo é a sacarose na forma a-D-glucopiranosil-B8-D-
frutofuranosido.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em
conjunto com a informacao derivada da literatura (Nakano et al., 1986) confirmou-se que o

B14 é o a-D-glucopiranosil-B-D-frutofuranosido ou dissacarido sacarose. (figura 3.28).

Tabela 3.19: Dados de RMN 'H, 3C e correlacées de HMBC do composto B14.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C  &H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 93,6 CH 5,40 (d, J = 3,8) 2,3,5,2’
2 73,2 CH 3,43 (dd, J = 9,8; 3,8) 3,4
3 74,4 CH 3,83 (m) 4
4 71,3 CH 3,36 (t, J=9,5) 3,56
5 74,6 CH 3,71 (m) 1, 4
6 62,2 CH, 3,71 (m) 4

3,81 (m)
1’ 64,0 CH, 3,61 (d, J=12,2) 2,3
3,66 (d, J =12,2)
2’ 105,3 C - -
3 79,3 CH 4,18 (d, J = 8,2) 4’
4’ 75,7 CH 4,02 (m) 3,5
5’ 83,8 CH 3,76 (m) 2,4
6’ 63,4 CH, 3,76 (m) .

Figura 3.28: Estrutura da sacarose na forma a-D-glucopiranosil-B8-D-frutofuranosido.

Nao foram encontradas referéncias de que a sacarose tenha sido isolada na C.
gratissimus ou mesmo no género Croton. Contudo, ndo se pode ignorar o facto de as plantas
produzirem metabolitos primarios, pelo que nao é de estranhar o isolamento da sacarose

nesta planta.
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3.3.3.2. B15 - trans-4-Hidroxi-N-metilprolina

Este composto foi obtido da fracao 4 da cromatografia Cro27, sendo um 6leo incolor.
No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas de grupos hidroxilo a 3405 cm™, de
C=0 de acidos carboxilicos a 1625 cm™.

0 espetro de RMN de 'H (tabela 3.20; figura A21) apresenta um triplo tripleto a & 4,50
ppm (J = 4,6; 2,2 Hz) de um hidrogénio geminal a grupo hidroxilo e um metilo ligado a
nitrogénio a ¢ 3,02 ppm.

0 espetro de RMN "*C (tabela 3.20; figura A21) associado ao espetro DEPT (figura A22)
apresentou seis atomos de carbono, sendo um metilo (ligado a nitrogénio) dois metilenos (um
ligado a nitrogénio), dois metinos (um ligado a um grupo hidroxilo) e um quaternario (de um
acido carboxilico). Neste espectro foi possivel observar os sinais a 6 172,8 ppm de um acido
carboxilico, a 6 44,0 ppm do metilo a 6 3,02 ppm, que apresentava correlacdes de HMBC com
o metino a 71,9 ppm (4,07; dd; J = 10,8; 7,4; C-2) e o metileno a 64,2 ppm [3,09 (dt, J =
12,6; 2,0) e 3,84 (dd, J = 12,5; 4,6); C-5], a presenca de um oximetino a 70,9 ppm e um outro
metileno menos desblindado a 40,3 ppm apontam para a estrutura de uma prolina N-metilada
(Moustapha et al., 2011). A posicao do acido carboxilico como substituinte em C-2 foi
confirmada pelas correlacoes de HMBC de H-2 com 2-COOH.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e *C, 'H-'"H COSY, HSQC, HMBC
(figuras A23 e A24) e em conjunto com a informacao derivada da literatura (Moustapha et al.,

2011) confirmou-se que o B15 trans-4-hidroxi-N-metilprolina (figura 3.29).

Tabela 3.20: Dados de RMN 'H, *C e correlacdes de HMBC do composto B15.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C  &H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 - - - -
2 71,9 CH 4,07 (dd, J = 10,8; 7,4) 3, N-CH; 2-COCOH
3 40,3 CH, 2,17 (ddd, J = 13,8; 10,8; J =4,8) 2, 4,5, 2-COOH
2,47 (ddt, J = 13,8; J = 2,0)
4 70,9 CH 4,50 (tt, J = 4,6; 2,2) 2,5
5 64,2 CH, 3,09 (dt, J = 12,6; 2,0) 3, 4, N-CH;
3,84 (dd, J = 12,5; 4,6)
2-COOH 172,8 C - -
N-CH,3 44,0 CHs 3,02 (s) 2,5

HO

Figura 3.29: Estrutura da trans-4-hidroxi-N-metilprolina

Nao foram encontradas referéncias de que a trans-4-Hidroxi-N-metilprolina tenha sido

isolada na C. gratissimus ou mesmo no género Croton.
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3.4. Caraterizacao dos compostos isolados da Peltophorum

africanum

Nesta parte do trabalho serao discutidos os compostos isolados (C) das cromatografias
(Pel) encontrados na parte aérea da Peltophorum africanum, cujas propriedades ja foram

descritas em capitulos anteriores.
3.4.1. Compostos isolados na fracao de hexano

3.4.1.1. C1 - Lupeol

Este composto foi obtido da fracdo 22 a 24 da cromatografia Pel4, sendo um oleo
incolor. Os espetros de RMN de 'H e C s&o semelhantes a B7 que foi anteriormente isolado
na C. gratissimus (B7) pelo que a sua caraterizacao quimica remete a 3.3.7.

Nao foram encontradas referéncias de que o lupeol tenha sido isolado quer na P.

africanum quer no género Peltophorum.
3.4.2. Compostos isolados na fracao de cloroformio

3.4.2.1. C2 - Mallanodsido A

Este composto foi obtido da fracdo 11 a 12 da cromatografia Pel6, sendo um oleo
incolor. No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas do grupo hidroxilo a 3385
cm’’, da ligacdo C=0 a 1698 cm™, da ligacdo C=C a 1608.

0 espetro de RMN de 'H (tabela 3.21; figura A25) apresenta um singuleto a & 7,09 ppm
(H-6), sugerindo a presenca de um anel aromatico penta-substituido (Kiem et al., 2010) e um
grupo metoxilo a 6 3,91 ppm (s). O dupleto observado a & 4,96 ppm (H-1’), que apresenta
uma constante de acoplamento de 10,5 Hz indica-nos que estamos perante uma estrutura C-
glucopiranosil (El-Sayed et al., 2006), que pode ser confirmada através da presenca do
oximetileno a 6 4,02 ppm e 3,69 ppm correspondente a H-6’, assim como os oximetinos que
se encontram no intervalo 4,96 a 3,44 ppm (Kiem et al., 2010).

0 espetro de RMN "*C (tabela 3.21; figura A25) associado ao espetro DEPT (figura A26)
apresentou catorze atomos de carbono, sendo um metilo de (um metoxilo), um oximetileno,
seis metinos (trés oximetinos e um aromatico) seis quaternarios (um carboxilo e cinco
aromaticos). A presenca de um anel aromatico penta-substituido é confirmada pela presenca
dos sinais a 0 153,3; 149,4; 142,2; 119,4; 117,3 e 111,0 ppm. O metoxilo a 6 60,9 ppm (& 3,91
ppm) encontra-se como substituinte de C-4 o que se confirma pela correlacdo de HMBC do
sinal a 0 3,91 ppm com o C-4. O substituinte acido carboxilico encontra-se ligado ao C-1 como

indica a correlacao de HMBC entre o H-6 e o carbono a 6 165,8 ppm.

Laura Isabel Nave Canelo 103



Resultados e discussio

Através do espetro de HMBC (figura A27) foi possivel observar as correlacoes
existentes entre o singuleto 6 4,96 ppm (H-1’) e os sinais & 149,4; 119,4 e 117,3 ppm
correspondentes a C-3, C-2 e C-1, respetivamente, o que confirma a presenca de uma ligacao
C-B-glucopiranosilo com o anel aromatico. Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e
3¢, 'H-"H COSY, HSQC, HMBC (figuras A26 e A27) e em conjunto com a informacao derivada
da literatura (Kiem et al., 2010) chegou-se a conclusao que o C2 é o acido 3,5-di-hidroxi-4-
metoxi-2-C-B-D-glucopiranosilbenzoéico, ao qual foi atribuido o nome de mallonandsido A.
(figura 3.30).

Tabela 3.21: Dados de RMN 'H, *C e correlacdes de HMBC do composto C2.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C  &H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 119,4 C - -
2 117,3 C
3 149,4 C
4 142,2 C
5 152,3 C -
6 111,0 CH 7,09 (s) 1,2,4,5,1-COOH
1’ 74,2 CH 4,96 (d, J = 10,5) 1,2,3,2,3,5
2’ 81,4 CH 4,07 (dd, J =10,5; 9,5) 2,1,3
3 75,6 CH 3,85 (m) 2,4
4’ 71,8 CH 3,44 (tl, J =9,1) 3,5,6’
5’ 83,0 CH 3,67 (m) 1°,3,4,6’
6’ 62,8 CH, 3,69 (m) 4’5
4,02 (m)
1-COOH 165,8 C - -
4-0OCH; 60,9 CHs 3,91 (s) 4

COOH

Figura 3.30: Estrutura do mallandsido A.

Nao foram encontradas referéncias de que o mallonanosido A tenha sido encontrado
na P. africanum nem no género Pheltophorum. Esta é unicamente a segunda vez que este
composto € isolado, dado que a primeira vez foi encontrado no extrato metandlico obtido das
folhas da Mallotus nanus (Kiem et al., 2010), pelo que a P. africanum constitui a segunda

fonte conhecida deste composto raro.
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3.5. Caraterizacao dos compostos isolados da Gymnosporia

senegalensis

Nesta parte do trabalho serdo discutidos os compostos isolados (D) das cromatografias
(Gym) encontrados na parte aérea da Gymnosporia senegalensis, cujas propriedades ja foram

descritas em capitulos anteriores.
3.5.1. Compostos isolados no extrato de metanol

3.5.1.1. D1 - B-Sitosterol

Este composto foi obtido da fracdo 25 a 28 da cromatografia Gym3, sendo um 6leo
incolor. Os espetros de RMN 'H e C s&o iguais aos do composto A1 isolado na P. thonningii
pelo que se considerou que D1 é o B-sitosterol. Este composto foi anteriormente isolado na

raiz da Maytenus senegalensis (Sosa et al., 2005), sinonimo de Gymnosporia senegalensis.

3.5.1.2. D2 - 3B-Hidroxi-30-nor-lup-20-ona

Este composto foi obtido da fracdo 20 da cromatografia Gym5, sendo um o6leo incolor.
No espectro de IV observam-se absorcées caracteristicas do grupo hidroxilo a 3459 cm™ e da
ligacdo C=0 a 1704 cm™.

0 espectro de RMN de 'H (tabela 3.22) revelou um duplo dupleto de um oximetino a &
3,18 (J = 11,3 Hz; J = 4,9 Hz) referente ao hidrogénio H-3, sinal carateristico de um
triterpeno com substituicio em 3B-OH (Aradjo e Chaves, 2005). Foi possivel observar,
também, um triplo dupleto a 6 2,56 ppm (J = 11,3 Hz; J = 5,9 Hz), correspondente ao protao
H-19, a desblindagem deste sinal sera devida a proximidade ao carbonilo. Observaram-se
ainda, metilos singuletos a & 2,14; 1,00; 0,95; 0,95; 0,81; 0,76 e 0,75 ppm, correspondem aos
protées H-29, H-26, H-23, H-27, H-25, H-28 e H-24, respetivamente.

A analise dos dados de RMN de C (tabela 3.22) associado ao espetro DEPT revela a
presenca de vinte e nove atomos de carbono, sendo sete metilos (um ligado a um carbonilo),
dez metilenos, seis metinos (um ligado a um hidroxilo) e seis quaternarios (um de um
carboxilo). Entre os sinais observados, destacam-se os sinais a 6 78,9 ppm (C-3)
correspondente ao carbono oximetinico e o sinal a & 212,9 ppm (C-20) que sugere a presenca
de um carbonilo caracteristico de esqueletos do tipo lupano (Aradjo e Chaves, 2005). E
também possivel verificar o desaparecimento do metilo 30 e o aparecimento de um grupo
carbonilo no C-20 o que implica que esta estrutura sera de um nor-lupano. Através do espetro
de HMBC foi possivel observar as seguintes correlacoes: do triplo dupleto a 6 2,56 ppm (H-19)
com 6 221,9 ppm (C-20) e a 6 27,6 ppm (C-21), assim como o tripleto a 6 1,80 ppm (C-18) que

correlaciona com C-19, C-20 e C-28. A posicao do grupo hidroxilo foi confirmada pelas
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correlacées de HMBC entre o 3,18 ppm (H-3) com 6 38,9; 28,0; 15,4 ppm (C-4, C-23 e C-24
respetivamente).
Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em

conjunto com a informacéo retirada da literatura (Ali et al., 2005; Ara(jo e Chaves, 2005)

chegou-se a conclusdo que o composto D2 é o 3B-hidroxi-30-nor-lup-20-ona (figura 3.31).

Tabela 3.22: Dados de RMN "H, 3C e correlacées de HMBC do composto D2.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C  OH (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 38,7 CH, 0,88 (m)
1,63 (m)
2 27,2* CH, - -
3 78,9 CH 3,18 (dd, J = 11,3; 4,9) 4, 23,24
4 38,9 C - -
5 55,3 CH 0,68 (m) 6, 24, 25
6 18,3 CH, 1,38 (m) 5,9
7 34,2 CH, 1,40 (m) -
2,29 (m)
8 40,7 C - -
9 50,3 CH 1,27 (m) 25, 26
10 37,2 C -
11 20,9 CH, 1,25 (m) 8,9,10
1,41 (m)
12 27,3* CH, - -
13 37,0 CH 1,57 (m) 14, 18, 27
14 42,7 C -
15 27,4* CH, -
16 35,0 CH, 1,47 (m)
17 431 C - -
18 49,7 CH 1,80 (t, J = 11,4) 12, 13, 14, 16, 17, 19,
20, 28
19 52,6 CH 2,56 (td, J = 11,3; 5,9) 13, 18, 20, 21
20 212,9 C - -
21 27,6 CH, 2,03 (m) 22
22 39,9 CH, 1,34 (m) -
1,47 (m)
23 28,0 CHs 0,95 (s) 3,4,5,24
24 15,4 CHs 0,75 (s) 4,5,23
25 16,0 CH; 0,81 (s) 1,5,9,10
26 15,9 CHs 1,00 (s) 7,8,9, 14
27 14,5 CH; 0,95 (s) 8,9, 14,15
28 18,0 CH; 0,76 (s) 16, 17, 18, 22
29 29,2 CHs 2,14 (s) 19, 20

*intercambiaveis
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Figura 3.31: Estrutura do 3B-hidroxi-30-nor-lup-20-ona.

Nao foram encontradas referéncias que indiqguem que o 3B-hidroxi-30-nor-lup-20-ona
tenha sido isolado na G. senegalensis, e é a primeira vez que é isolado um esqueleto nor-

lupano no género Gymnosporia.

3.5.1.3. D3 - 3-epi-Gloquidiol

Este composto foi obtido da fracdo 15 a 16 da cromatografia Gym7, sendo um oleo
incolor. No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas do grupo hidroxilo a 3404
cm™, da ligacdo C=C a 1640 cm™.

0 espectro de RMN de 'H (tabela 3.23) revelou um duplo quarteto a & 4,54 ppm (J =
2,4; 1,4 Hz) e um dupleto a 6 4,66 (J = 2,4) em H-29, caracteristicos de dois hidrogénios
olefinicos geminais e os sinais de dois oximetinos a 6 3,23 (dd; J = 12,1; 4,4 Hz) referente ao
hidrogénio H-3, sinal carateristico de um triterpeno 38-OH (Ara(jo e Chaves, 2005) e a 3,41
(dd; J = 11,3; 4,6 Hz) que pelo valor da constante de acoplamento indica, também, uma
orientacdo B (Araljo e Chaves, 2005). Foi possivel observar, também, um duplo tripleto a o
2,35 ppm (J = 11,0; 5,5 Hz), correspondente ao protao H-19. Este espetro apresentou ainda
sinais de metilos singuletos a 6 1,66; 1,03; 0,94; 0,93; 0,89; 0,77 e 0,73 ppm, correspondem
aos protdes H-30, H-26, H-23, H-27, H-25; H-28 e H-23, respetivamente.

A andlise dos dados de RMN de "C (tabela 3.23) associado ao espetro DEPT permitiu
comprovar a natureza triterpenica desta substancia através da presenca de trinta sinais de
carbono, sendo sete metilos (um sobre ligacdo dupla), dez metilenos (um sp?), sete metinos
(dois ligados a um hidroxilo) e seis quaternarios (um sp?). Entre os sinais observados,
destacam-se os sinais a 6 109,5 ppm (C-29) e a 6 150,8 ppm (C-20), que sado caracteristicos de
uma ligacao dupla presente em muitos dos triterpenos com esqueleto lupano (Souza et al.,
2001), bem como o sinal a & 75,8, caracteristico do carbono oximetinico a C-3 e um outro

oximetino a & 79,0 ppm (C-1).
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Através do espetro de HMBC foi possivel observar as seguintes correlacdes: dos sinais
a 0 4,66 e 4,54 ppm (H-29) com & 48,0 ppm (C-19) e a 6 19,2 ppm (C-30) o que confirma a
presenca da ligacao dupla terminal entre o C-20 e o C-29. A posicao do grupo hidroxilo a 0
3,23 ppm (H-3) foi confirmada pelas correlacoes de HMBC entre este sinal e os sinais a 6 27,8
e 14,9 ppm (C-23 e C-24 respetivamente) enquanto, que, o grupo hidroxilo a 6 3,41 ppm (H-1)
foi confirmada pelas correlacées de HMBC entre este sinal e os sinais a 0 38,0; 51,5; 43,6 e
19,9 ppm (C-2, C-9, C-10 e C-25 respetivamente).

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em
conjunto com a informacao derivada da literatura (Souza et al., 2001; Aradjo e Chaves, 2005)
chegou-se a conclusdao que os compostos D3 é o lup-20(29)-eno-18,3B-diol conhecido como 3-

epi-gloquidiol (figura 3.32).

Tabela 3.23: Dados de RMN 'H, *C e correlacdes de HMBC do composto D3.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C  &H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 79,0 CH 3,41 (dd, J = 11,3; 4,6) 2,9,10, 25
2 38,0 CH, 1,59 (m) 1,3,4,10
1,82 (m)
3 75,8 CH 3,23 (dd, J = 12,1; 4,4) 23, 24
4 38,9 C -
5 53,1 CH 0,56 (dd, J = 11,3; 2,6) 4,6,7,9,10, 24, 25
6 18,0 CH, 1,54 (m) 1,3,4,7,10
7 34,1 CH, 1,36 (m)
8 42,9 C - -
9 51,5 CH 1,49 (m) 5, 26
10 43,6 C - -
11 23,8 CH, 1,34 (m) 9,12, 13
2,15 (m)
12 25,1 CH, 1,12 (m) 11, 27
1,65 (m)
13 37,6 CH 1,66 (m) 8,12,17,18, 19, 27
14 41,4 C -
15 27,5 CH, 1,00 (m)
1,61 (m)
16 35,6 CH, 1,47 (m) 8, 15,17, 18
17 42,9 C - -
18 48,3 CH 1,32 (m) 13, 16, 17, 19, 20, 28
19 48,0 CH 2,35 (dt, J = 11,0; 5,5) 13, 18, 20, 21, 29, 30
20 150,8 C - -
21 29,8 CH, 1,89 (m) 18, 19, 22
22 40,0 CH, 1,17 (m) 16, 17, 19, 21
1,38 (m)
23 27,8 CH; 0,94 (s) 2,3,4,5,24
24 14,9 CH; 0,73 (s) 3,4,5,23
25 11,9 CHs 0,89 (s) 5,9,10
26 16,2 CH; 1,03 (s) 7,8,9, 14
27 14,5 CHs 0,93 (s) 8, 14
28 18,0 CHs 0,77 (s) 16, 18, 22
29 109,5 CH, 4,54 (dq, J = 2,4; 1,4) 19, 30
4,66 (d, J =2,4)
30 19,2 CH; 1,66 (sl) 19, 20, 29
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30

Figura 3.32: Estrutura do 3-epi-gloquidiol.

Nao foram encontradas referéncias de que o 3-epi-gloquidiol tenha sido isolado na G.
senegalensis ou mesmo no género Gymnosporia. No entanto, no género Gymnosporia ja foram

isolados compostos com esqueletos do tipo lupano (Wijeratne et al., 1981).

3.5.1.4. D4 - 3B-Hidroxi-lup-20(29)-en-30-al

Este composto foi obtido da fracdo 2 a 3 da cromatografia Gym9, sendo um oleo
incolor. No espectro de IV observam-se absorcdes caracteristicas do grupo hidroxilo a 3418
cm’, da ligacdo C=0 a 1723 cm™.

0 espectro de RMN de 'H (tabela 3.24) revelou um metilo dupleto a & 1,07 ppm (J =
6,9 Hz) e o sinal duplo dupleto a 6 3,23 (J = 11,3; 5,0 Hz) referente ao hidrogénio H-3, sinal
carateristico de um triterpeno 38-OH (Aradjo e Chaves, 2005). Foi possivel observar, também,
um quadruplo dupleto a 6 2,60 ppm (J = 6,9; 3,3 Hz), correspondente ao protao H-20 que
apresenta correlacdo 'H-"H COSY com o metilo dupleto a & 1,07 ppm. Os singuletos a & 1,03;
0,96; 0,91; 0,83; 0,76 e 0,75 ppm, correspondem aos protées H-26, H-24, H-27, H-25; H-23 e
H-28, respetivamente. Apresentou-se, ainda um dupleto muito desblindado a 6 9,86 ppm (J =
2,0 Hz) carateristico de um aldeido (H-30) (Wijeratne et al., 1981).

A analise dos dados de RMN de "C (tabela 3.24) permitiu comprovar a natureza
triterpenica desta substancia através da presenca de trinta sinais de carbono, sendo sete
metilos, nove metilenos, oito metinos (um aldeido, e um ligado a um hidroxilo) e seis
quaternarios. Dos sinais observados, destaca-se o sinal a 6 207,2 ppm (C-30) caracteristico de
um grupo aldeido. Quer o espetro de RMN de 'H quer o de RMN "C deste composto
apresentam muitas carateristicas comuns com os do lupeol, a diferenca reside na existéncia,
neste composto, de um grupo aldeido e a auséncia da ligacdo dupla terminal do lupeol, assim
pode considerar-se que este composto apresenta uma estrutura de esqueleto lupano.

Com base nos valores dos espetros de RMN de 'H e "3C, "H-"H COSY, HSQC, HMBC e em

conjunto com a informacao derivada da literatura (Souza et al., 2001; Aradjo e Chaves, 2005;
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Hui e Li, 1977) chegou-se a conclusdao que os compostos D4 é o 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-30-al
(figura 3.33).

Tabela 3.24: Dados de RMN 'H, *C e correlacdes de HMBC do composto D4.

Posicao (C) & C (ppm) Tipode C  &H (ppm) (Juy in Hz) HMBC
1 38,7 CH, 0,91 (m) -
1,68 (m)
2 27,4 CH, - -
3 78,9 CH 3,19 (dd, J = 11,3; 5,0) 23, 24
4 38,9 C - -
5 55,2 CH 0,69 (m) 4,10, 24, 25
6 18,3 CH, 1,39 (m) -
1,52 (m)
7 34,3 CH, 1,39 (m)
8 40,8 C -
9 49,9 CH 1,29 (m)
10 37,1 C -
11 20,9 CH, 1,30 (m)
1,50 (m)
12 25,1 CH, 1,43 (m) 18
1,90 (m)
13 37,9 CH 1,73 (m) 15
14 43.0 C -
15 27,2 CH, -
16 35,2 CH, 1,31 (m) 14
1,48 (m)
17 43,1 C
18 42,7 CH 1,87 (m) -
19 49,0 CH 1,43 (m) 18, 20
20 49,0 CH 2,60 (qd, J = 6,9; 3,7) 29
21 27,6 CH, - -
22 40,0 CH, 1,11 (m) 18, 19, 20, 21
1,39 (m)
23 28,0 CH; 0,96 (s) 3,4,5,24
24 15,4 CHs 0,76 (s) 3,4,5,23
25 16,1 CH; 0,83 (s) 1,5,9,10
26 16,0 CHs 1,03 (s) 7,8,9, 14
27 14,3 CHs 0,91 (s) 8, 13, 14, 15
28 17,7 CH; 0,75 (s) 16, 17, 18
29 14,5 CHs 1,07 (d, J = 6,9) 19, 20, 30
30 207,2 CH 9,86 (d, J=2,0) -

23 24
Figura 3.33: Estrutura do 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-30-al.
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Nao foram encontradas referéncias de que o 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-30-al tenha sido
isolado na G. senegalensis. No entanto é importante salientar que este composto ja foi
isolado na casca do caule da G. emarginata (Wijeratne et al., 1981), reforcando, assim, a

ideia de que o género Gymnosporia é uma fonte de compostos de esqueletos lupanos.
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Capitulo 4 - Conclusdes e perspetivas
futuras

Neste trabalho foram estudadas:

e Raizes da Piliostigma thonningii (Uige)

e Parte aérea da Croton gratissimus (Quiita)

e Raiz da Peltophorum africanum (Humpata)

e Ramos da Gymnosporia senegalensis (Humpata)

e Raiz da Phragmanthera glaucocarpa (Uige)

Para as trés ultimas ndo foram encontrados estudos na literatura para as partes das
plantas utilizadas.

Sobre a Peltophorum africanum sao conhecidos estudos da composicdo quimica das
sementes (Evans et al., 1985), cerne (Bam et al., 1988; Bam et al., 1990), casca (Mebe e
Makuhunga, 1992) e folhas (Khatab e Nasser, 1998), nao existe nenhum estudo para a sua
raiz. A partir do extrato de metanol que foi fracionado em fracdes de hexano, cloroférmio e
acetato de etilo, foram isolados o lupeol (fracdo de hexano) e o mallanosido A (fracao de
cloroférmio). O lupeol é um composto que se encontra em muitas plantas, no entanto, é esta
a primeira vez que é isolado no género Peltophorum. Quanto ao mallandsido A foi encontrado
pela primeira vez nas folhas da Mallotus nanus (Kiem et al., 2010), sendo esta a segunda vez
que ¢é isolado. Dada a quantidade de composto que foi isolado pode considerar-se que a raiz
da P. africanum é uma fonte natural deste composto. O mallandsido A pertence a classe dos
acidos benzoicos glicosilados, este tipo de composto foi anteriormente encontrado na P.
dubium pelo que estes compostos podem ser considerados marcadores quimiotaxonémicos
destas espécies.

Em relacdo a Gymnosporia senegalensis e ao seu sinonimo Maytenus senegalensis sao
conhecidos estudos sobre a raiz (Pistelli et al., 1998; Sosa et al., 2007), casca da raiz (Khalid
et al., 2007; Hussein et al., 1999) e folhas (Serrano et al., 2008), mas nao se encontra
nenhum estudo sobre os ramos. A partir do extrato de metanol foram isolados o B-sitosterol,
o 3B-hidroxi-30-nor-lup-20-ona, 3-epi-gloquidiol e o 3B-hidroxi-lup-20(29)-en-30-al. O 3B-
hidroxi-lup-20(29)-en-30-al ja foi isolado no género Gymnosporia mas o 3B-hidroxi-30-nor-lup-
20-ona e o 3-epi-gloquidiol nunca foram isolados neste género; e é, também, a primeira vez
gue um composto de esqueleto nor-lupano é isolado no género.

Nao existem reportados quaisquer estudos sobre a Phragmanthera glaucocarpa,
apenas existe um estudo sobre outra espécie do género Phragmanthera (Byamukama et al.,
2011). Apesar desta planta ser utilizada pelos terapeutas tradicionais em Angola, nao foi

isolado qualquer composto na sua raiz.
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Em relacao a Piliostigma thonningii existem varios estudos sobre as folhas (Ibewuike
et al., 1996; Martin et al., 1997), casca do caule (Asuzu et al., 1999; Okwute et al., 1986),
sementes (Jimoh e Oladiji, 2005), vagens (Baratta et al., 1998) e da raiz (Snatzke e Wolff,
1989). A partir do extrato de metanol fracionado em fracao de hexano, cloroférmio e acetato
de etilo, foram isolados o B-sitosterol (fracdo de hexano), acido benzoico (fracao de
cloroférmio), acido 3-0-B-D-fucopiranosilquinovico, acido 3-O-a-L-ramnopiranosilquindvico e
a vincosamida (fracao de acetato de etilo). Todos os compostos, exceto o B-sitosterol, sao
pela primeira vez isolados no género Bauhinia.

Os dois derivados do acido quindvico foram anteriormente testados como inibidores
da fosfodiesterase | (Mostafa et al., 2006), tendo apresentado uma significativa atividade
inibidora da fosfodiesterase |. Assim, pode afirmar-se que devido a presenca destes
compostos na raiz, a P. thonningii apresenta atividade inibidora da fosfodiesterase |, abrindo
uma nova via de utilizacao para esta planta.

O primeiro estudo sobre as raizes da P. thonningii foi realizado numa populacao
recolhida na regidao de Wollega, na Etiopia (Snatzke e Wolff, 1989), e demonstrou que a
composicdo quimica da raiz desta populacdo era constituida pelo acido lambertianico,
lambertianol, éster estearico de lambertianol, acido trans-communico e 5a-estigmasta-7,22-
dien-3B-ol. Como se pode verificar, a composicdo quimica da populacdo de Wollega é
radicalmente diferente da composicao quimica da raiz recolhida no Uige, Angola, pelo que
cada uma das populacoes constituem um quimiotipo. Propde-se, entao, que desde agora a
raiz da P. thonningii seja diferenciada por quimiotipos entre P. thonningii (Wollega) e P.
thonningii (Uige). Propde-se, também, uma vez que os alcaloides sao raramente encontrados
no género Bauhinia e na familia Leguminosae (Neto et al., 2008), que o alcaloide indol
vincosamida seja considerado o marcador quimiotaxondémico da P. thonningii (Uige).

Da parte aérea (ramos, folhas e flores) da Croton gratissimus foram isolados catorze
compostos:

v dxido de cariofileno

v' 1B-metoxicariolan-98-ol
acido ent-kaur-16-en-19-6ico
acido cis-6zico
espatulenol
lupeol
germacra-4(15),5,10(14)-trien-18-ol
B-sitosterol
ent-kaur-16-en-19-ol
78-metoxiopposit-4(15)-en-18-ol
acido 15-metoxi-neo-clerodan-3,13-dien-15,16-olida-18-dico
6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol

Sacarose

AN N N N N N N SR VR N NN

trans-4-hidroxi-N-metilprolina
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em que os onze primeiros foram isolados na fracao de hexano, o 6a-metoxieudesm-4(15)-en-
1B-ol foi isolado na fracdo de cloroformio e os restantes na fracao de acetato de etilo.

Sao isolados pela primeira vez no género Croton o 73-metoxiopposit-4(15)-en-18-ol,
1B-metoxicariolan-98-ol, acido cis-6zico, germacra-4(15),5,10(14)-trien-18-ol, ent-kaur-16-
en-19-ol, 6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol, acido 15-metoxi-neo-clerodan-3,13-dien-15,16-
olida-18-6ico, sacarose e o trans-4-hidroxi-N-metilprolina.

Sobre a Croton gratissimus e o seu sinonimo Croton zambesicus existem varios estudos
realizados nas folhas (Block et al., 2004; Langat et al., 2011) e casca do caule (Ngadjui et al.,
2002; Mulholland et al., 2010). No entanto, verifica-se que a composicao das folhas da C.
gratissimus recolhidas em Durban, Africa do Sul, é constituida essencialmente por
cembranolidas (Langat et al., 2011), enquanto que as folhas da C. zambesicus recolhidas em
Cotonou, Benim, é constituida essencialmente por traquilobanos e isopimaranos. Embora este
estudo da C. gratissimus recolhida na Quiita, Angola, se centre na parte aérea e nao sé nas
folhas, se a populacdo da Quiita fosse equivalente a populacdo de Durban ou de Cotonou as
cembranolidas ou os traquilobanos teriam que estar presentes, pois uma parte do material
vegetal sao as folhas. No entanto, ndo foi encontrado qualquer composto com este tipo de
esqueletos, podendo assim afirmar-se que possivelmente se esta perante um quimiotipo
distinto dos dois anteriores, mas mais estudos serao necessarios.

Sugere-se que para a identificacdo quimiotaxondmica desta populagdo, sejam usados
como marcadores quimiotaxonémicos o 1B-metoxicariolan-98-ol e o 73-metoxiopposit-4(15)-
en-1B-ol, pois é a primeira vez que sao isolados esqueletos deste tipo no género Croton e
estes esqueletos sao muito raros nas plantas em geral.

Na continuacao deste estudo, sera importante estudar toda a P. thonningii para
verificar se a diferenca de composicao entre as populacoes Wollega e Uige se estende a
outras partes da planta e ainda testar o extrato da raiz para verificar a sua atividade como
inibidora da fosfodiesterase I.

Quanto a P. glaucocarpa, onde nao foi possivel isolar qualquer composto, dado que na
literatura nao existem estudos reportados e a planta € utilizada pelos terapeutas tradicionais,
sera importante estudar outras partes da planta.

Em relacdo a C. gratissimus sera importante estudar, unicamente, as folhas da
populacao Quiita para confirmar a existéncia dos quimiotipos propostos. Estes estudos devem
alargar-se ao resto da planta, para determinar se a diferenca da composicdo quimica se

estende a outras partes da planta.
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A5-Vincosamida
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Figura A2: Espetros de DEPT 135° e 90° de A5.
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Figura A3: Espetros de 'H-"H COSY e HSQC de A5.
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Anexo

B2a e B2b - 76-metoxiopposit-4(15)-en-1B-ol e 6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol
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Figura A5: Espetros de RMN 'H e de "3C de B2a E B2b.
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Figura A6: Espetros de DEPT 135° e 90° de B2a E B2b.
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Figura A7: Espetros de "H-"H COSY e HSQC de B2a E B2b.
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Figura A8: Espetro de HMBC de B2a E B2b.
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B3 - 1B8-metoxicariolan-98-ol
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Figura A9: Espetros de RMN 'H e de 3C de B3.
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Figura A10: Espetros de DEPT 135° e 90° de B3.
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Figura A11: Espetros de "H-"H COSY e HSQC de B3.
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Figura A12: Espetros de HMBC e NOESY de B3.
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Anexo

B11 - 76-metoxiopposit-4(15)-en-18-ol
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Figura A13: Espetros de RMN 'H e de "3C de B11.
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Figura A14: Espetros de DEPT 135° e 90° de B11.
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Figura A15: Espetros de "H-"H COSY e HSQC de B11.
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Figura A16: Espetro de HMBC de B11.
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Anexo

B13 - 6a-metoxieudesm-4(15)-en-18-ol
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Figura A17: Espetros de RMN 'H e de "3C de B13.
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Figura A18: Espetros de DEPT 135° e 90° de B13.
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Figura A19: Espetros de "H-'H COSY e HSQC de B13.
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Figura A20: Espetros de HMBC de B13.

152

Laura Isabel Nave Canelo



Anexo

B15 - trans-4-hidroxi-N-metilprolina

1934
| 10000
[ 8000
[ 6000
L 4000
o W I N
100 120 106 o
45 44 43 42 41 40 39 38
f1 (ppm)
2reeenyyogoguoean gy 110000
\“)%A/;ﬁ#k TR Lo
[ 6000
A (ddt) B (ddd)
245 217 [ 4000
[ 2000
1ol [IRTTEN
s o B -y~ e B )
1.00 101
25 24 23 22 21
f1 (ppm)
; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;
70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20
1 (ppm)
1934
" " 1 l bbb Lk |
Y
ll‘lﬂ 17‘0 15‘0 15‘0 IJW l:‘iﬂ 12‘0 11‘0 160 9‘0 3‘0 7‘0 6‘0 S‘ﬂ 4‘0
1 (ppm)

Figura A21: Espetros de RMN 'H e de "3C de B15.

L 10000

L9000

|- 8000

L7000

L 6000

L 4000

13000

|- 1000

80000

L 75000

170000

L 65000

160000

|- 55000

| 45000

140000

135000

L 30000

L 25000

120000

L 15000

L 10000

Laura Isabel Nave Canelo

153



Anexo

193 4 bid

L A bk all

- 16000

L 14000

L 12000

L 10000

| 8000

|- 6000

L 4000

L -2000

L -4000

L -6000

1 -8000

| -10000

|- -12000

193 4 bid

55
f1 (ppm)

L 18000

L 17000

L 16000

L 15000

L 14000

L 13000

L 12000

| 11000

L 10000

19000

|- 8000

L7000

L 6000

L1000

L -2000

700
f1 (ppm)

Figura A22: Espetros de DEPT 135° e 90° de B15.
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Figura A23: Espetros de "H-"H COSY e HSQC de B15.
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Figura A24: Espetros de HMBC de B15.
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Figura A25: Espetros de RMN 'H e de 3C de C2.
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Figura A26: Espetros de DEPT 135° e 90° de C2.
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Figura A26: Espetros de "H-'H COSY e HSQC de C2.
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Figura A27: Espetros de HMBC de C2.
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