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RESUMO

PAES, Marina Meirelles. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Marco de 2012. Constituintes Quimicos de Picramnia ramiflora
(PICRAMNIACEAE). Prof. orientador: Ivo José Curcino Vieira. Prof.
coorientadores: Profa. Maria Raquel Garcia Vega e Prof. Raimundo Braz-Filho.

A familia Picramniaceae, constituida dos géneros Picramnia Sw. e Alvaradoa
Liebm, géneros estes anteriormente pertencentes a familia Simaroubaceae, foi
criada em 1995, apds varios dados botanicos e quimicos divergentes da familia
Simaroubaceae. A espécie estudada foi Picramnia ramiflora, endémica do Brasil,
com distribuicdo geografica em todo territério nacional. Estudos anteriores de
Picramnia ramiflora mostram a ocorréncia de antraquinonas, triterpenos e
esteroides. O presente estudo descreve o isolamento e purificacdo de 10
substéancias bioproduzidas por esta espécie. Foram identificados cinco esteroéides,
sitosterol (3), estigmasterol (63) e campesterol (78), sitostenona (75) e
campestetona (79), cinco antraquinonas, emodina (5), paristina (42), 1,5 dihidroxi-
3-metilantraquinona (74), hidroxiemodina (76) e uma nova antraquinona sulfatada
(77). O isolamento destas substancias foi realizado através de técnicas classicas

de cromatografia, além do uso da cromatografia contracorrente de alta eficiéncia.
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A determinacéo estrutural das substancias isoladas foi feita com base nos dados
espectroscopicos de RMN *H e *3C, incluindo experimentos bidimensionais (*H-
'H-COSY, HSQC e HMBC), espectrometria de massas e comparacgéo com dados
de literatura. Os dados quimicos obtidos neste trabalho fornecem ferramentas
necessarias para a confirmagdo do novo posicionamento taxondmico deste

género na nova familia Picramniaceae.
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ABSTRACT

PAES, Marina Meirelles. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. March, 2012. Chemical Constituents from Picramnia ramiflora
(PICRAMNIACEAE). Prof. Advisors: Ivo Jose Curcino Vieira, Prof. Co-advisors:

Profa. Maria Raquel Garcia Vega and Prof. Raimundo Braz-Filho.

Picramniaceae family, consisting of the genera Alvaradoa Liebm. and Picramnia
Sw., these genera previously owned the Simaroubaceae family, was established
in 1995, after several botanical data and chemical divergent Simaroubaceae
family. The species has been studied Picramnia ramiflora, endemic to Brazil,
geographic distribution throughout the country. Previous studies of Picramnia
ramiflora show the occurrence of anthraquinones, triterpenes and steroids. The
present study describes the isolation and purification of 10 substances
bioproduced by this species. Identified five steroids, sitosterol (3), stigmasterol
(63), campesterol (78), sitostenone (75) and campestenone (79), five
anthraquinones, emodin (5), paristin (42), 1,5-hydroxy-3-methylanthraquinone
(74), hydroxyemodin (76) and a new sulfated anthraquinone (77). The isolation of

these compounds was performed by classical techniques of chromatography and
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the use of high-speed counter-current chromatography (HSCCC). Structure
determination of isolated compounds was based on spectroscopic data of *H and
13C NMR, including bidimensional (*H-*H COSY, HSQC and HMBC), mass
spectrometry and comparison with literature data. The chemical data obtained in
this work provide tools necessary for confirmation of the new taxonomic position of

this genus in the new family Picramniaceae.



1. INTRODUCAO

A biodiversidade descreve a riqueza e a variedade do mundo natural,
desde a morfologia a genética em um determinado espaco territorial. O Brasil,
considerado pelo Fundo Mundial para Natureza como detentor de
megabiodiversidade, possui 0 maior nimero de espécies vegetais catalogadas no
planeta, com mais de 55 mil espécies de plantas superiores. Sendo, a maior parte
da flora brasileira encontrada na Mata Atlantica e na floresta amazonica. A cada
ano, cientistas adicionam dezenas de novas espécies a essa lista (Wilson, 1997).

Com essa enorme variedade de espécies vegetais e a inimaginavel
riqueza de substancias organicas praticamente desconhecidas, a quimica de
produtos naturais explora o repertério quimico oferecido pela natureza,
catalogando as substancias bioproduzidas.

Uma abordagem preliminar no estudo de produtos naturais € a
sistematica vegetal, que por muito tempo baseou-se em classificar as plantas com
base em suas caracteristicas morfolégicas (principalmente externas) e
reprodutivas (Pirani et al., 2000). Entretanto, ao longo do tempo, foram surgindo
outros sistemas de classificacdo que consistiam em reunir por conjunto de
unidades taxondmicas. Por exemplo, Karl Von Linné, conhecido como Lineu,

propds o primeiro sistema de classificacdo das espécies vegetais baseado na



morfologia dos vegetais, além de adotar a homenclatura binomial em latim para
identificar as espécies de modo valido em todo o mundo, atribuindo-lhes um
primeiro nome, correspondente ao género, e um segundo, indicando a espécie
(Souza e Lorenzi, 2005).

Outro sistema de classificacdo usa as caracteristicas quimicas do
metabolismo secundario das espécies vegetais como a sistematica. Trata-se da
guimiossistematica, que se tem mostrado como um método eficiente e coerente
em relacdo a outros sistemas de classificacdo. O paralelismo encontrado entre os
resultados quimiossistematicos e a classificacdo morfoldgica é explicado pelo fato
de que ambos lidam com caracteres filogenéticos. Como é esperado de plantas
genotipicamente relacionadas, espécies de um mesmo grupo genético deverao
produzir metabdlitos estruturalmente analogos porque uma espécie ndo é
formada por individuos geneticamente definiveis com precisdo, mas inclui quase
espécies geneticamente maleaveis de acordo com a evolugdo molecular (Gottlieb
et al., 1996; Rodrigues Filho, 1989).

Assim, substancias resultantes do metabolismo das plantas podem ser
separadas em produtos do metabolismo priméario e secundério. As substancias
envolvidas no metabolismo primario possuem uma distribuicdo universal nas
plantas. Esse é o caso dos glicidios, aminoacidos e lipidios. Em contrapartida, os
metabolitos secundarios ou micromoléculas, sdo substancias que agem como
mediadoras de interagbes entre planta e biota relacionada e, apresentam grande
variabilidade estrutural e, que sao utilizados em estudos da quimiossistematica.
Alguns exemplos classicos sédo os alcaloides, antraguinonas, flavonoides, terpenos,
etc.

Devido ao arsenal quimico de metabdlitos secundéarios ter mostrado
grande importancia na investigacdo do posicionamento de grupos taxonémicos ja
determinados através dos dados fitoquimicos e, da importancia destas
substancias no melhoramento da qualidade de vida do homem através dos
produtos naturais ou seus derivados como farmacos, inseticidas, alimentos,
fragrancias e etc., fica clara a relevancia de pesquisas visando o mapeamento
dos metabdlitos especiais vegetais.

Assim, este trabalho tem como objetivo contribuir para o estudo
quimiossistematico da familia Picramniaceae, desmembrada da familia

Simaroubaceae, baseado nos indicios quimiossistematicos, obtidos com os



estudos quimicos dos géneros Picramnia e Alvaradoa. Esta contribuicdo far-se-a

com estudo fitoquimico da espécie Picramnia ramiflora.



2. OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

O trabalho proposto tem por objetivo contribuir para o conhecimento da
quimica do género Picramnia, através do estudo da espécie Picramnia ramiflora,
fornecendo desta maneira dados quimicos para uma maior compreensao da

quimiotaxonomia deste género.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aprendizado de técnicas de extracdo e isolamento de substancias organicas,
tais como: cromatografia em coluna aberta, cromatografia em camada delgada
preparativa e analitica para purificacdo de substancias produzidas pelo metabolismo
secundario de espécies vegetais.

Aprendizado de técnicas espectroscopicas, tais como, infravermelho,

ultravioleta e Ressonancia Magnética Nuclear uni e bidimensionais de *H e **C.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Simaroubaceae versus Picramniaceae

A familia Simaroubaceae, concentrada nas Américas e Africa Oriental é
composta por 200 espécies, distribuidas em aproximadamente 33 géneros
(Biaggio, 1988).

Muitas espécies dessa familia sdo conhecidas por conter substancias
amargas, denominadas "quassina” (1) (Figura 1, pag. 6), nome este emprestado
a toda classe de substancias estruturalmente relacionadas, denominadas de
quassinoides, considerados marcadores taxondémicos desta familia. Ensaios
biol6gicos com quassinoides revelaram uma acentuada atividade antileucémica, o
que permitiu 0o uso do quassinoide bruceantina (2) (Figura 1, pag. 6) na
guimioterapia da leucemia. Esse fato incentivou inGmeras pesquisas nas areas de
quimica e farmacologia com plantas da familia Simaroubaceae, levando a
descoberta de varios outros quassinoides bioativos, contribuindo para a
ampliacdo do conhecimento dessas substancias e, consequentemente, da
guimica de produtos naturais (Almeida et al., 2007).

Estudos comparativos da anatomia da madeira e pericarpo, morfologia do

pélen e fitoquimico forneceram evidéncias heterogéneas do género Picramnia,



pertencente a familia Simaroubaceae, e a subfamilia Picramnioideae (Fernando e
Quinn, 1995).

Baseado em dados quimiotaxonémicos da familia Simaroubaceae, a qual
€ caracterizada pela bioproducdo de quassinoides e alcaloides cantinbnicos, a
presengca ou auséncia destas classes de substancias levou a dois géneros a ser
excluidos da familia, sendo este um importante parametro de classificacdo taxonémica
de Simaroubaceae. Como exemplo, o género Picramnia foi excluido das
Simaroubaceae em 1995, e incluido em uma nova familia chamada Picramniaceae,

apos estudos fitoquimicos (Almeida et al., 2007).

Figura 1. Exemplos de quassinoides.

3.2 A Familia Picramniaceae

A familia Picramniaceae estd taxonomicamente classificada, segundo
Fernando & Quinn (1995) no Reino Plantae, Classe Equisetopsida, Subclasse
Magnoliidae, Ordem Picramniales (Tropicos, 2011). Apresenta aproximadamente 96
espécies, se constitui somente dos géneros Picramnia Sw. e Alvaradoa Liebm., e, foi
consagrada apoOs estudos fitoquimicos. Picramnia e Alvaradoa constituiam
anteriormente as subfamilias Picramnioideae e Alvaradoideae, respectivamente, na
familia Simaroubaceae (Fernando e Quinn, 1995).

Geralmente, espécies da familia Picramniaceae sédo arvores ou arbustos
pequenos. O numero de folhetos varia de mais ou menos 33 em Picramnia, e
mais de 50 em Alvaradoa (Kubitzki, 2007).

A base de dados de compostos secundarios da familia Picramniaceae

ainda é reduzida. Mas, a quimica dos dois géneros é bastante similar e alguns



aspectos sdo unicos na familia. Isto confirma as conclusdes da andlise dos dados
do DNA que ndo suportaram as delineacbes originais (as subfamilias
Picramniodeae e Alvaradoideae) (Jacobs, 2003).

Um estudo feito por Jacobs (2003) mostra que espécies de Picramnia e
Alvaradoa tém a presenca de acidos graxos com 18 atomos de carbono e destes, 0
acido 6-octadecenoico é o mais abundante. Substancias como antraquinonas e

antracenonas C-glicosiladas, também sdo comuns em ambos 0s géneros.

3.3 O Género Picramnia

Como ja foi descrito anteriormente, o género Picramnia pertencente a
familia Picramniaceae contém aproximadamente 89 espécies presentes na
Ameérica tropical (Jacobs, 2003). No Brasil foram registradas 22 espécies (Pirani,
2010).

E importante ressaltar a existéncia de relatos do emprego de Picramnia
na medicina popular no combate a febre (Picramnia pentandra) (Herz et al.,
1972), como laxante, purgativo, emético e abortivo (Picramnia parvifolia)
(Popinigis et al., 1980).

Na Tabela 1 (pag. 8) encontram-se sumarizados 0s constituintes
qguimicos de dezesseis espécies de Picramnia ja estudadas até 2011, onde sdo
encontrados 13 triterpenos, 32 antraquinonas, 5 esteroides, 8 acidos graxos e 7
cumarinas. Além da compilacdo de dados sobre atividades biolégicas
encontradas para extratos e/ou substancias de espécies deste género. Na Figura

2 (pag. 12) encontram-se as estruturas citadas nesta tabela.



Tabela 1: Diversidade quimica de espécies do género Picramnia (1912-2010).

Espécie

Orgéao
vegetal

Substancias

Bioatividade

Referéncias

P. antidesma

Folhas
Raizes
Caule

B- sitosterol (3)"°

crisofanol (4)"*

emodina (5)"

7- hidroxicumarina (6)"*

uveosideo (7)"

aloe-emodina (8)*°

B-sitosterol %Iucosideo

9)

mayosideo (10)°

sarosideo (11)°

aloe-emodina antrona
(12)°

picramniosideo A (13)°

picramniosideo B (14)°

picramniosideo C (15)°

Antiprotozoaria®

'Hernandez-
Mendel et al.,
1998.
’Hernandez-
Mendel et al.,
1999

3Solis et al.,
1995.
‘Camacho et al.,
2003.

P. bahiense

Folhas
Caule
Frutos

B-sitosterol (3)°

acido 3-epi-betulinico
(16)°

crisofanol (4)°

aloe-emodina (8)°

4cido betulinico (17)°

antraquinona (18)°

acido 3-hidroxi-4-
metdxi-cinamico (19)°

7- hidroxicumarina (6)°

7-metdxicumarina (20)°

bis-fenilpropanéide (21)°

°Rodrigues
Filho, 1989.

P. excelsa

Folhas
Caule

epi-betulinato de
eicosila (22)°

acido epi-betulinico
(16)°

2,6,10,15,19,23-
hexametiltetracosa-
2,7,10,14,18,22-hexaen-
6-ol (23)°

estigmast-8(14)en-3-ol
(24)°

B-sitosterol (3)°

®Bjaggio, 1988.

P. glaziovianna

Caule
Cascas do
caule
Folhas

B-sitosterol (3)’

estigmasterol (63)’

7-hidroxicumarina (6)’

7-hidroxi-6
metdxicumarina (35)°

aloe-emodina (8)7

crisofanol (4)’

pulmatina (34)’

crisofaneina (32)’

7-hidroxi-6,8-
dimetéxicumarina (65)"

aldeido ferrulico (66)"

6,7-dimetoxicumarina

(67)

Vieira, 1995.




7-hidroxi-8-
metéxicumarina (68)’

6,7,8-trimetéxicumarina
(69)’

alcool-4-hidroxi-3,5-
dimetoéxi-a,3-diidro-a-
oxo-cinamilico (70)’

P. hirsuta

Raizes

B- sitosterol (3)°

crisofanol (4)°

emodina (5)°

7- hidroxicumarina (6)°

mayosideo (10)°

®Hernadez —
Mendel et al.,
1996.

P. latifolia

Raizes

picramniosideo G (25)°

picramniosideo H (26)°

mayosideo D (27)°

mayosideo E (28)°

6,8-dihidroxi-10-metil-
7H-benz[de]antracen-7-
ona (29)°

6,8-dihidroxi-4-metil-
7H-benz[de]antracen-7-
ona (30)°

nataloe-emodina (31)°

crisofaneina (32)°

crisofanol (4)°

1,5 dihidroxi-7metoéxi-3-
metilantraquinona (33)°

pulmatina (34)°

7-hidroxicumarina (6)°

7-hidroxi-6
metdxicumarina (35)°

B- sitosterol (3)°

- sitosterol glucosideo

(9)

°Diaz et al.,
2004.

P. lindeniana

4cido palmitico (36)"

acido esteérico (37)"°

acido miristico (38)™

&cido taririco (39)™

acido oléico (40)™

acido linolénico (41)™

B- sitosterol (3)™

Grimme, 1912.

P. macrostachys

crisofanol (4)"

paristina (42)ll

“avana et al.,
1986.

P.
monochlamydea

acido 3-epi-betulinico
(16)°

B- sitosterol (3)°

crisofanol (4)°

aloe-emodina (8)°

°Rodrigues
Filho, 1989.

crisofanol (4)*

emodina (5)"
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P. parvifolia

aloe-emodina (8)"

Folhas

paristina (42)"

Caule

reina (43)™

Casca

B-Sitosterol (3)°**

12Popinigis: et
al., 1980.
®Biaggio, 1988.

P. pentandra

acido 3-epi-betulinico

crisofanol (4)™

&cido taririco (39)"

BHerz et al.,
1972.

P. polyantha

B- sitosterol (3)"

&cido taririco(39)™*

4cido miristico(38)™

acido palmitico(36)™*

Frutos

4cido estearico(37)™

acido palmitoléico(73)™*

aloe-emodina (8)"

acido petroselinico(72)"

“Hernandez-
Mendel et al.,
20009.

P. riedeli

B- sitosterol (3)°

crisofanol (4)°

Folhas

aloe-emodina (8)°

Caule

4cido betulinico (17)°

antraquinona (44)°

°Rodrigues
Filho, 1989.

P. sellowii

Folhas
Parte aérea
Casca

nataloe-emodina (31)"

crisofanol (4)™*°

B- sitosterol (3)™°

colesterol (45)™°

picramniosideo A (13)"°

picramniosideo C (15)™

acido oleandico 28-O-f3-
D- glucopiranosila éster
(46)16

acido pomdlico 28-O-f-
D-glucopiranosil éster
(47"

acido equinocistico
(48)16

acido pomdlico (49)™

4cido ursdlico (50)™

acido oleanoico (51)*°

emodina (5)"'

Aponte et al.,
2008.
®Balderrama et
al., 2001.

Y"Cam, 1975.
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paristina (42)"’

acido benzéico (52)"

acido 3- epi-betulinico

P. sow Sementes acido taririco (39)*® ¥steger, 1933.
picramniosideo D (53)"
picramniosideo E (54)"
mayosideo B (55)"
oxantrona (71)"
picramniosideo F (56)*’
mayosideo C (57)%°
1-0-B-D-
glucopiranosilemodina
58 20
8) “Rodriguez-
8-O-B-D- Gamboa et al.,
glucopiranosilemodina 210999- .
Cascas do 20 o 90 Rodriguez-
P. teapensis caule (59) Antifngico Gamboa et al.,
3a,7B-dibenzoato do 221000' .
Rodriguez-
acido lup-20(29)-en-28- Gamboa et al.,
2001.

bico (60)**

7B-benzoato do acido
3a-hidroxi-lup-20(29)-
en-28-6ico (61)**

lupeol (62)**

B-sitosterol (3)~

estigmasterol (63)°"

epi-lupeol (64)™




R

(3) R=OH
(9) R=0Oglicose

4

R3

(6) Ry=H; R,=OH; Rg=H

(20) Ry=H; R,=OCH3; Ry=H

(35) R;=OCHj3; R,=OH; Ry=H

(65) R;=OCHj3; R,=OH; R3=OCHj
(67) R;=OCHj3; R,=OCHj; Ra=H
(68) Ry=H; R,=OH; R;=OCH3

(69) R;=OCHjg; R,=OCHg; Rz=OCH,

12

OR; OR;,

O
Ro. I| Reg
R3 | R5
O Ry

(4) Ry=H; Ry=H; R3=H; R4=H; Rs=CH3; Rg=H; R;=H
(5) Ry=H; Ry=H; R3=OH; R,=H; Rs=CH3; Rg=H; R;=H

(8) R;=H; R,=H; R3=H; R,=H; Rz=CH,OH; Rg=H; R,=H

(18) R;=H;R,=H; R3=H; R4=H; Rs=CH,0H; Rg=H; R;=CHj

(31) Ry=H; R,=OH; R3=H; R,=H; Rs=CHg; Rg=H; R,=H

(32) Ry=glicose; Ry=H; R3=H; Ry=H; Rs=CHj; Rg=H; R,=H

(33) R;=H; R,=H; R;=0CHg; R,=OH; Rz=H; Rg=CHs; R;=H
(34) Ry=H; R,=H; Rg=H; R,=H; Rs=CHjs; Rg=H; R,=glicose

(42) Ry=H; R,=H; R3=OCHg; R,=H; R5=CHg; Rg=H; R;=H

(43) Ry=H; R,=H; R3=H; R,=H; Rs=COOH; Rg=H; R;=H

(44) Ry=CH3; R,=H; R3=H; R4=H; Rs=CH,0OCHj3; Rg=H; R;=CH.
(58) Ry=H; R,=H; R3=OH; R,=H; Rs=CH3; Rg=H; R,=glicose
(59) R;=H; R,=H; R3=CHg; R,=H; Rs=OH; Rg=H; R,=glicose

(7) Ry=H; Ry=H; R3=H; R4=A;; Rs=H

(10) R1=H; R,=0OH; R3=A;; R4=OH; Rs=H
(11) R;=H; R,=0OH; R3=A;; R4=OH; Rs=H
(25) Ry=H; Ry=H; R3=A;; R4=H; Rs=H

(26) Ry=H; Ry=H; R3=H; R4=A4; Rs=H

(27) Ry=H; R,=H; R3=OH; R,=A;; Rs=H

(28) R1=H; R,=H; R3=A;; R4=0OH; Rs=H

(53) Ry=H; R,=OH; Rg=A;; R,=H; Rg=H

(54) R1=H; R,=OH; R3=H; R,=A; Rs=H

(565) Ry=H; R,=OH; R3=A;; R4=OH; Rs=H
(56) R1=H; R,=OH; R3=H; R4=A;; Rs=glicose
(57) Ry=glicose; R,=OH; R3=A;; R4=OH; Rgs=H
(71) Ry=H; R,=OH; R3=0H; R4=A; Rs=H

Figura 2: Metabdlitos secundarios isolados do género Picramnia.
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HO
A 'H
(12) ’ H OH
(14) R]_:H; Rzchon
(15) R1:CH20H, R2:H
(@]
P /
CHg OH

HO

(19)
(16) 30OH; R=H
(17) 3BOH; R=H
(22) R=(CHy)19CH3

OH 0] OH

Rl q“‘ RZ

(29) R1=H; R,=CH3
(30) R1:CH3; RZ:H

Figura 2: Metabolitos secundarios isolados do género Picramnia. (Cont.)
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o}
(36) (37)
7 7 OH 4

(41)

(47) R=28-0-B-D-glucopiranosil (46) R=28-0O-B-D-glucopiranosil
(48) (49) R=OH (51) R=COOH
(50) R=H
O
©/kOH

(52)
RO™"

(60) R=fenilCO (62) R=BOH
(61) R=H (64) R=0.OH

Figura 2: Metabolitos secundarios isolados do género Picramnia. (Cont.)
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MeO MeQ,

HO (CHa)10_

HO HOZC/ (CH2)4\:/ Me

(66) OMe
(70) (72)

HO,C— (CH2)7\:/ (CHa)s Ve

(73)

Figura 2: Metabolitos secundarios isolados do género Picramnia. (Cont.)

Uma andlise dos dados obtidos neste levantamento bibliografico dos
constituintes quimicos das espécies de Picramnia permite constatar a
predominancia de antraquinonas, perfazendo um total de 32 substancias que
representa quase 50% do total de substancias isoladas até hoje (Figura 3, pag.
15). Na Figura 4 (pag. 16) as antraquinonas foram agrupadas levando em

consideracao seus respectivos esqueletos basicos.
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Figura 3: Quantificagdo do perfil quimico dos metabdlitos secundarios isolados do
género Picramnia.
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Figura 4: Sumario da diversidade de esqueletos basicos de antraquinonas e suas

abundancias relativas.

Vale destacar, que das 16 espécies de Picramnia estudadas até o

momento, somente em 3 delas ndo foi detectada a presenca de antraquinonas

(Picramnia lindeniana, Picramnia sow e Picramnia excelsa) (Grafico 1). Porém,

os estudos referentes as espécies Picramnia lindeniana, Picramnia sow foram

especificos em isolamento de acidos graxos. Estes dados que mostram a

diversidade de antraguinonas isoladas, propdem esta classe de compostos como

marcador taxonémico para o género Picramnia.

Presenca de antraquinonas

MW Espécies com
antraquinonas

M Espécies sem
antraquinonas

Grafico 1: Distribuicdo de antraquinonas nas espécies de Picramnia.
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3.4 A espécie Picramnia ramiflora

A espécie Picramnia ramiflora é popularmente conhecida como cedrinho
(Bianchini et al., 2003), camboatd e camboita (Pirani, 2010), tendo como
sinonimias Picramnia camboita Engl., Picramnia monochlamydea Occhioni &
Rizzini e Picramnia warmingiana Engl. (Pirani, 2010).

E uma espécie endémica do Brasil com distribuicdo geogréafica no norte
(Acre), nordeste (Ceard, Pernambuco, Bahia, Alagoas), centro-oeste (Mato
Grosso do Sul), sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro)
e sul do pais (Parana e Santa Catarina) (Pirani, 2010).

Na literatura encontra-se um estudo fitoquimico desta espécie, relatado
com a sinonimia Picramnia monochlamydea, que mostrou a presenca das
substancias acido 3-epi-betulinico (16), B-sitosterol (3), e as antraquinonas

crisofanol (4) e aloe-emodina (8) (Rodrigues Filho, 1989).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Escolha da planta

A espécie Picramnia ramiflora foi escolhida por pertencer ao género
Picramnia, o qual foi retirado da familia Simaroubaceae apds fortes indicios

quimiossitematicos, aliado ao fato deste género ser rico em antraquinonas.

4.2 Coleta da planta

O material vegetal, que é constituido por caule e folhas da espécie
Picramnia ramiflora, foi coletado por G. S. Sigueira na Reserva Florestal da
Companhia Vale do Rio Doce, no municipio de Linhares — ES, em abril de 2010.
Sua exsicata encontra-se depositada no herbario da Companhia sob o cédigo

CVRD 8993. A espécie foi identificada pelo Prof. José Rubens Pirani.
4.3 Secagem e moagem
Inicialmente, o material vegetal foi seco ao ar livre apés a coleta e,

posteriormente, ap0s a secagem, o material vegetal foi moido em moinhos de

martelos.
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4.4 Preparo dos extratos

A extracdo dos constituintes quimicos foi realizada por maceracdo, a
temperatura ambiente, utilizando metanol como solvente.

As solucdes obtidas foram concentradas a pressdo reduzida em
evaporador rotativo (FISATOM 802) fornecendo os extratos brutos como mostra a

Tabela 2 na pagina 21.

4.5 Analises cromatograficas

As separacdes por cromatografia de adsorcdo em coluna aberta foram
realizadas em gel de silica 60G (0,063-0,200) e silica flash.

As andlises comparativas, para determinar a composicdo de cada fracao,
foram feitas em cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando cromatofolha
de gel de silica 60 Fus4, que foram reveladas através da irradiacdo de luz na
regido do ultravioleta em comprimento de onda 254 e 365 nm e/ou com
reveladores cromogénicos:

- KOH (solucédo de KOH em metanol 10%);

- H,SO4 conc./Vanilina, seguido de aguecimento: Foram solubilizados 3 g
de vanilina em uma solucdo contendo 135 mL de H,O destilada e 135 mL de
alcool etilico e 30 mL de H,SO4 (conc.). Esta solucédo foi estocada em frasco
ambar.

As andlises em cromatografia em camada delgada, em escala preparativa
(placa de 1 mm de espessura), foram realizadas utilizando-se placas de vidros
com gel de silica 60 GF2s4. Para obtencdo dessas placas, diluiu-se 20 g de gel de
silica em 70 mL de agua, e essa suspensao foi distribuida manualmente em

placas de vidro 20 x 20 cm.

4.5.1 Separacdes por CCCAE

A separacdo por Cromatografia Contracorrente de Alta Eficiéncia
(CCCAE) foi realizada no Cromatégrafo Dynamic Extractions acoplado a duas
unidades de bombas Pump 100, Smartline; UV Detector 2500, Smartiline, Coletor
de fracbes da marca Biichi.



20

4.5.2 Separacdes por CLMP (Cromatografia Liquida a Média Presséo)

A separacdo por Cromatografia Liquida a Média Pressdo (CLMP) foi
realizada no Cromatografo Bichi Control UNIT C-620, Coletor de fracdes da

marca Biichi Fraction Collector C-660.

4.6 Analises espectrométricas

As analises espectrométricas foram realizadas em aparelhos dos
Laboratérios de Ciéncias Quimicas da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro e DEQUIM — Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H)
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN *C) uni e bidimensionais,
foram obtidos em espectrdmetros BRUKER, modelo DPX-500 (*H-500 MHz e *3C-
125 MHz) e em espectrometro JEOL, modelo ECLIPSE (*H-400 MHz e *C-100
MHz), utilizando TMS como padréo interno.

Os espectros de massas foram obtidos em espectrébmetro de massas,
aparelho SHIMADZU QP-5050, operando em 70 eV.

Os pontos de fusdo formam obtidos em aparelho tipo Kofler marca
Microquimica, modelo MQRPF-301.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram registrados no
espectrofotometro Infravermelho, modelo IR Affinity, marca SHIMADZU, utilizando
pastilha de KBr.

A andlise por espectrometria de emissdo atbmica foi realizada no

espectrometro modelo AAS4, marca ZEISS, com chama de acetileno.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 A extracdo dos constituintes quimicos do material botanico

A extracdo dos constituintes quimicos foi realizada por maceracdo
utilizando metanol como solvente. As solucdes obtidas foram concentradas a
pressdo reduzida em evaporador rotativo fornecendo os extratos brutos como

mostra a Tabela 2.

Tabela 2: Quantidades dos extratos brutos obtidos.

Espécie Parte Peso do Solvente Peso dos

Botanica Botanica Material extratos
caule 3,07 Kg metanol 429¢g

Picramnia

ramiflora folhas 646,8 g metanol 84,19

5.2 Parti¢céo do extrato metandlico do caule

O extrato metandlico do caule foi submetido a uma particéo liquido-liquido

com CH,Cl, e H,0, resultando em uma fase orgéanica codificada de PGD e uma
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fase aquosa que posteriormente, foi extraida com AcOEt resultando na fracédo

codificada de PGA e, em seguida com n-butanol resultando na fracdo codificada

de PGN, como mostra o Fluxograma 1.

Extrato metandlico do caule

CH2C|2:H20 (31)

Fase aguosa

n-butanol AcOEt
PGN PGA
(5,50) (10,7 g)

Fase orgénica
PGD (24,1 g)

Fluxograma 1: Particdo do extrato metandlico do caule.

5.3 Fracionamento do extrato metanélico das folhas

Uma parte do extrato metandlico das folhas foi submetido a um

fracionamento colocando a amostra em pastilha com gel de silica 60 em um funil

de Buchner, com sistema de filtragdo a vacuo, utilizando solventes em ordem

crescente de polaridade (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol)

(Figura b).

Extrato metandlico de folhas

PF (13,4 g)
| |
PFH PFD PFA PFM
(1,509) (515,5 mg) (495,2 mg) (9,509)

Figura 5: Fracionamento do extrato de folhas.
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5.4 Descri¢céo experimental do isolamento dos constituintes quimicos
5.4.1 Andlise das fracdes obtidas do extrato do caule de Picramnia ramiflora

5.4.1.1 Andlise da fracdo em diclorometano (24,1 g) (PGD)

Resumo dos constituintes isolados da fragcdo em diclorometano do caule de
Picramnia ramiflora

Picramnia ramiflora
Caule (42,9 g)

Particdo do extrato MeOH em CH,Cl,

Frag&o em diclorometano (PGD)

(24,1 9)
CC gel de silica
gH,Cl,:MeOH
PGD 2
4,7323 g PGD 3
4,3467 g
CC gel de silica
Hexano:AcOEt CC gel de silica
CH>Cl>:MeOH
PGD 2.8 PGD 2.14 || PGD3.2
1837,1 mg 354,9 mg 114,9 mg
CC gel de silica CC gel de silica  QC gel de silica
Hexano:AcOEt Hexano:AcOEt | CH,Cl;:MeOH
Emodina PGD 3.2.2
15,0 mg 30,6 mg
1,5-dihidroxi-3- PGD 2.8.7 PGD2.8.8 (5)
metil 245,5 mg 320,6 mg (H:CDP O
; exano:Ac
antra(glil)nona CCDP CC gel de silica (94:06, viv)
Hexano:AcOEt Hexano:AcOEt .
12,1 mg (94:06, VIv) Paristina
PGD2.8.8.5 15,0 mg
Sitostenona e 69,9 mg (42)
campestenona
6,3 mg (75)(79) CC gel de silica
Hexano:AcOEt

[-sitosterol, estigmasterol
e campesterol
4,2 mg (3) (63) (78)

Fluxograma 2: Analise cromatografica da fracédo PGD.
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Inicialmente a fragdo em diclorometano foi submetida a uma
cromatografia em coluna empacotada com gel de silica, usando como eluentes
diclorometano:metanol em concentracdo crescente de polaridade até 100% (v/v)
de metanol, sendo coletadas 12 fracdes, que posteriormente foram reunidas em 7
novas fracbes, através de comparacdo por cromatografia em camada delgada

analitica. O estudo cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 3.

Tabela 3: Estudo cromatogréfico da fracdo PGD.

FracOes Cdédigos Quantida Observacgéo
Reunidas de (9)

1 PGD1 0,7 *

2-3 PGD2 4,7323

4-5 PGD3 4,3467

6 PGD4 1,1840

7-8 PGD5 1,9559

9-10 PGD6 2,3370 *
11-12 PGD7 1,3549 *

* fracBes ndo trabalhadas por serem misturas complexas
** fracd0 ndo trabalhada por ndo apresentar antraquinonas

Andlise da fracdo PGD?2 (4,7323 Q)

A fragdo PGD2 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, usando como eluentes hexano:acetato de etila em
concentracdo crescente de polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila, sendo
coletadas 135 fracdes, que posteriormente foram reunidas em 14 novas fracoes,
através de comparacao por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo

cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Estudo cromatogréfico da fragdo PGD?2.

Fracdes Cddigos Quantidade Observacgao
Reunidas (mg)
1-9 PGD2.1 42,2 *
10-13 PGD2.2 21,1 *
14-16 PGD2.3 7,1 *
17-32 PGD2.4 277,7 *
33-44 PGD2.5 543,9 *
45-56 PGD2.6 4225 *
57-65 PGD2.7 289,5 *
66-87 PGD2.8 1837,1
88-96 PGD2.9 159,8 *
97-110 PGD2.11 232,5 *
*

111-120 PGD2.12 150,3
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121-125 PGD2.13 153,6 *
126-132 PGD2.14 354,9
133-135 PGD2.15 32,3 *

* fracdes nado trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fracées
Obs.: a fragcdo PGD2.10 foi reunida a fragdo PGD2.11

Andlise da fracdo PGD2.8 (1837,1 mg)

A fracdo PGD2.8 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, usando como eluentes hexano:acetato de etila em
concentracdo crescente de polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila, sendo
coletadas 100 fracdes, que posteriormente foram reunidas em 10 novas fracoes,
através de comparacdo por cromatografia em camada delgada analitica. Sendo,
isolada a antraquinona 1,5 dihidroxi-3-metilantraquinona (74) na fragdo PGD2.8.2.

O estudo cromatogréfico das fragcbes estéd descrito na Tabela 5.

Tabela 5: Estudo cromatogréfico da fracdo PGD2.8.

FracOes Cdédigos Quantidade Observacéo Substancia
Reunidas (mg)

0-12 PGD2.8.1 41,9 *

13-16 PGD2.8.2 12,1 74
17-24 PGD2.8.3 17,6 *

25-49 PGD2.8.4 218,9 *

50-59 PGD2.8.5 32,2 *

60-69 PGD2.8.6 48,9 *

70-93 PGD2.8.7 245,5

94 PGD2.8.8 320,6

95-99 PGD2.8.9 390,6 *

100 PGD2.8.10 271,8 *

* fracBes ndo trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fragfes

Analise da fragdo PGD2.8.7 (245,5 mqQ)

A fracdo 2.8.7 foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa (placa de 1 mm de espessura), sendo usado como eluente
hexano:acetato de etila (94:06, v/v), onde a fragdo PGD2.8.7.2 (6,3 mgQ)
apresentou a mistura de esteroides contendo sitostenona (75) e campestenona
(79).



26

Andlise da fracdo PGD2.8.8 (320,6 mg)

A fracdo PGD2.8.8 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, usando como eluentes hexano:acetato de etila em
concentracdo crescente de polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila, sendo
coletadas 72 fracbes, que posteriormente foram reunidas em 8 novas fracdes,
através de comparacao por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo

cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 6.

Tabela 6: Estudo cromatogréfico da fracdo PGD2.8.8.

FracOes Cdédigos Quantidade Observacéo
Reunidas (mg)

0-12 PGD2.8.8.1 50,1 *
13-15 PGD2.8.8.2 10,9 **
16-20 PGD2.8.8.3 16,7 **
21-23 PGD2.8.8.4 6,2 *
24-34 PGD2.8.8.5 69,9

35-48 PGD2.8.8.6 75,7 ok
49-54 PGD2.8.8.7 14,8 *kk
55-72 PGD2.8.8.8 60,6 kk

* fracBes ndo trabalhadas por serem misturas complexas
** fragBes ndo trabalhadas por apresentarem pouca quantidade de massa
*** fracBes ndo trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fracdes

Andlise da fracdo PGD2.8.8.5 (69,9 mq)

A fragdo PGD2.8.8.5 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, usando como eluentes hexano:acetato de etila em
concentracdo crescente de polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila, sendo
coletadas 25 fracBes, que posteriormente foram reunidas em 4 novas fracdes,
através de comparacdo por cromatografia em camada delgada analitica. Sendo,
isolado a mistura de esteroides B-sitosterol (3), estigmasterol (63) e campesterol
(78) na fracdo PGD2.8.8.5.3. O estudo cromatografico das fragbes esta descrito

na Tabela 7.

Tabela 7: Estudo cromatografico da fragdo PGD2.8.8.5.

FracOes Cédigos Quantidade Observacdo  Substancias
Reunidas (mg)
0-4 PGD2.8.8.5.1 6,1

5-11 PGD2.8.8.5.2 33,1 *
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12-14 PGD2.8.8.5.3 4,2 3+63+78
15-25 PGD2.8.8.5.4 5,0 *
* fracBes ndo trabalhadas por ndo apresentarem massa o suficiente

Analise da fragdo PGD2.14 (354,9 mqQ)

A fragdo PGD2.14 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, usando como eluentes hexano:acetato de etila em
concentracdo crescente de polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila, sendo
coletadas 55 fracdes, que posteriormente foram reunidas em 13 novas fragoes,
através de comparacdo por cromatografia em camada delgada analitica. Sendo,
isolada a antraquinona emodina (5) na fracdo PGD2.14.10. O estudo

cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 8.

Tabela 8: Estudo cromatogréfico da fracdo PGD2.14.

FracOes Cdédigos Quantidade Observacéo Substancia
Reunidas (mg)

1-4 PGD2.14.1 11,3 *

5 PGD2.14.2 2,0 *

6-7 PGD2.14.3 7,0 *

8-13 PGD2.14.4 70,1 o

14-16 PGD2.14.5 20,0 *

17-24 PGD2.14.6 77,3 o

25-26 PGD2.14.7 18,4 *x

27-32 PGD2.14.8 20,3 *

33-36 PGD2.14.9 19,0 *

37-40 PGD2.14.10 15,0 5
41-42 PGD2.14.11 2,0 *

43-46 PGD2.14.12 44,8 o

47-55 PGD2.14.13 42,0 **

* fracBes ndo trabalhadas por apresentarem pouca quantidade de massa
**fracOes ndo trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fracdes

Andlise da fracdo PGD3 (4,3467 g)

A fracdo PGD3 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, usando como eluentes diclorometano:metanol em
concentracéo crescente de polaridade até 100% (v/v) de acetato de etila, sendo
coletadas 22 fragcbes, que posteriormente foram reunidas em 6 novas fracoes,
através de comparacao por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo

cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 9.
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Tabela 9: Estudo cromatogréfico da fragdo PGD3.

FracOes Cdédigos Quantidade Observacéo
Reunidas (mg)

0 PGD3.1 10,3 *

1-8 PGD3.2 114,9

9 PGD3.3 7,9 *
10-13 PGD3.4 2833,3 o
14-19 PGD3.5 417,7 o
20-22 PGD3.6 90,7 o

* fracdes nado trabalhadas por apresentarem pouca quantidade de massa
**fracfes ndo trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fracées

Andlise da fracdo PGD3.2 (114,9 mg)

A fragcdo PGD3.2 foi submetida a uma cromatografia em coluna
empacotada com gel de silica, usando como eluentes diclorometano:metanol em
concentracdo crescente de polaridade até 100% (v/v) de metanol, sendo
coletadas 37 fracfes, que posteriormente foram reunidas em 4 novas fracdes,
através de comparacao por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo
cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 10.

Tabela 10: Estudo cromatogréfico da fracdo PGD3.2.

Fracdes Cdédigos Quantidade Observacéo
Reunidas (mg)

1-3 PGD3.2.1 9,0 *
4-11 PGD3.2.2 30,6

12-26 PGD3.2.3 3,8

27-37 PGD3.2.4 15,8 *

* fragBes ndo trabalhadas por apresentarem pouca quantidade de massa.

Andlise da fracdo PGD3.2.2 (30,6 mg)

A fracdo 3.2.2 foi submetida a uma cromatografia em camada delgada
preparativa (placa de 1 mm de espessura), sendo usado como eluente
hexano:acetato de etila (94:06, v/v), onde obteve-se a fracdo PGD3.2.2.3

contendo 15 mg da antraquinona paristina (42).
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5.4.1.2 Andlise da fracdo em acetato de etila (PGA)

Foi realizada uma particdo liquido-liquido de 1,1 g da fracdo em acetato
de etila com o seguinte sistema de solventes: cloroférmio:acetato de
etila:metanol:dgua (7:3:5:7). A fase organica foi separada da fase aquosa,
resultando em 149,7 mg de fase organica e 790,1 mg de fase aquosa.
Posteriormente, a fase organica da fracdo em acetato de etila foi submetida a
cromatografia contracorrente de alta eficiéncia (CCCAE).

A Cromatografia contracorrente (CCC) destaca-se por ser um meétodo
moderno e uma excelente técnica de separacdo. Em andlises de produtos
naturais, a CCC pode ser usada para fracionar extratos brutos. Além do fato de
ser eficiente na separacao de substancias muito polares.

Este método é baseado no uso de duas fases liquidas imisciveis, onde
uma das fases é a estacionaria e a outra € a movel, onde a fase estacionaria é
retida no aparelho sem o uso de uma matriz sélida adsortiva (Ito, 1991).

As vantagens atribuidas a essa técnica de separacdo sdo: a amostra
pode ser totalmente recuperada apés a analise; a ampla variagdo de polaridade; o
baixo consumo de solvente; o baixo custo econbmico e a possibilidade de

separacao de grande quantidade de amostra (Marston e Hostettmann, 2006).

5.4.1.2.1 Escolha do sistema de solvente

A escolha correta do sistema de solvente é parte fundamental para se obter
0 sucesso ha separacdo. Foram testados varios sistemas de solventes pelo método
de agitacdo em tubo de ensaio (Berthod & Carda-Broch, 2004). Estes sistemas de
solventes foram retirados da literatura, onde apresentaram bons resultados em
separacdes para substancias polares e em antraquinonas.

Dessa forma, foi solubilizada uma pequena quantidade de amostra (1 mg
da fracdo em acetato de etila) em 1 mL de cada fase do sistema em analise e, em
seguida, submeteu-se a agitacdo. Para o0 restabelecimento das fases,
posteriormente o sistema foi mantido em repouso.

Na sequéncia, foi retirada uma aliquota de cada fase, na mesma

proporcdo, em que foram submetidas a analise por cromatografia em camada
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delgada. A visualizacdo foi obtida apdés a revelagcdo da placa com vanilina
sulfurica apos o aquecimento a 100 °C.

Finalmente, a escolha do sistema de solvente esta atrelada a comparacao
da concentracdo dos componentes da amostra na fase superior e na fase inferior
do sistema de solventes. Um sistema de solvente que apresenta a concentracéo
igual nas duas fases, consequentemente possui 0 coeficiente de particdo proximo
ou igual a 1, logo o sistema de solvente escolhido tem uma boa interagcdo com as
substancias contidas na amostra e consequentemente uma boa separacéo
quando submetidos a analise por CCCAE (Sousa, 2011).

Apés as andlises, o sistema de solvente escolhido foi hexano:acetato de
etila:metanol:agua (1:2:2:1), o qual apresentou melhor solubilidade dos componentes

da amostra em ambas as fases.
5.4.1.2.2 Procedimento da CCCAE

Primeiramente, foram preparados 1.800 mL do sistema bifasico de
solventes escolhidos e, foram submetidos a agitacdo. Em seguida, foi colocado
por 30 minutos no ultrassom.

A fracdo em acetato de etila (73 mg) foi solubilizada em 5 mL da fase
aquosa.

O aparelho de CCCAE foi preenchido com a fase estacionéaria (fase
organica), no fluxo continuo de 2,0 mL.min™ até sua capacidade maxima (142
mL), apés o total enchimento a rotagdo foi iniciada (1200 rpm) e a fase aquosa
deste sistema de solvente (fase mével) foi bombeada para a coluna. Quando o
sistema entrou em equilibrio, verificou-se o "sangramento” de 36 mL, o que
corresponde a retencdo de 74,64% da fase estacionaria. Em seguida, 5 mL da
solugdo da amostra contendo 73 mg da fracdo acetato de etila foi injetada no
aparelho. Na eluicdo da fase movel foram coletadas fracdes de 4 mL monitoradas
com um detector de UV-Knauer em 280 nm.

Apbs a execucao de 240 min, 480 mL da fase moével foram coletadas em
120 fragOes. A rotagao foi desligada e iniciou-se o processo de limpeza da coluna
utilizando como solvente o metanol.

As fracOes obtidas na CCCAE foram analisadas por CCDA, visualizadas

sob irradiacdo de luz na regido do UV de 254 nm e reveladas com vanilina
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sulfarica. Também foram reveladas em solugdo de KOH em metanol 10%, um
revelador especifico de antraquinonas.

Apoés as analises, observou-se que foram purificadas trés antraquinonas,
nas fragbes: PGA 8 (t=15,6 min.) apresentou 5 mg da hidroxiemodina (76), PGA
11 (t=26,6 min.) apresentou 6 mg da antraquinona sulfatada (77), e PGA 45
(t=108,8 min.) apresentou 5,4 mg da emodina (5). Além, da mistura das
antraquinonas paristina (42) e 1,5 dihidroxi-3-metilantraquinona (74) na fracéo
PGA 81 (t=186,5 min.) como mostra no Grafico 2.
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Grafico 2: Cromatograma.

5.4.2 Analise das fracbes obtidas do extrato das folhas de Picramnia
ramiflora

Picramnia ramiflora
folhas (13,4 g)

Fracdo do extrato MeOH Fracdo de extrato
em CH,CI, MeOH em AcOEt
Fracdo em diclorometano (PFD) Fracdo em acetato de etila (PFA)
(515,5 mg) (495,2 mg)
CC gel de silica CC gel de silica
CH2Cl2:MeOH Hexano:AcOEt
Emodina Emodina
15,9 mg (5) 7 mg (5)

Fluxograma 3: Analise cromatografica das fracdes do extrato de folhas.

5.4.2.1 Anélise da fragdo em diclorometano (515,5 mg) (PFD)

Inicialmente a fracdo em diclorometano foi submetida a uma
cromatografia em coluna empacotada com gel de silica, usando como eluentes

diclorometano:metanol em concentragdo crescente de polaridade até 100% (v/v)
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de metanol, sendo coletadas 45 fracdes, que posteriormente foram reunidas em 8
novas fracbes, através de comparacdo por cromatografia em camada delgada
analitica. Sendo, isolada a antraquinona emodina (5) na fracdo PFD7. O estudo

cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 11.

Tabela 11: Estudo cromatogréfico da fracdo PFD.

FracOes Cédigos Quantidade Observacgéo Substancia
Reunidas (mQg)

1 PFD1 45,8 *

2-5 PFD2 33,1 *

6-9 PFD3 91,1 *

10-11 PFD4 15,3 *

12-16 PFD5 6,7 *

17-21 PFD6 4,7 *

22-32 PFD7 15,9 5
33-45 PFD8 281,6 *

*fracBes ndo trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fracdes

5.4.2.2 Andlise da fracdo em acetato de etila (495,2 mg) (PFA)

Inicialmente a fracdo em acetato de etila foi submetida a uma
cromatografia em coluna empacotada com gel de silica, usando como eluentes
hexano:acetato de etila em concentragdo crescente de polaridade até 100% (v/v)
de acetato de etila, sendo coletadas 100 fracdes, que posteriormente foram
reunidas em 6 novas fracbes, através de comparacdo por cromatografia em
camada delgada analitica. Sendo isolada a antraquinona emodina (5) na fracdo
PFAS5. O estudo cromatogréafico das fracdes esta descrito na Tabela 12.

Tabela 12: Estudo cromatogréfico da fracdo PFA.

FracOes Cédigos Quantidade Observacéo Substancia
Reunidas (mg)

1-12 PFA1 40,4 *

13-19 PFA2 45,0 *

20-39 PFA3 50,3 *

40-49 PFA4 2,8 *

50-68 PFA5 7,0 5
69-100 PFA6 225,4 *

*fracBes néo trabalhadas por serem misturas complexas semelhantes a outras fracées

5.4.2.3 Anélise do extrato metandlico (2,8 g) (PFMb)

O extrato metandlico das folhas foi submetido a uma Cromatografia
Liquida a Média Pressao (CLMP). Neste procedimento foram usados como

eluentes os solventes diclorometano e metanol. De acordo com o comportamento
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do extrato metandlico na andlise por CCDA, o método de separagdo foi
programado da seguinte forma: Inicialmente, a coluna de 26mmx230 mm
empacotada com gel de silica flash foi eluida com diclorometano 100% durante 30
minutos com fluxo de 23 mL/min.. Em seguida a elui¢ao foi feita em ordem crescente
de polaridade com diclorometano:metanol durante 120 minutos, seguido de 15
minutos de eluicdo com metanol 100%. Foram coletadas 177 fracdes com volume de
10 mL, que posteriormente foram reunidas em 8 novas fracdes, através de
comparacdo por cromatografia em camada delgada analitica. O estudo
cromatografico das fracdes esta descrito na Tabela 13.

Tabela 13: Estudo cromatogréfico da fracdo PFMb.

FracOes Cédigos Quantidade Observacgéo
Reunidas (mg)

1-20 PFMb1 160,6 *
21-40 PFMb2 105,7 *
41-55 PFMb3 290,3 *
56-77 PFMb4 1727

78-89 PFMb5 236,4 *
90-127 PFMb6 349,7 *
128-143 PFMb7 432,2 *
143-177 PFMb8 515,7 *

* fracBes ndo trabalhadas por serem misturas complexas
Analise da fracdo PFMb4 (172,7 mg)

A fracdo PFMb4 foi submetida a uma cromatografia em coluna empacotada
com gel de silica, usando como eluentes diclorometano:metanol em concentracao
crescente de polaridade até 100% (v/v) de metanol, sendo coletadas 62 fracdes,
que posteriormente foram reunidas em 6 novas fracdes, através de comparacéo
por cromatografia em camada delgada analitica. Sendo isolada a antraquinona
emodina (5) na fracdo PFMb4.2. O estudo cromatografico das fracfes esta

descrito na Tabela 14.

Tabela 14: Estudo cromatografico da fragdo PFMb4.

FracOes Cédigos Quantidade Observacao Substancia
Reunidas (mg)

1-6 PFMb4.1 47 *

7-15 PFMb4.2 27,9 5
16-28 PFMb4.3 25,2 *

29-34 PFMb4.4 3,4 *

35-54 PFMb4.5 28,1 *

55-62 PFMb4.6 35,7 *

* fracBes ndo trabalhadas por apresentarem pouca quantidade de massa.



6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Substancias identificadas de Picramnia ramiflora

O estudo fitoquimico Picramnia ramiflora permitiu o isolamento e a

identificacdo de 10 substancias: 05 esteroides, 05 antraquinonas.

6.1.1 Esteroides isolados

B-Sitosterol (3) Estigmasterol (63)

34



Campesterol (78)

Campestenona (79)

6.1.2 Antraquinonas isoladas

R= K ou Na

Antraquinona sulfatada (77)
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6.2 Determinacéao estrutural dos esteroides

Os fitosterois sao frequentemente encontrados no reino vegetal, sendo que
0 mais comum desta classe de substancias € o p-sitosterol (3) (Morais, 2007).

No entanto, quase sempre estas substancias ocorrem em misturas devido
as suas semelhancas estruturais dificultando suas separacfes, por isso na
maioria das vezes, suas identificacdes sao feitas em misturas, atravées de CG/EM
e dados de RMC *3C (Vieira, 1995).

6.2.1 Identificacdo da mistura das substancias 3, 63 e 78

A mistura contendo a substancia 3 apresentou-se como um sélido cristalino
em forma de agulhas, onde a analise de CCDA mostrou uma mancha com
coloracdo roxa apos ser revelado com a vanilina sulfurica, sugerindo ser um
esteroide ou uma mistura de esteroides.

A anélise dos espectros de RMN 'H (Figuras 7 e 8, pags. 41 e 42) da
amostra 3 apresentou um grande acumulo de sinais intensos na regido entre dy
0,70 a 2,31, relativo aos varios grupos contendo atomos de hidrogénio metilicos,
metilénicos e metinicos compativeis com um esqueleto esteroidal do tipo B-

sitosterol. Observa-se um septeto em 6y 3,57 caracteristico de um atomo de
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hidrogénio H-3 oxigenado, e um dupleto largo em &y 5,37 relativo a um hidrogénio
olefinico H-6.

O espectro de RMN *3C da substancia 3 (Figura 10, pag. 44), apresentou
sinais em &¢ 140,8 e d¢ 121,7 caracteristicos de uma dupla ligacao entre C-5 e
CH-6, bem como a presenca de um sinal em d&¢c 71,4 atribuido a um carbono
carbindlico CH-3 comum na estrutura do esteroide B-sitosterol.

Os dados fornecidos pelos espectros de RMN *H e RMN **C (Figuras 7-
13, pags. 41-47) junto com dados da literatura (Moreira, 2009), permitiram uma
completa atribuicdo dos sinais do esteroide [-sitosterol com bastante coeréncia.

A confirmacéo final da presenca de uma mistura de trés esteroides foi feita
através da analise de CG/EM (Esquemas 1, 2 e 3, pag. 39 e 40, Figura 6, pag.
39).

O pico em m/z = 414 Dalton no espectro de massas (Esquemas 1, 2 e 3,
pags. 39 e 40), compativel com a férmula molecular CyHs500, confirmou a
identificacdo do esteroide 3, o sitosterol, o pico em m/z = 412 Dalton indicou a
ocorréncia da estigmasterol (63) e presenca do pico em m/z= 400 Dalton indicou a
ocorréncia do esteroide campesterol (78), apesar de ambos campesterol e
estigmasterol, ndo serem detectados nos espectros de RMN.

Os dados descritos acima e presentes na Tabela 15, p. 38 quando
comparados com dados existentes na literatura (Moreira, 1995) confirmam a

presenca da estrutura proposta.
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Tabela 15: Dados de RMN *3C (125 MHz) do esteroide 3 e as comparacdes com
valores da literatura para a substancia p-sitosterol, em CDCl;. Os deslocamentos

quimicos (8) estdo em ppm.

esteroide (3) B-sitosterol
8(: 8C

C

5 140,8 140,7
10 36,5 36,1
13 42,3 42,3
CH

3 71,4 71,8
6 121,7 121,7
8 31,9 31,9
9 50,1 50,1
14 56,8 56,8
17 56,0 56,0
20 36,2 39,8
24 45,8 45,8
25 29,1 29,0
CH;

1 37,3 37,3
2 31,6 31,9
4 42,3 42,2
7 33,9 33,9
11 21,1 21,1
12 39,8 39,8
15 24,3 24,3
16 28,3 28,9
22 31,9 32,0
23 26,0 26,0
28 23,1 23,0
CH3

18 12,0 12,3
19 19,0 19,4
21 18,8 18,8
26 19,4 19,8
27 19,8 19,8
29 11,9 11,8
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Figura 6: Cromatograma da mistura de esteroides 3, 63 e 78.
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Esquema 1: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas da p-sitosterol (3); Tempo de retencao 32,4 (28,8 %).
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Esquema 2: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de

massas do campesterol (78); Tempo de retencao 29,9 (23,0%).
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Esquema 3: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de
massas do estigmasterol (63); Tempo de retencéo 30,3 (2,6%).
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Figura 13: Espectro de RMN'C (150 MHz, CDCl3) com ampliacdo da regi&o 8y 34
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6.2.2 Identificagao da mistura das substéncias 75 e 79

O espectro de RMN *H (Figura 15, pag. 52) apresenta um conjunto de
sinais na regido mais protegida do espectro, em 6y 2,41- 0,77, definindo o nucleo
esteroidal. Também é observado um sinal simples integrando para um hidrogénio
em dy 5,74 atribuido ao hidrogénio H-4, o qual confirma a presenca de uma
ligagdo dupla nessa posicdo. Entretanto ndo foi observado um multipleto na
regido de oy 3,50 relativo ao H-3, sugerindo que esta posicdo néo seria
hidrogenada e, portanto, estaria substituida por um grupo carbonila,
caracterizando o esteroide sitostenona (75).

No espectro de RMN *3C (Figura 16, pag. 53) pode-se observar um sinal
em 3¢ 200,0 referente a um carbono carbonilico C-3. Os sinais em &c 124,1 e 6c¢
171,7 caracteristicos de carbonos com dupla ligacdo podem ser atribuidos aos
carbonos CH-4 e C-5 respectivamente, comprovando entdo a existéncia de um
sistema endnico.

O pico em m/z = 412 Dalton apresentado no espectro de massas
(Esquemas 4 e 5, pag. 50 e 51, Figura 14, pag. 50), compativel com a formula
molecular Cy9H4g0, confirmou a identificacdo do esteroide 75, juntamente com a
presenca do pico em m/z = 398 Dalton massas, indicou também a ocorréncia do
esteroide campestenona (79) em mistura com a sitostenona (75).

Os dados descritos acima e presentes na Tabela 16, p. 49 quando comparados
com dados existentes na literatura (Vieira, 1995; Breitmaier e Voelter, 1987)

confirmam a presenca da estrutura proposta.
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Tabela 16: Dados de RMN *C (100 MHz) do esteroide 75 e as comparacdes com

valores da literatura para a substancia sitostenona, em CDCI;. Os deslocamentos

quimicos (8) estdo em ppm (Vieira, 1995).

esteroide (75)

sitostenona

5(; 8C

C

3 200,0 200,1
5 171,7 172,5
10 35,7 36,1
13 42,4 42,7
CH

4 1241 123,8
8 35,6 35,8
9 53,8 54,0
14 55,9 55,9
17 56,0 561
20 36,1 36,3
24 45,9 45,9
25 29,2 29,3
CH;

1 38,6 38,8
2 34,0 34,1
6 33,0 32,1
7 32,1 32,0
11 21,0 21,2
12 39,6 39,8
15 24,2 24,3
16 28,2 29,3
22 34,0 34,0
23 26,1 26,2
28 23,1 23,3
CHs

18 - 12,2
19 17,4 17,5
21 18,7 18,9
26 19,8 19,2
27 19,0 18,6
29 12,0 12,2
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Esquema 4. Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de

massas da sitostenona (75); Tempo de retencéo 36,1 (76,2 %).
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Esquema 5: Interpretacdo mecanistica dos principais fragmentos no espectro de

massas do campestenona (79); Tempo de retencéo 32,8 (22,6%).
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6.3 Determinagéo estrutural das antraquinonas

As antraquinonas constituem o grupo mais numeroso das quinonas
naturais, séo estaveis e geralmente formadas a partir de antronas livres por auto-
oxidacdo ou pela acdo de enzimas préprias das plantas (peroxidases ou
oxidases). Além disso, apresentam significativas atividades biolégicas (Simdes,
2007).

Vale ressaltar, que as antraguinonas geralmente se apresentam como
substancias cristalinas de cor amarela, vermelha ou laranja e estdo distribuidas
largamente no reino vegetal, desde plantas superiores até fungos e liquens
(Santos, 2008).

6.3.1 Identificacdo da substancia 5

OH O OH

I8

ngEmg 2
Me cu |101 OH
O
5

A substancia 5 presente em varias fracbes de Picramnia ramiflora, foi
caracterizada como um sélido cristalino alaranjado apresentando ponto de fusao
de 162°C. Apresentou teste positivo para antraquinonas (coloracdo rosa em
solucéo de KOH em metanol 10%).

O espectro de RMN 'H da antraquinona 5 (Figuras 18 e 19, pags. 59 e
60), apresenta sinais caracteristicos de dois hidrogénios hidroxilicos quelados em
o4 12,19 e 12,09, ligados aos a&tomos de carbono 1 e 8, respectivamente, e um
sinal integrando para trés hidrogénios em &y 2,48, atribuido a um grupo metilico, e
ainda quatro sinais referentes a hidrogénios aromaticos (Silverstein et al., 2007).

A localizacdo dos dois grupos hidroxila quelados ligados aos atomos de
carbono 1 e 8 foi confirmada através das correlacées heteronucleares 2J entre os
atomos de carbono C-1 em &¢ 165,4 com o hidrogénio hidroxilico em &y 12,19
(HO-1), e C-8 em 6¢c 162,4 com o hidrogénio hidroxilico (HO-8) em &y 12,09,
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ambas apresentadas no mapa de correlacdo HMBC (Figuras 24 e 25, pags. 65 e
66; Tabela 17, pag. 58).

A localizacdo dos dois grupos hidroxila quelados ligados aos atomos de
carbono 1 e 8 foi corroborada ainda pelas correlacdes 3J entre os atomos de
carbono C-13 em &¢ 109,5 com o hidrogénio hidroxilico (HO-1) em &y 12,19, e
entre C-12 em 6¢c 113,6 e CH-7 em 6¢ 124,1, ambos com o hidrogénio hidroxilico
(HO-8) em 6y 12,09, apresentadas no mapa de correlagdo HMBC (Figuras 24 e
25, pags. 65 e 66; Tabela 17, pag. 58).

A presenca do sinal integrando para trés hidrogénios em &y 2,48, atribuido
a um grupo metilico ligado ao atomo de carbono 6 no anel A do esqueleto
antracénico foi confirmada pela correlacdo heteronuclear 2J entre o atomo de
carbono quaternario C-6 em 3¢ 148,7 com os hidrogénios do grupo em metila em
8y 2,48, corroboradas ainda pelas correlacdes *J entre os atomos de carbono CH-
5 em 6c 120,6 e CH-7 em 8¢ 124,1 com os hidrogénios do grupo em metila em dy
2,48, ambas apresentadas no mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (Figuras
24 e 25, pags. 65 e 66; Tabela 17, p. 58).

O modelo padrdo de substituicdo no esqueleto antracénico da
antraquinona 5 foi definido pelos deslocamentos quimicos, e as multiplicidades
dos hidrogénios arométicos. No anel C do esqueleto antracénico, dois sinais
duplos em 6y 6,67 (d, J= 2,0 Hz, H-2), 7,25 (d, J= 2,0 Hz, H-4 peri carbonilico)
foram atribuidos ao hidrogénios aromaticos H-2 e H-4, respectivamente. Ja no
anel A do esqueleto antracénico, os sinais dos hidrogénios aromaticos aparecem
como sinais simples integrando para um hidrogénio cada em dy 7,56 referente ao
hidrogénio H-5 peri carbonilico, e em 3y 7,14 referente ao hidrogénio H-7, ambos
apresentados no espectro de RMN *H (Figura 19, pag. 60; Tabela 17, pag. 58).

Este padrdo de substituicdo do anel antracénico foi confirmado através
das correlacdes 3J entre o0 atomo de carbono carbonilico C-10 em ¢ 181,3 com
os hidrogénios H-4 em 3y 7,25 e com hidrogénio H-5 em &y 7,56; e dos carbonos
quaternarios C-13 em d¢ 109,5 com o hidrogénio H-2 em &y 6,67, e C-12 em d¢
113,6 com o hidrogénio H-7 em oy 7,14, ambas apresentadas no mapa de
correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 24 e 25, pags. 65 e 66; Tabela 17, pag.
58). As demais correlacdes encontram-se sumarizadas na Tabela 17, pagina 58,

e confirmadas pelo mapa de correlacdo HSQC (Figuras 21-23, pags. 62-64). A
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anélise do espectro de RMN **C-DEPTQ (Figura 20, pag. 61) da antraquinona 5
mostrou sinais em &¢ 190,8 e 181,3, correspondentes aos carbonos carbonilicos
C-9 e C-10, confirmados anteriormente no mapa de correlacdo HMBC (Figuras
24 e 25, pags. 65 e 66).

A presenga de um grupo hidroxila HO-3 ligado ao atomo de carbono 3 foi
observada pelo sinal em &¢ 165,6 apresentado no espectro de RMN *C-DEPTQ
(Figura 20, pag. 61), caracteristico de carbono aromatico substituido por grupo
hidroxila (Silverstein et al., 2007).

Os deslocamentos quimicos para os dois carbonos carbonilicos de
antraquinonas estdo em torno de &¢ 183,0, ja quando ha ligagdo de hidrogénio
intramolecular ha uma desprotecdo de aproximadamente 5,0 ppm, sendo que na
presenca de dois grupos hidroxilas quelados o deslocamento quimico fica em
torno de 6¢ 190,0 (Vieira, 1995).

O espectro de massas de baixa resolucdo (Figura 27, pag. 68) da
antraquinona (5) apresentou o pico do ion molecular em m/z= 270 Dalton,
confirmando a proposta estrutural para uma antraquinona trihidroxilada. A
proposta mecanistica para os principais fragmentos da antraquinona (5) encontra-
se no Esquema 6, pag. 57.

A comparacéo dos dados de RMN *H e RMN **C com dados de literatura
confirmou de forma inequivoca que antraquinona (5) trata-se da antraquinona 1,3,8-

trihidroxi-6-metilantraquinona, conhecida como emodina (Santos et al., 2008).

OH co OH
g 12
OO .
OH 6 ¢ OH

m/z= 242 m/z= 214

miz= 270 (M +°)

Esquema 6: Proposta mecanistica para os principais fragmentos apresentados

no espectro de massas de baixa resolucao (70 eV) para a antraquinona (5).
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Tabela 17: Dados de RMN*H (500 MHz), **C-DEPTQ (125 MHz) e as correlacdes
observadas nos mapas de correlacdo heteronucleares HSQC e HMBC da
antraquinona (5), em acetona-ds. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as

constantes de acoplamento (J entre paréntesis) estdo em Hz.

Emodina (5)
HSQC HMBC
dc OH ?JcH *Jen

C

1 165,4 - HO-1

3 165,6 -

6 148,7 - Me-6

8 162,4 - HO-8

9 190,8 -

10 181,3 - H-4; H-5

11 133,3 -

12 113,6 - H-5; H-7; HO-8
13 109,5 - H-2; H-4; HO-1
14 135,7 -

CH

2 108,0 6,67 (d, 2,0)

4 108,8 7,25 (d, 2,0)

5 120,6 7,56 (s) H-7; Me-6

7 124,1 7,14 (s) H-5; Me-6; HO-8
CHs
Me-6 21,1 2,48 (s) H-5; H-7
HO

1 - 12,19 (s)

8 - 12,09 (s)
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6.3.2 Identificacdo da substancia 42

42

A substancia 42 foi caracterizada como um sélido cristalino alaranjado

apresentando ponto de fusdo de 207°C. Apresentou teste positivo para
antraquinonas (coloracao rosa em solucao de KOH em metanol 10%).

O espectro de RMN *H da antraquinona 42 (Figuras 28 e 29, pags. 72 e
73), apresenta sinais caracteristicos de dois hidrogénios hidroxilicos quelados em
o4 12,30 e 12,11, ligados aos atomos de carbono 1 e 8, respectivamente, e um
sinal integrando para trés hidrogénios em dy 2,44, atribuido a um grupo metilico
ligado a anel aromatico, um sinal em &4 3,93, referente aos trés hidrogénios de
uma metoxila também ligado a anel aromatico e ainda quatro sinais referentes a
hidrogénios aromaticos, semelhante a antraquinona (5) (Silverstein et al., 2007).

A localizacdo dos dois grupos hidroxila quelados ligados aos atomos de
carbono 1 e 8 foi confirmada através das correlaces heteronucleares 2J entre os
atomos de carbono C-1 em 8¢ 165,3 com o hidrogénio hidroxilico em 6y 12,30
(HO-1), e C-8 em &¢c 162,5 com o hidrogénio hidroxilico (HO-8) em &y 12,11,
apresentadas no mapa de correlagdo HMBC (Figuras 35 e 36, pags. 79 e 80;
Tabela 18, pag. 71).

A localizacdo dos dois grupos hidroxila quelados ligados aos atomos de
carbono 1 e 8 foi corroborada ainda pelas 3J entre os atomos de carbono C-13 em 8¢
110,3 e CH-2 em &¢ 106,8, ambos com o hidrogénio hidroxilico (HO-1) em &y 12,30,
e entre C-12 em 6¢ 113,7 e CH-7 6¢ 124,5, ambos com o hidrogénio hidroxilico (HO-
8) em oy 12,11, apresentados no mapa de correlagdo HMBC (Figuras 35 e 36,
pags. 79 e 80; Tabela 18, pag. 71).

A presenca do sinal integrando para trés hidrogénios em &y 2,44, atribuido
a um grupo metilico ligado ao atomo de carbono C-6 no anel A do esqueleto

antracénico foi confirmada pela correlagéo heteronuclear 2J entre o 4tomo de carbono
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quaternario C-6 em d¢c 148,4 com os hidrogénios do grupo em metila em &y 2,44,
corroborado pelas correlacées 2J entre os 4tomos de carbono CH-5 em 8¢ 121,3 e CH-
7 em 8¢ 124,5 com os hidrogénios do grupo em metila em oy 2,44 apresentadas no
mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras 35 e 36, pags. 79 e 80; Tabela 18,
pag. 71).

O modelo padréo de substituicdo no esqueleto antracénico da antraquinona
42 foi definido pelos deslocamentos quimicos e as multiplicidades dos hidrogénios
arométicos. No anel C do esqueleto antracénico, dois sinais duplos em 6y 6,67 (d, J=
2,4 Hz, H-2), 7,35 (d, J= 2,4 Hz, H-4 peri carbonilico) foram atribuidos ao hidrogénios
aromaticos H-2 e H-4, respectivamente. Ja no anel A do esqueleto antracénico, os
sinais dos hidrogénios aromaticos aparecem como simpletos largos integrando para
um hidrogénio cada em &y 7,62 referente ao hidrogénio H-5 peri carbonilico, e em &y
7,07 referente ao hidrogénio H-7, ambos apresentados no espectro de RMN 'H
(Figura 29, pag. 73; Tabela 18, pag. 71).

O modo de substituicho do anel antracénico foi confirmado através das
correlacbes 3J entre 0 atomo de carbono carbonilico C-10 em &c 182,0 com o
hidrogénio H-5 em &y 7,62; e do carbono quaternario C-12 em ¢ 113,7 com 0s
hidrogénios H-5 em &y 7,62 e H-7 em &4 7,07, ambas apresentadas no mapa de
correlacéo heteronuclear HMBC (Figuras 35 e 36, pags. 79 e 80; Tabela 18, pag. 71).
As demais correlacbes encontram-se sumarizadas na Tabela 18, pagina 71, e
confirmadas pelo mapa de correlagdo HMQC (Figuras 32-34, pags. 76-78). A andlise
do espectro de RMN *3C- (Figuras 30 e 31, pags. 74 e 75) da antraquinona 42
mostrou sinais em d¢ 190,8 e 182,0, correspondentes aos carbonos carbonilicos C-9 e
C-10, confirmados anteriormente no mapa de correlacdo HMBC (Figuras 35 e 36,
pags. 79 e 80; Tabela 18, pag. 71).

O espectro de RMN*®C (Figuras 30 e 31, pags. 74 e 75) apresenta um
sinal em &¢ 56,1, atribuido ao grupo metoxila ligado ao atomo de carbono C-3. O
espectro de massas de baixa resolucao (Figura 37, pag. 81) da antraquinona (42)
apresentou o pico do ion molecular em m/z= 284 Dalton, confirmando a proposta
estrutural.

A comparacéo dos dados de RMN *H e RMN *3C com dados de literatura
confirmou de forma inequivoca que antraquinona (42) trata-se da antraquinona

paristina (Santos et al., 2008).
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Tabela 18: Dados de RMN'H (400 MHz), *C (100 MHz) e as correlacdes
observadas nos mapas de correlacdo heteronucleares HMQC e HMBC da
antraquinona (42), em CDClz. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as

constantes de acoplamento (J entre paréntesis) estdo em Hz.

Paristina (42)
HMQC HMBC
5(; SH 2JCH 3‘JCH
C
1 165,3 - HO-1
3 166,5 -
6 148,4 - Me-6
8 162,5 - HO-8
9 190,8 -
10 182,0 - H-5
11 133,2° -
12 113,7 - H-5; H-7; HO-8
13 110,3 - HO-1
14 135,2° -
CH
2 106,8 6,67 (d, 2,4) HO-1
4 108,2 7,35 (d, 2,4)
5 121,3 7,62 (sl) Me-6; H-7
7 1245 7,07 (sl) H-5; Me-6; HO-8
CH3
Me-6 22,1 2,44 (sl)
MeO-3 56,1 3,93 (s)
HO
1 - 12,30 (s)
8 - 12,11 (s)
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6.3.3 Identificagdo da substancia 74

A substancia 74 foi isolada como um sélido amorfo alaranjado
apresentando teste positivo para antraquinonas (cor rosa em solu¢cdo de KOH em
metanol 10%).

O espectro de RMN 'H da antraquinona 74 (Figura 38, pag. 85),
apresenta sinais caracteristicos de dois hidrogénios hidroxilicos quelados em
oy 12,06 e 12,17.

A localizacédo dos dois grupos hidroxilas ligados ao atomo de carbono C-1
e C-5 foi confirmada através das correlagdes heteronucleares 2J entre os atomos
de carbono C-1 em 8¢ 163 com o hidrogénio hidroxilico em 84 12,06 (HO-1), e C-5
em d¢c 162 com o hidrogénio hidroxilico (HO-5) em &y 12,17, apresentadas no
mapa de correlagdo HMBC (Figura 41, pag. 88; Tabela 19, pag. 84).

A localizacdo dos dois grupos hidroxila quelados ligados aos atomos de
carbono C-1 e C-5 foi corroborada ainda pelas 2J entre os atomos de carbono CH-
2 em ¢ 125,1 com o hidrogénio hidroxilico (HO-1) em &4 12,06, e entre C-11 em
d¢c 117 e CH-6 6c 125, ambos com o hidrogénio hidroxilico (HO-5) em &4 12,17,
apresentadas no mapa de correlacdo HMBC (Figuras 41 e 42, pags. 88 e 89;
Tabela 19, pag. 84).

A presenca do sinal integrando para trés hidrogénios em 6y 2,34, atribuido
a um grupo metila ligado ao atomo de carbono C-3 no anel C do esqueleto
antracénico foi confirmada pela correlacdo heteronuclear 2J entre o atomo de
carbono quaternario C-3 em 3¢ 150 com os hidrogénios do grupo em metila em dy
2,34, corroboradas pelas correlagdes 3J entre os 4tomos de carbono CH-2 em ¢
125,1 e CH-4 em ¢ 121,9 com os hidrogénios do grupo em metila em 6y 2,34,
ambas apresentadas no mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras 41 e
42, pags.88 e 89; Tabela 19, pag. 84).
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O modo de substituicdo no esqueleto antracénico da antraquinona 42 foi
definido pelos deslocamentos quimicos e as multiplicidades dos hidrogénios
aromaticos. No anel C do esqueleto antracénico, dois simpletos largos em &y 7,14
e 7,69 foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos H-2 e H-4, respectivamente.
Ja no anel A do esqueleto antracénico, os sinais dos hidrogénios aromaticos
aparecem como dois sinais duplos em &y 7,32 (d, J= 8,4 Hz, H-6), 64 7,86 (d, J=
8,4 Hz, H-8 peri carbonilico) que foram atribuidos aos hidrogénios arométicos H-6
e H-8, respectivamente. E um sinal triplo 7,70 (t, J= 8,4 Hz, H-7) referente ao
hidrogénio H-7, apresentado no espectro de RMN *H (Figuras 38 e 39, pags. 85
e 86; Tabela 19, pag. 84).

O modo de substituicdo do anel antracénico foi confirmado através das
correlacées 2J entre os atomos de carbonos quaternarios C-1 em ¢ 163 com o
hidrogénio H-2 em &y 7,14, do atomo de carbono C-13 em §c 115 com o
hidrogénio H-4 em 64 7,69, e do atomo de carbono C-5 em 3¢ 162 com o
hidrogénio H-6 em &y 7,32.

O modo de substituicdo foi corroborado pelas correlacdes 3J entre os
atomos de carbono carbonilico C-10 em 8¢ 182,0 com o hidrogénio H-4 em &y
7,69 e C-9 em 6¢ 183 com o hidrogénio H-8 em &y 7,86; dos atomos de carbonos
quaternario C-5 em 8¢ 162 com o hidrogénio H-7 em &y 7,70, C-11 em ¢ 117 com
o hidrogénio H-6 em 6y 7,32 e H-8 em &y 7,86 e C-12 em 3¢ 132 com o hidrogénio
H-7 em &y 7,70; e dos &tomos de carbono CH-8 em &¢ 120,5 com o hidrogénio H-
6 em oy 7,32 e CH-6 em d¢c 125,1 com o hidrogénio H-8 em &y 7,86, todas
apresentadas no mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (Figuras 41 e 42,
pags. 88 e 89; Tabela 19, pag. 84). Todas as correlacdes encontram-se
sumarizadas na Tabela 19, pagina 84, e confirmadas pelo mapa de correlacéo
HSQC (Figura 40, pag. 87).

A maioria dos dados de '3C foram extraidos do mapa de correlacéo
HMBC (Tabela 19, pag. 84), devido a pequena quantidade de amostra isolada da
antraquinona (74) n&o foi possivel obter um espectro de **C, sendo a maioria dos
deslocamentos quimicos dos carbonos quaternarios aproximados. Os dados
observados nos mapas de correlacdo HSQC e HMBC confirmam a estrutura
proposta para a antraquinona 1,5 dihidroxi-3-metilantraquinona (74) ja descrita na

literatura (Kazmi et al., 2006).
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Tabela 19: Dados de RMN*H (500 MHz) e as correlacdes observadas nos mapas
de correlacdo heteronucleares HSQC e HMBC da antraquinona (74), em CDCls.
Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as constantes de acoplamento (J

entre paréntesis) estdo em Hz.

antragquinona (74)

HSQC HMBC
8(; SH 2\JCH 3‘JCH
C
1 163 - HO-1; H-2
3 150 - 3H-15
5 162 - HO-5; H-6 H-7
9 183 - H-8
10 182 - H-4
11 117 - HO-5; H-6; H-8
12 132 - H-7
13 115 - H-4
14 135 -
CH
2 1251 7,14 (sl) HO-1; H-4; 3H-15
4 121,9 7,69 (s) 3H-15
6 1251 7,32 (d, 8,4) HO-5; H-8
7 130,8 7,70 (t, 8,4)
8 120,5 7,86 (d, 8,4) H-6
CHs
15 19,8 2,34 (s)
HO
1 - 12,06 (s)
5 - 12,17 (s)

Os 6c sem valores decimais foram deduzidos com base no espectro HMBC e, conseqlientemente,
representam dados aproximados.
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6.3.4 Identificagdo da substancia 76

A substancia 76 foi isolada como um sdélido amorfo alaranjado,
apresentando teste positivo para antraquinonas (cor rosa em solucdo de KOH em
metanol 10%).

O espectro de RMN 'H da antraquinona 76 (Figura 43, pag. 94), ndo
apresentou sinais caracteristicos de dois hidrogénios hidroxilicos quelados na
regido de oy 12,0, ligados aos atomos de carbono 1 e 8. Esses valores nao
aparecem no espectro devido a troca quimica do hidrogénio da hidroxila com
agua do solvente MeOD.

A presenca dos dois grupos hidroxila ligados aos atomos de carbono C-1
e C-8 pode ser observada no espectro de RMN *C-DEPTQ, através dos sinais
dos atomos de carbono C-1 em 8¢ 165,0 e C-8 em &8¢ 162,3 (Figura 45, pag. 96;
Tabela 20, pag. 93).

A presenca de um sinal simples integrando para dois hidrogénios em
84 4,71 no espectro de RMN *H (Figura 43, pag. 94; Tabela 20, pag. 93) sugere
a presenca de um grupo hidroximetilénico, o qual foi confirmado pela correlacao
heteronuclear 2J entre o atomo de carbono quaternario C-6 em 8¢ 151,8 com o0s
hidrogénios do grupo hidroximetilénico em &y 4,71, corroborada ainda pelas
correlacées 3J entre os atomos de carbono CH-5 em 8¢ 117,1 e CH-7 em &¢ 120,8
com os hidrogénios do grupo hidroximetilénico em &y 4,71, ambas apresentadas
no mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (Figuras 48-50, pags. 99-101;
Tabela 20, pag. 93).
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O modo de substituicdo no esqueleto antracénico da antraquinona 76 foi
definido pelos deslocamentos quimicos e as multiplicidades dos hidrogénios
aromaticos. No anel C do esqueleto antracénico, dois simpletos largos em &y 6,59
e 7,22 foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos H-2 e H-4, respectivamente.
Ja no anel A do esqueleto antracénico, os sinais dos hidrogénios aromaticos
aparecem como um simpleto largo integrando para um hidrogénio cada em
oy 7,76 referente ao hidrogénio H-5 peri carbonilico, e um sinal simples em 8y 7,29
referente ao hidrogénio H-7, ambos apresentados no espectro de RMN *H
(Figuras 43 e 44, pags. 94 e 95; Tabela 20, pag. 93).

O modo de substituicdo do anel antracénico foi confirmado através das
correlacbes J entre o &tomo de carbono carbonilico C-10 em ¢ 181,7 com 0s
atomos de hidrogénios H-4 em 8y 7,22 e com H-5 em &y 7,76; e dos carbonos
quaternarios C-13 em d¢ ~110,0 com os hidrogénios H-2 em &4 6,59 e H-4 em 8y
7,22, e C-12 em 6¢c ~115,0 com os hidrogénios H-5 em &y 7,76 e H-7 em &y 7,29,
ambas apresentadas no mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras 48-
50, pags. 99-101; Tabela 20, pag. 93). As demais correlacbes encontram-se
sumarizadas na Tabela 20, pagina 93, e confirmadas pelo mapa de correlacéo
HSQC (Figuras 46-47, pags. 97 e 98). A anélise do espectro de RMN *C-DEPTQ
(Figura 45, pag. 96) da antraquinona 76 mostrou sinais em 6c 190,6 e 181,7,
correspondentes aos carbonos carbonilicos C-9 e C-10, confirmados anteriormente
no mapa de correlacdo HMBC (Figuras 48-50, pags. 99-101).

A presenca de um grupo hidroxila HO-3 ligado ao atomo de carbono C-3
foi observada pelo sinal em §¢c 165,9, apresentado no espectro de RMN *3C-
DEPTQ (Figura 45, pag. 96), caracteristico de carbono aromético substituido por
grupo hidroxila (Silverstein et al., 2007).

O espectro de RMN *C-DEPTQ (Figura 45, pag. 96) apresenta agora um
sinal em ¢ 62,7, referente a um carbono carbindlico em CH,-15 ligado ao anel
aromatico.

O espectro de massas de baixa resolucdo (Figura 51, pag. 102) da
antraquinona (76) apresentou o pico do ion molecular em m/z= 286 Dalton,
confirmando a proposta estrutural para uma antraquinona com a presenca de um
grupo hidroximetilénico. A proposta mecanistica para os principais fragmentos da

antraquinona (76) encontra-se no Esquema 7, pagina 92.
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A comparacéo dos dados de RMN *H e RMN *3C com dados de literatura
confirmou de forma inequivoca que antraquinona (76) trata-se da antraquinona

conhecida como hidroxiemodina (Kim et al., 2008).

Tempo de retencao 21,0 min. (25.40%)

Ci15H1006
miz 286 CH0

m/z 256 m/z 255

Esquema 7: Proposta mecanistica para os principais fragmentos apresentados

no espectro de massas de baixa resolucao (70 eV) para a antraquinona (76).
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Tabela 20: Dados de RMN*H (500 MHz), **C-DEPTQ (125 MHz) e as correlacdes
observadas nos mapas de correlacdo heteronucleares HSQC e HMBC da
antraquinona (76), em MeOD. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm, e as

constantes de acoplamento (J entre paréntesis) estdo em Hz.

Hidroxiemodina (76)

HSQC HMBC
d¢c SH 2Jen *JcH

C

1 ~165 - H-2

3 165,9 - H-2

6 151,8 - 2H-15

8 162,3

9 190,6 -

10 181,7 - H-4; H-5
11 133,5 -

12 ~115 - H-5; H-7
13 ~110 - H-2: H-4
14 135,5 -

CH

2 107,7 | 6,59 (s)) H-4

4 1088 | 7.22 (s)) H-2

5 1171 | 7,76 (s)) H-7: 2H-15
7 120,8 7.29 () H-5; 2H-15
CH>

15 62,7 4,71 (s) H-5; H-7
HO

1 - *

8 - *

3 *

15 *

* Valores ndo aparecem no espectro devido a troca quimica do hidrogénio da hidroxila com agua do
solvente metanol deuterado.
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6.3.5 Identificacdo da substancia 77

A substéncia 77 foi isolada como um sdlido amorfo alaranjado,
apresentando teste positivo para antraquinonas (cor rosa em solu¢cdo de KOH em
metanol 10%).

O espectro de RMN 'H da antraquinona 77 (Figura 53, pag. 107), ndo
apresenta sinais caracteristicos de dois hidrogénios hidroxilicos quelados na
regido de 6y 12,0, ligados aos atomos de carbono C-1 e C-8. Esses valores nao
aparecem no espectro devido a troca quimica dos hidrogénios dos grupos
hidroxila com &gua do solvente MeOD.

A presenca dos dois grupos hidroxila ligados aos atomos de carbono C-1
e C-8 pode ser observada através dos sinais relativos aos atomos de carbono C-1
em 6c 165,5 e C-8 em 6¢c 161,9 apresentados no espectro de RMN 13C-DEPTQ
(Figuras 55 e 56, pags. 109 e 110; Tabela 21, pag. 106).

O modo de substituicdo no esqueleto antracénico da antraquinona 77 foi
definido pelos deslocamentos quimicos e as multiplicidades dos hidrogénios
aromaticos. No anel C do esqueleto antracénico, dois sinais duplos em &y 6,80 (d,
J= 2,4 Hz, H-2),7,24 (d, J= 2,4 Hz, H-4 peri carbonilico) foram atribuidos aos
hidrogénios aromaticos H-2 e H-4, respectivamente. Ja no anel A do esqueleto
antracénico, os sinais dos hidrogénios aromaticos aparecem como simpletos
largos integrando para um hidrogénio cada em &y 8,30 referente ao hidrogénio H-
5 peri carbonilico, e em &y 7,81 referente ao hidrogénio H-7, ambos apresentados
no espectro de RMN *H (Figuras 53 e 54, pags. 107 e 108; Tabela 21, pag. 106).

O modo de substituicdo do anel antracénico foi confirmado através das

correlacbes J entre o &tomo de carbono carbonilico C-10 em ¢ 181,3 com 0s
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hidrogénios H-4 em &y 7,24 e com H-5 em &4 8,30; e dos atomos de carbono
quaternarios C-13 em 8¢ 109,0 com o hidrogénio H-4 em &y 7,24, e do atomo de
carbono C-12 em 6¢ 117,5 com os hidrogénios H-5 em &y 8,30 e com H-7 em 8y
7,81, ambas apresentadas no mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras
58 e 59, pags. 112 e 113; Tabela 21, pag. 106). As demais correlagdes encontram-
se sumarizadas na Tabela 21, pagina 106, e confirmadas pelo mapa de
correlacdo HSQC (Figura 57, pag. 111). A andlise do espectro de RMN **C-
DEPTQ (Figuras 55 e 56, pags. 109 e 110) da antraquinona 77 mostrou sinais
em dc 190,5 e 181,3, correspondentes aos carbonos carbonilicos C-9 e C-10,
confirmados anteriormente no mapa de correlacdo HMBC (Figura 58 e 59, pags.
112 e 113). A presenca de um grupo hidroxila HO-3 ligado ao atomo de carbono 3
foi observada pela presenca do sinal em d¢c 166,2 apresentado no espectro de
RMN '3C-DEPTQ (Figuras 55 e 56, pags. 109 e 110), caracteristico de carbono
aromatico substituido por grupo hidroxila (Silverstein et al., 2007).

A proposta de um grupo sulfato ligado ao atomo de carbono C-6 foi
baseada em modelos de literatura com substancias flavondidicas substituidas
com grupo sulfato (Barron e lbrahim, 1987) principalmente no efeito mesomérico
retirador de elétrons exercido sobre os atomos de carbono pelo grupo sulfato nas

posicdes orto e para (Figura 52).

dc159,0
KS050.) 8)9

-~

dc160,0

dc101,4

Figura 52: Efeito mesomeérico retirador de elétrons exercido pelo grupo sulfato em

substancia flavondidica.

Observa-se um efeito de desprotecdo sobre os atomos de carbono na
posicdo orto em relacdo ao grupo sulfato, CH-5 (6¢ 119,6) e CH-7 (6¢ 124,3) em
relacdo aos atomos de carbono CH-2 (6¢ 107,7) e CH-4 (8¢ 109,0), na posicao

para observa-se 0 mesmo efeito de desprotecdo para os atomos de carbono C-12
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(6c 117,5) em relacdo ao atomo de carbono C-13 (6¢ 109,0), ambos observados
no espectro de RMN **C-DEPTQ (Figuras 55 e 56, pags. 109 e 110).

O mesmo efeito de desprotecdo acontece para os atomos hidrogénio H-5
e H-7 orto posicionados ao grupo sulfato no anel A do esqueleto antracénico, em
relacdo aos atomos hidrogénios orto posicionados ao grupo hidroxila no anel C,
ambos observados no espectro de RMN *H (Figuras 53 e 54, pags. 107 e 108).

Quanto ao contraion ligado ao grupo sulfato fez-se uma analise por
absorcdo atdbmica com objetivo de detectar a presenca de potassio ou soédio,
atomos mais comumente ligados ao grupo sulfato. Detectou-se em pequena
quantidade 0,22% de potassio e 0,27% de sddio, levando a sugerir uma mistura
com presenca dos dois atomos, apesar da pequena quantidade detectada. O que
pode ter levado a pequena quantidade detectada foi também a pequena
guantidade de amostra isolada, levando assim a pequena detecgéao.

Experimentos futuros com espectrometria de massas (FAB ou ES) serdo
realizados para a completa e inequivoca atribuicdo da antraquinona 77.

Entdo, pelo melhor do conhecimento a proposta estrutural para a

antraquinona 77 encontra-se inédita na literatura até o presente momento.



106

Tabela 21: Dados de RMN*H (500 MHz), **C-DEPTQ (125 MHz) observados nos
mapas de correlacdo heteronucleares HMQC e HMBC da antraquinona (77), em
MeOD. Os deslocamentos quimicos estdo em ppm e as constantes de

acoplamento (J entre paréntesis) estdo em Hz.

Antraquinona 77

HSQC HMBC
8(; SH 2\JCH 3‘JCH

C

1 165,5 - H-2

3 166,2 - H-2

6 *k _

8 161,9

9 190,5 -

10 181,3 - H-4; H-5
11 133,6 -

12 1175 - H-5; H-7
13 109,0 - H-4
14 135,6 -
CH

2 107,7 6,80 (d, 2,4) H-4
4 109,0 7,24 (d, 2,4)

5 119,6 8,30 (sl) H-7
7 1243 7,81 (sl) H-5
HO

1 *

8 *

3 *

* Valores ndo aparecem no espectro devido a troca quimica do hidrogénio da hidroxila com agua do solvente
metanol deuterado.
** \/alor ndo detectado no espectro de RMN *C-DEPTQ
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7. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da espécie Picramnia ramiflora permitiu o isolamento e
identificagdo de 10 substéancias. Foram isolados e identificados 05 esteroides (j3-
sitosterol, estigmasterol, campesterol, sitostenona e campestetona) e 03
antraquinonas (emodina, paristina e 1,5-dihidroxi-3-metil-antraquinona) do extrato em
diclorometano do caule; 03 antraquinonas (hidroxiemodina, emodina e antraquinona
sulfatada) do extrato em acetato de etila do caule; 01 antraquinona (emodina) dos
extratos em diclorometano, acetato de etila e metandlico das folhas. Vale destacar,
que as antraquinonas hidroxiemodina e 1,5-dihidroxi-3-metil-antraquinona s&o
inéditas no género Picramnia e, pelo conhecimento a antraquinona sulfatada
encontra-se inédita na literatura.

O isolamento e a identificacdo das 10 substancias de Picramnia ramiflora,
onde houve a predominéncia das antraquinonas, vém confirmar e corroborar com o
posicionamento taxondémico do género Picramnia dentro da familia Picramniaceae,
contribuindo para a quimiotaxonomia desta nova familia. Destacando-se também, a
proposta desta classe como marcador taxondmico do género com base nas

evidéncias.
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