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RESUMO

Nanuza plicata (Mart.) L.B.Sm. & Ayensu (Velloziaceae), (sinonimias: Xerophyta
plicata e Vellozia plicata) é conhecida popularmente como canela d’ema. E uma interessante
espécie vegetal com crescimento em ambientes sob alta irradia¢do solar e rapida drenagem de
agua. Na busca por fitoconstituintes foi realizado, em nosso laboratorio, um estudo utilizando
as partes aéreas dessa espécie. Essa planta foi coletada no municipio de Serra-Branca, estado
da Paraiba, em mar¢co de 2007 e uma exsicata (AGRA 5730) encontra-se depositada no
Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB). O material vegetal seco e pulverizado foi submetido
a maceragao com etanol 95% obtendo-se um extrato etanolico bruto (120 g). Ap6s a utilizagao
de métodos de separagdo e purificacdo por cromatografia em coluna de silica gel e/ ou
sephadex LH-20, os constituintes quimicos foram identificados através da anélise de dados
obtidos por métodos espectroscopicos como Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear
de 'H, "°C unidimensionais e técnicas bidimensionais (COSY, HMQC, HSQC ¢ HMBC),
Espectrometria de Massas, além de comparacdo com dados descritos na literatura. Neste
trabalho, reportamos o isolamento de sete componentes, dos quais dois sdo derivados do acido
clorogénico (3-O-E-cafeoil quinato de metila e acido 3,5-di-O-E-cafeoil-quinico), dois
diterpenos do tipo clerodano (Acido Patagdnico e Acido clerodan - 15-metoxi-3,13-dien-
15,16-olideo-8-6ico), uma flavona (Luteolina) e duas biflavonas (Amentoflavona e
Nanuzoflavona). Nanuzoflavona estd sendo relatada pela primeira vez na literatura. Tanto os
derivados clorogénicos como os diterpenos estao sendo descritos pela primeira vez na familia
Velloziaceae. Para Luteolina essa foi a primeira descri¢cao no género Nanuza.

Palavras-Chave: Velloziaceae, Nanuza plicata, Biflavonodides, Diterpenos Clerodanos,
Derivados do Acido Clorogénico.
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ABSTRACT

Nanuza plicata (Mart.) L.B.Sm. & Ayensus (Velloziaceae) (Xerophyta plicata and
Vellozia plicata) is popularly known as canela d’ema. It is an interesting plant, with growth in
areas under high solar irradiation and rapid drainage of water. In the search for
phytocompounds, a study using the aerial parts of this specie was conducted in our laboratory.
It was collected at Serra-Branca, state of Paraiba, in March 2007 and a voucher specimen
(AGRA 5730) is deposited at the Herbarium Lauro Pires Xavier (JPB). The dried and
powdered plant material was submitted to maceration with ethanol 95% resulting in a crude
ethanolic extract (120 g). After separation by chromatography methods using silica gel
column and/or Sephadex® LH-20, the chemical constituents were identified through analysis
of data obtained by mass spectrometry and spectroscopic methods such as infrared and NMR
'H, "C dimensional and two dimensional techniques (COSY, HMQC, HSQC and HMBC),
and compared with data from the literature. In this work, report the isolation of seven
components, two derivatives of chlorogenic acid (3-O- caffeoylquinic acid methyl ester and
3,5-O-di-caffeoylquinic acid), two clerodane diterpene acid (Patagonic acid and 15-
hydroxyclerodan -3,13-dien-15,16-olide-18-o0ic), a flavone (luteolin) and two biflavones
(amentoflavone and nanuzoflavone). Nanuzoflavone is reported as a new biflavonoid. The
derivatives chlorogenics and diterpenes are described by first time in the family Velloziaceae.
For luteolin was the first description in the genus Nanuza.

Key-words: Velloziaceae, Nanuza plicata, Biflavonoids, Clerodane Diterpene, Chlorogenic
acid’s derivatives.
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1. INTRODUCAO

A Quimica de Produtos Naturais (QPN) ¢, dentro da quimica brasileira, a area mais
antiga e acredita-se que ainda hoje, congregue o maior nimero de pesquisadores (PINTO et
al., 2002).

Os estudos de QPN iniciaram-se em uma institui¢ao publica brasileira em 1874, data
esta que marca a contratacdo de Theodoro Peckolt, farmacéutico alemdo que chegou ao Brasil
em novembro de 1847 e, aqui permaneceu os 65 anos restantes de sua vida (SANTOS, 2005).
Este farmacéutico pode ser considerado, pelo seu trabalho, o pai da fitoquimica brasileira,
além de ser o patriarca de uma familia de cientistas notaveis que se dedicaram com afinco ao
estudo quimico de plantas brasileiras (PINTO et al., 2002).

O marco da evolucdo cientifica da QPN no Brasil se deu na fitoquimica classica
(isolamento e determinagdo estrutural), de onde surgiram os grupos consolidados e atuantes
na area por todo o pais. Varios grupos de pesquisa vém alterando o enfoque da fitoquimica
tradicional privilegiando trabalhos que envolvam atividade biologica, ecologia quimica e
biossintese de micromoléculas de plantas, microorganismos, organismos marinhos, entre
outros, assim como novas metodologias analiticas de trabalho com produtos naturais, como
uma maneira de atuar na fronteira do conhecimento (SANTOS, 2005).

A Fitoquimica, reconhecida como Quimica de Vegetais ou Quimica de Produtos
Naturais, trata do isolamento e identificagdo, determinacdo e modificagdo estrutural de
substancias organicas presentes nas plantas sem uma relacdo prévia com eventual atividade
bioldgica (MIGUEL; MIGUEL, 2004). Busca assim, obter novos compostos ou derivados ja
1solados, na perspectiva destes possuirem maior atividade farmacolégica e/ou menor
toxicidade.

As plantas medicinais - plantas que exercem sobre o0 homem uma agdo farmacologica -
sempre foram objeto de estudo na tentativa de descobrir novas fontes de obtengdo de seus
principios ativos. O uso de dessas plantas pela populagdo mundial tem sido muito
significativo nos ultimos anos, sendo este, incentivado pela propria OMS (CRAVO, 1999).
Ao longo da historia, as plantas sao fontes de importantes farmacos como: digoxina (Digitalis
lanata), digitoxina (Digitalis purpurea), reserpina (Rauwolfia serpentina), pilocarpina
(Pilocarpus jaborandi), morfina e codeina (Papaver somniferum) e o taxol (Taxus ssp)
(BARREIRO, 1990). A fantastica variedade e complexidade dos metabodlitos especiais

biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluido como mecanismo de defesa destes
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vegetais as condigdes ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais e também as
condicdes de adaptagdo e regulacio (REINBOTHE et al., 1990). Esses processos
biossintéticos sdo responsaveis pela formagao, acumulo e degradacao de inimeras substancias
organicas no interior das células teciduais vegetais e animais.

Muitos farmacos de origem natural sdo obtidos hoje através da sintese quimica ou
servem de modelo para a producdo de outros firmacos bioativos, como a cocaina, cujo
esqueleto tropanico serviu de prototipo para anestésicos locais como a procaina. A
papaverina, um alcaldide isoquinolinico com propriedades antiespasmodicas, que serviu de
modelo para o desenvolvimento de inimeros derivados, entre os quais compostos de cadeia
aberta, resultou na descoberta do verapamil. Outro farmaco oriundo da transformacdo de
produto vegetal da saligenina € o acido acetilsalicilico e os sais de amonio quaternario usados
como bloqueadores neuromusculares, originarios da tubocurarina (BARREIRO, 1990).
Newman et al. (2003), relataram que 61% das 877 novas moléculas ativas introduzidas
mundialmente na industria farmacéutica, durante o periodo de 1981-2002, foram derivadas ou
inspiradas em produtos naturais. Destas, 6% sao produtos naturais, 27% sao derivados de
produtos naturais, 5% sao compostos sintéticos, cujos farmacoforos sao derivados de produtos
naturais e, 23% sdo compostos sintéticos que mimetizam produtos naturais.

Das 250.000 espécies de plantas no mundo, menos de 10% foram exaustivamente
investigadas com vistas ao descobrimento de propriedades terapéuticas (SCIENTIFIC
AMERICAN, 1993). Nas ultimas trés décadas, com o desenvolvimento de técnicas analiticas
de separacao e elucidacao estrutural, mais recentemente de instrumentos analiticos hifenados,
conhecem-se cerca de 50.000 metabodlitos isolados de angiospermas (MONTANARI;
BOLZANI, 2001).

Hé no Brasil uma grande diversidade de plantas com potencialidades medicinais, ainda
ndo estudadas, sendo estas, promissoras fontes de inovacdes terapéuticas e farmacologicas
para as diversas areas da saide humana. A importincia medicinal, econdmica e ecologica de
espécies nativas brasileiras, bem como o risco de sua extingdo pela acdo predatéria do
homem, tem motivado os estudos destas plantas, visando sua preservacao e aproveitamento
racional (SOUZA et al., 2003).

E inegavel a contribui¢do cientifica brasileira. Ha nas areas de QPN cerca de 900
profissionais e, pelo menos, 1500 outros atuando na Farmacologia. Corroborando este
cenario, o sistema de pos-graduacdo congrega 36.000 bolsistas atuantes no pais ¢ 4.000 no

exterior. S3o aproximadamente 70 grupos lidando com pesquisa de Produtos Naturais no
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Brasil, especializados em quimica e farmacologia (BARRETO DE CASTRO, 1994. apud
FERREIRA, 2002).

O Programa de Po6s-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos da Universidade
Federal da Paraiba vem ao longo de 30 anos contribuindo com a pesquisa cientifica brasileira
nas areas da botanica, quimica, controle de qualidade, farmacologia e toxicologia de produtos
naturais e sintéticos.

Como nova contribuigdo aos trabalhos desenvolvidos no LTF, ¢ apresentado aqui, um
estudo fitoquimico da espécie Nanuza plicata (Mart.) L.B.Sm. & Ayensu, pertencente a
familia Velloziaceae. Esta, caracterizada quimicamente pela presenca predominante de
flavonoides, diterpenos, triterpenos, esteroides e alcanos lineares (Quadro 2, p. 8).

Mediante a caréncia de trabalhos que descrevam a constitui¢do quimica do género
Nanuza, especificamente da espécie N. plicata, concentramo-nos em isolar, identificar e

elucidar alguns constituintes quimicos das partes aéreas de Nanuza Plicata.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA VELLOZIACEAE

A familia Velloziaceae ¢ essencialmente tropical e possui cerca de 240 espécies que
vivem comumente em ambientes xéricos da América do Sul, América Central e Africa
(Figura 1) (APGweb, 2007). No Brasil, a grande maioria das espécies, se encontram
distribuidas na regido litoranea entre o Rio de Janeiro e Piaui, Goias, Minas Gerais, interior da

Bahia (RIEHL, 1998) e Paraiba.

Figura 1. Distribuicdo geografica de espécies da familia Velloziaceaes (APGweb, 2007)

Filogeneticamente, as Velloziaceas estdo situadas no clado monocotiledoneas basais,
seguido da ordem Pandanales. Esta familia ¢ dividida em 2 subfamilias, Vellozioideae e
Barbacenioideae. O ntimero e a delimitagdao dos géneros sdo controversos, € ha dois sistemas
de classificagdo (SMITH & AYENSUS, 1976; MENEZES, 1970) com pontos divergentes
(SALANTINO et al., 2000). Para Menezes a subfamilia Vellozioideae compreende os géneros
Vellozia e Xerophyta, e a subfamilia Barbacenoideae os géneros Aythonia, Barbacenia,
Pleurostima ¢ Burlemarxia. Para Smith & Ayensus, em Vellozioideae se encontram os
géneros Vellozia e Nanuza, e em Barbacenioideae, Barbacenia, Talbotia, Barbaceniopsis e

Xerophyta (SOUSA, 2005) (Quadro 1, p. 7).



PINTO, MLE.F ..ottt s

Quadro 1 -: Inclusdo dos géneros nas subfamilias de Velloziaceae pelos sistemas de

classificagdes proposto por Smith & Ayensus e Menezes.

A SUBFAMILIA
GENERO Smith & Ayensus Menezes

Vellozia Vand. \% \%
Barbacenia Vand B B
Barbaceniopsis L.B.Sm B

Aylthonia N.L.Menezes B
Burlemarxia N.L.Menezes & Semir B
Nanuza L.B.Sm. & Ayensu \%

Pleurostima Raf. B
Talbotia Balf. = Talbotiopsis L.B.Sm. (SUS) B

Xerophyta Juss. B A%

*V= Vellozioideae; *B= Barbacenioideae

Sao plantas de habito desde herbaceo, ultrapassando 5 cm, até arbustivo de grande
porte, chegando a 6 m (MENEZES, 1980). O caule pode ser simples ou ramificado, muitas
vezes, aparentemente espesso, devido a superposicao de bainhas velhas sobre um caule real de
dois centimetros de didmetro com inGmeras raizes adventicias (SOUSA, 2005). Crescem
sobre rochas totalmente nuas, fendas, terrenos arenosos ou pedregosos (MENEZES, 1970,
AYENSUS, 1973).

No Brasil, as Velloziaceaes sdo encontradas, principalmente, nos campos rupestres a
altitudes de 800 - 2000 m, sob alta irradiacao solar e rapida drenagem da agua. Sdo, portanto
adaptadas a reter e absorver grande quantidade de 4gua nos dias chuvosos, além de minimizar
a perda de 4gua através de seus orgaos vegetativos (SALANTINO, 1986). O enrolamento das
folhas de algumas espécies foi citado por Menezes (1970) como exemplo desta adaptagao a
seca.

Muitos estudos fitoquimicos sdo descritos para essa familia, dentre esses ha presenga
predominante de diterpenos, triterpenos e flavonodides, como mostrado no grafico 1 a seguir.
Uma coletanea de dados bibliograficos disponiveis no Banco de dados da Universidade de
Illin6is NAPRALERT (Natural Products Alert) evidenciou para 32 espécies desta familia o

isolamento de 322 compostos publicados até agosto de 2008.
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ODiterpenos

W Triterpenos

OFlavonoides

OProteinas

dHeterociclicos oxigenados
O Esteroides

B Estilbenos

B Fenilpropandides
OLipideos

Grafico 1. Classes de Produtos Naturais presentes em espécies da familia Velloziaceae segundo dados
coletados no NAPRALERT.
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Quadro 2. Algumas classes quimicas e partes estudadas por espécies (NAPRALERT, 2008).

Espécies

Acanthochlamys
bracteata

Aylthonia macrantha
Barbacenia bicolor

Barbacenia

conicostigma
Barbacenia flava

Vellozia bicolor

Vellozia candida

Vellozia caput-ardeae
Vellozia carunculares

aff.

Vellozia compacta

Vellozia coronata

Vellozia declinans

Vellozia
epidendroides

Vellozia
epidendroides aff.
Vellozia flavicans

Cont...

Partes Estudadas

Planta inteira

Planta inteira
Caule e planta inteira

Raizes e Caule
Planta inteira, caule e
raizes

Planta inteira, folhas,

caule e raizes

Folhas e planta inteira

Planta inteira, caule e
raizes

Planta inteira

Planta inteira, partes

aéreas, peciolo, caule
e raizes

Folhas, caule e raizes

Planta inteira, folhas,
caule e raizes

Planta inteira

Planta inteira e folhas

Planta inteira, caule,
folhas e raizes

Constituintes
presentes
Proteinas, triterpenos,
lipideos, esterdides

Diterpenos

Triterpenos
(Damarano)
Triterpenos

Diterpenos (Acido
barbacénico)
Triterpenos
(Damarano)
Diterpenos
(Clerodano, Pimarano)

Diterpenos e
Flavonois

Diterpenos (Kaurano)

Diterpenos
(Cleinstantano)
Diterpenos
(Cleinstantano,
Pimarano) Triterpenos

Heterociclico
Oxigenado,
Flavanonas, Flavonas,
Flavonois e estilbenos

Diterpenos
(Cleinstantano)
Triterpenos
Diterpenos (nor-
Cleinstantano e
pimarano)

Flavonois e Flavonas

Diterpenos
(Abietano,cleinstantan
0, labdano,
pimarano,veadeirol)

Referéncias:

ZHOU, et al. 2000.

PINTO et al., 2004.
BAKER et al., 1976.

PINTO et. al.; 1981a.

PEIXOTO DA SILVA
et al.; 1980; PINTO et
al., 1985, 1988a.

PINTO et al., 1983a,
1991, 1994; GARCEZ
etal., 1981.

PINTO et al.,1982a
1983b; BRANCO, et
al. 2002; VALENTE,
et. al., 1997

PINTO et al., 1981b,
1982b,1983c¢c, 1983d
SILVA etal., 2001

RIEHL & PINTO,
2000; PINTO&
BORGES, 1983;
PINTO, 1980, 1981c;
BARNES et al., 1984.
HARBONE et
al.,1993.

PINTO et al., 1979.

PINTO et al.,1981c,
1984a.

PINTO et al., 1995a.,
1995b, 1996, 1997a;
PINCHIN et al., 1978.
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Cont...

Vellozia glabra

Vellozia graminifolia

Vellozia laevis
Vellozia leptopetala

Vellozia magdalenae
Vellozia nanuzae

Vellozia nivea

Vellozia phalocarpa

Vellozia piresiana

Vellozia pusilla

Vellozia scoparia aff.

Vellozia stipitata

Vellozia streptophylla
Vellozia variabilis

Xerophyta plicata

Folhas, caule e raizes

Planta inteira

Folhas frescas
Folhas, caule e raizes

Planta inteira e folhas
Planta inteira e folhas

Planta inteira

Folhas Frescas e
Planta inteira

*Planta inteira fresca,
caules e raizes

Planta inteira

Folhas frescas

Planta inteira, folhas,
caule e raizes

Folhas
Planta inteira

Espécie do herbario

Triterpenos e Flavonas

Diterpenos
(Cleinstantano,
Labdano) e Flavondis
Flavonois e flavones

Diterpeno
(Cleinstantano)
Diterpenos e flavona
Fenilpropandides,
Diterpenos
(cleinstantano),
Triterpenos,
Flavanona Flavonas,
Flavonois, Lipideos e
Esterdides

Diterpeno
(Cleinstantano)
Diterpenos, Flavondis,
Flavonas e Flavanonas

Diterpenos
(Cleinstantano,
Pimarano),
Triterpenos e
Esteroides
Diterpenos,
Triterpenos e
Esterdides
Flavonas

Diterpenos,
Triterpenos, Flavonas,
Flavonoides,
Flavonois e Esteroides
Flavonas e Flavonois.
Diterpenos (pimareno,
nor-diterpendides)
Biflavonodides

PINTO et al., 1981d;
HARBONE et
al.,1993.

BRANCO et. al.,
1998, 2001.

HARBONE et al.,
1994.
PINTO et al., 1983e.

PINTO et al., 1997b
HARBONE et. al.,
1993; PINTO et al.,
1981c.

HARBONE et al.,
1994; PINTO et al.,
1984a.

PINTO et al., 1984b;
PEIXOTO et al.,1980.

PINTO et al., 1981c,
1983b.

HARBONE et. al.,
1994.

PINTO et al., 1979,
1980b, 1980c, 1996.

PINTO et al., 1988b.

WILLIAMS et al.,
1987.




PINTO, MLE.F ..ottt s 11

Além desses constituintes, estudos realizados com a cera epicular das folhas de 110
espécies de Velloziaceae demonstrou que os principais flavondides encontrados nas folhas
sdo flavonodis glicosilados (68%) e flavonas C- glicosiladas (48%). Na subfamilia
Vellozioideae, as flavonas, tais como o luteolina, ocorrem tanto no estado livre como C-
glicosiladas e essa constitui¢ao se difere das espécies presentes na subfamilia Barbacenioideae
(WILLIAMS, 1991). Segundo Williams 1991, o género Pleurostima € caracterizado por
produzir hidroxiflavonas glicosiladas, o género Barbacenia pela presenga da isohamnetina e
ocasionalmente, da quercetina 3- metil éter. [sohamnetina sdo freqiientes, ainda, em espécies
de Xerophyta, que produzem também a quercetina 3- metil éter e luteolina. Testes similares
para padroes de flavondides para Vellozia e Xerophyta sugerem a presenga de 5-
deoxykaempferol e da antocianina. Nanuza plicata se difere de todos género restantes pela

presenca de biflavonoides (WILLIAMS et al., 1991).
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3-O-metil quercetina (WILLIAMS et.al.,

1991
Isoramnetina (WILLIAMS et.al., 1991) 1)

3°,4°,5,7-tetrahidroxi-3,6-dimetoxi-8-
metilflavona (BRANCO et.al., 2002)

3,3,4’-O-trimetil velloquercetina
(BRANCO et.al., 1998)

3°,4°,5,7-tetrahidroxi-3,6,7-trimetoxi-8-
metilflavona (BRANCO et.al., 2002)

5-Deoxicamferol (WILLIAMS et.al., 1991)

Figura 2. Alguns flavonoides isolados de espécies da familia Velloziaceae.
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Acido 6a-hidroxi-

) : ) 13,14,15,16-tetranor-neo-clerodan-3-en-12
8,11,13-cleistantatrien-7-ona (RIEHL & dico (PINTO et.al., 2004)

PINTO, 2000)

8(9),15-isopimarandien-7-ona-20,12- (-)H

carbolactona (DAIJTAS ctal., 2003) 60-hidroxiannoneno(PINTO et.al., 2004)
OH

(6]
Acido  13,14,1 5,16-tetranorfriedo-1(10)- ' ' o '
labden-12,19-didico (PINTO et.al., 1996a) 17-hidroxi-8 (9),15-isopimaradieno

(PINTO et.al., 1996b)

8,11,13-cleistantatrien-7-one-19,20B-olide 19-hidroxi-8 (9),13 (16)-148,17-
(RIEHL & PINTO, 2000) ciclolabdadieno (PINTO et.al., 1996)

Figura 3. Alguns diterpenos isolados de espécies da familia Velloziaceae.
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2.2 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO NANUZA

O género Nanuza foi segregado do género Vellozia Vandelli por Smith e Ayensus
(1976), baseando-se na espécie Vellozia plicata Martius (1823). Dessa divisao surgiu o género
Nanuza considerado, até entdo, monooespecifico com apenas Nanuza plicata L.B.Sm. &
Ayensu.

A partir de mar¢o de 2002 houve a insercdo de duas novas espécies no género: N.
almeidae Alves e N. luetzelburgii Alves.

Nanuza almeidae se diferencia de N. plicata e N. luetzelburgii pelas tépalas linear-
lanceoladas, limbo foliar na base estreitado em pseudopeciolo, mais largo e curto,
adaxialmente glabrescente, filetes triangulares com base achatada. Nanuza luetzelburgii se
diferencia de N. plicata ¢ N. almeidae pelas margens arredondadas do caudex trigono,
preenchimento dos sulcos no limbo por abundantes pélos rigidos, sulcos vestigiais na face
adaxial, bainhas foliares com margens serreadas, sem as cerdas caracteristicas de N. plicata e

N. almeidae (ALVES, 2002).

2.2.1 Constituintes Quimicos presentes no género

Analises realizadas com o extrato bruto dessas duas novas espécies, utilizando-se
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas revelaram a presenca de diterpenos
do tipo labdano e de 4cido heptadecénico para N. almeidae e N. luetzelburgii,

respectivamente (ALVES, 2002).

14
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2.3 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE NANUZA PLICATA

Nanuza plicata L.B.Sm. & Ayensu foi descrita inicialmente como Vellozia plicata
Martius (1823), baseada em espécies coletadas na Bahia em 1819. Subsequentemente, em
1827, Sprengel transferiu-a para o género Xerophyta. Somente em 1976, Smith e Ayensus
criaram um novo género na familia Velloziaceae, Nanuza, incluindo-se assim Nanuza plicata.

Esta interesante espécie, destacada pelo seu crescimento ao redor de rochas possui um
comportamento exodtico. Quando em condi¢des adequadas de disponibilidade de agua as
folhas apresentam uma coloracdo esverdeada e a medida que o estoque de agua vai
terminando sua coloragdo tende a se tornar avermelhada, chegando a ter uma aparéncia de
ressecamento total. Porém, se repormos agua a mesma folha volta a situagdo original
(totalmente verde). Este processo da mesma folha passar do verde para o vermelho
amarronzado e, posteriormente retornando ao verde pode ser repetido varias vezes durante

periodos semanais (NASCIMENTO et al., 2001).

Figura 4. Nanuza plicata em seu ambiente natural (Foto: Josean Fechine Tavares, Serra Branca-PB,

2007).
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2.3.1 Posicao sistematica da espécie, segundo APGweb (2007)

Reino: Plantae

Divisao: Magnoliophyta

Classe: Liliatae

Ordem: Velloziales

Familia: Velloziaceae Endl.

Subfamilia: Vellozioideae

Género: Nanuza L.B.Sm. & Ayensu

Espécie: Nanuza plicata (Mart.) L.B.Sm. & Ayensu

2.3.2 Estudos quimicos de Nanuza plicata.

Trés artigos reportam a composic¢ao fitoquimica de Nanuza plicata.

A espécie herborizada obtida em Minas Gerais em 1984 foi analisada através de
cromatografia em camada delgada analitica e espectrometria de massas, sendo identificado
pela primeira vez um biflavondide (amentoflavona) na familia Velloziaceae isolado de M.
plicata (WILLIAMS et. El., 1987). Hiehl (2000, 2006) descreve dois novos derivados do
acido 3-geranil-4-hidroxibenzodico obtidos de espécies coletadas em setembro de 1990, Nova
Friburgo-RJ. Neste estudo o extrato hexanico da planta inteira foi cromatografado em coluna
de silica-gel. Das fracdes obtidas, apds metilagdo, identificou-se os dois novos derivados

como sendo o 4cido xeroftolico (RIEHL, 2000) e o xeroftalato A (RIEHL, 2006).
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Amentoflavona
(WILLIAMS, 1987)

) CH3 , OH
Metil Xeroftalato A Acido Xeroftolico
(RIEHL, 2006) (RIEHL, 2000)

Figura 5. Substancias isoladas de N. plicata.
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2.4 CONSIDERACOES SOBRE DERIVADOS CLOROGENICOS

O termo acido clorogénico (ACG) parece ter sido introduzido em 1846 por Payen para
designar um composto fenolico com funcao acida, de estrutura ainda desconhecida, que
conferia cor verde ao meio aquoso quando em meio levemente alcalino e exposto ao ar. Esse
acido foi obtido primeiramente em 1907 na forma de um complexo cristalino, denominado
clorogenato de cafeina, a partir do qual se preparou um acido puro. A estrutura quimica para
este composto foi estabelecida por Fischer como 4acido 3-cafeoilquinico (atualmente
conhecido como 4cido 5-cafeoilquinico). E resultado da combinagio entre os 4cidos caféico e
quinico (DE MARIA & MOREIRA, 2004). Atualmente, o termo ACG ¢ usado para designar
uma familia de ésteres formados pela esterificacdo de um ou mais derivados do acido trans-
cindmico com o &cido quinico; este ultimo tem hidroxilas na posi¢ao axial nos carbonos 1 e 3
e hidroxilas equatoriais nos carbonos 4 e 5. Os isomeros cis dos derivados do acido cinamico
j& foram detectados em produtos processados, porém ndo tém sido detectados naqueles in
natura (CLIFFORD, 1999)

Os principais grupos de ACG incluem: acidos cafeoilquinicos (ACQ), com 3 isomeros
(3-, 4- e 5-ACQ); acidos dicafeoilquinicos (diACQ), com 3 isomeros (3,4-diACQ; 3,5-
diACQ; 4,5-diACQ); acidos feruloilquinicos (AFQ), com 3 isdmeros (3-, 4- ¢ 5-AFQ); 4cidos
p-cumaroilquinicos (pCoAQ), com 3 isdmeros (3-, 4- ¢ 5-pCoAQ), e diésteres mistos de
acidos cafeoil-feruloil-quinicos (ACFQ) (Figura 6, p.19) (FARAH & DONANGELO, 2006).

Sao compostos de origem vegetal derivados dos fenilpropandides onipresentes nos
metabolitos secundéarios (CLE et al., 2008). Estio envolvidos em uma gama de processos
ecoldgicos e fisioldgicos, como a atracdo de polinizadores e dispersores de sementes,
interacdes com agentes patogénicos, controle da fertilidade masculina, tolerancia contra os
raios UV, antioxidantes, transportes de auxinas, defesa e contra microbios (ALBRECHT et
al., 1999; SHIRLEY-WINKEL, 2002; GROTEWOLD, 2006). Esta vasta gama de fungdes
biologicas ¢ compensada por tdo grande diversidade estrutural. Estima-se que cerca de 8000
compostos fendlicos diferentes sdo biosintetizados por plantas (ALBRECHT et al., 1999),
através de uma variedade de polimerizagdo, hidroxilagdo, metilagdo, glicosilacdo, acilati¢ao,

prenilacdo e reagdes de condensacao (POURCEL et al., 2007).

18
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Unidades Basicas

6 PoH HOOC
5/ 7—om = R
HOOC
1 2 3 +
OH OH OH

R =OH acido caféico (AC)
R= OCH, 4cido ferrtlico (AF)
R= H acido p-cumaroil CoA (pCoA)

Acido Quinico

Monoésteres

R,=H, R,= H 4cido p- cumaroilquinico

R,=OCH,, R,= H 4cido feruloilquinico

R,=OH, R,= H 4cido clorogénico

R,=OH, R,= CH, 4cido clorogénico 4-metil-O-cafeoilquinato

Diésteres
Derivados do acido Caféico Mistos
3 3
OR OR
2 2
OR OR
OH OR1 OH ORl

R,=AC, R,= AC, R,= H 4cido 3,4-dicafeoilquinico R,= AF, R,= AC, R;=H 4cido 3- feruloil-4-cafeoilquinico

R,=AC, R,=H, R;=AC 4cido 3,5-dicafeoilquinico R,=AC, R,= AF, R,=H 4cido 3- cafeoil-4- feruloilquinico

R,=H, R,=AC, R;= AC 4cido 4,5-dicafeoilquinico R,= AF, R,=H, R;= AC 4cido 3- feruloil-5- cafeoilquinico
R,=AC, R,=H, R;=AF A4cido 3- cafeoil -5- feruloilquinico
R,=H, R,= AF, R,= AC 4cido 4- feruloil-5-cafeoilquinico

R,=H, R,= AC, R;= AF 4cido 4- cafeoil- 5-feruloilquini

Figura 6. Estruturas quimicas das unidades basicas, monoésteres e diésteres dos derivados

clorogénicos. (adaptado de FARAH & DONANGELO, 2006)
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Esses compostos fenolicos desempenham um papel essencial na prote¢do contra
radiacdes UV-B potencialmente nocivas as plantas. Nas plantas, os raios UV-f afetam os
processos metabolicos, como crescimento, morfogénese, fotossintese e floracdo. Também
catalisam a dimerizacao das bases de nucleotideos, que, por sua vez, tem conseqiiéncias na
transcri¢do e replicagdo do DNA. Numerosos estudos tém demonstrado que a exposi¢do das
plantas aos raios UV resulta em aumento dos niveis globais de compostos fendlicos
(HOLLOSY, 2002; JANSEN et al., 1998; JORDAN, 1996). Especificamente nas plantas, os
compostos fenolicos desempenham o papel de protecdo contra a absor¢do de luz com
comprimentos de onda entre 280 e 340 nm e, portanto, ndo diminui a penetragdo da radiagao
necessdaria a fotossintese, mas atuam filtrando as radiagdes UV-f3 nocivas.

Os niveis de fendis acumulam-se na camada superior das células epidérmicas,
principalmente, onde estdo localizados os vacuolos. Como resultado, pouca radiagdo UV-
(<10%) realmente penetra no mesofilo (TURUNEN et al., 1999), e os diretos efeitos
inibidores das doses de UV-f sdo geralmente menores.

O acumulo de compostos fenolicos ¢ um processo cuidadosamente controlado pelas
plantas com os niveis € composi¢ao variando consideravelmente entre os espécies -
organismo, tecidos, estdgios de desenvolvimento e condigdes ambientais (SHIRLEY-
WINKEL, 2002). A expressao de diversos niveis de genes que codificam enzimas-chave, dos
precursores dos fenilpropandides, ¢ elevada em resposta a radiagdo UV-f§, bem como uma
gama de sinais ambientais (WEISSHAAR & JENKINS, 1998; LONG & JENKINS, 1998).
Estas enzimas incluem fenilalanina amonia-liase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H) e 4-
cumarato: coenzima A ligase (4CL). PAL catalisa a conversdo de fenilalanina em dacido

cindmico, primeira etapa da via biossintética dos fenilpropanoides (Esquema 1, p. 21).

20
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2.4.1 Rota biossintética do acido clorogénico

Esquema 1 - Rota biossintetica do acido clorogénico (LEAL, 2006)
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2.5 CONSIDERACOES SOBRE FLAVONOIDES

Os flavonoides sao compostos largamente distribuidos no reino vegetal, encontrando-
se presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na forma de glicosidios
ou agliconas (HARBORNE et al., 1999). Sao compostos de baixo peso molecular, com
esqueleto basico de 15 dtomos de carbono, assumindo uma disposi¢do C6—C3—C6. A estrutura
quimica dos flavondides consiste em dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos
por trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura 7). Essa
classe faz parte da via biossintética dos fenilpropandides (ZUANAZZI & MONTANHA,
2007). O anel aromatico A ¢ derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel B ¢
derivado da fenilalanina (MERKEN et al., 2000). Varia¢des no padrdo de substituicao do anel
C resultam em importantes classes de flavondides, como flavonois, flavonas, flavanonas,
flavandis (ou catequinas), isoflavonas e antocianidinas. Substitui¢des dos anéis A e B
originam diferentes compostos dentro de cada classe de flavonodides. Estas substitui¢cdes
podem incluir oxigenacdo, alquilagdo, glicosilacdo, acilagdo e sulfacio (HOLLMAN &

KATAN, 1999).

Figura 7. Nucleo Fundamental dos flavonoides.

Sao conhecidos aproximadamente 4.200 flavonoides diferentes, sendo que o numero
de novas estruturas identificadas praticamente dobrou nos ultimos vinte anos. Os flavondides
de origem natural apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um grande niimero ocorre
conjugado com agucares. Esta forma, chamada conjugada, também ¢ conhecida como
heterosideo (ZUANAZZI & MONTANHA, 2007). Esses metabdlitos secundarios sdao de
grande importdncia na manutencdo da saude de muitos animais herbivoros, incluindo o
homem.

Muitas fungdes sdo citadas para esses metabolitos, dentre elas a prote¢do dos vegetais
contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de protecdo contra insetos, fungos,

virus e bactérias; atragdo de animais com finalidade de polinizacdo; antioxidantes; controle de
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acoes de hormdnios vegetais; agentes alelopaticos e inibidores de enzimas (HARBORNE et.
al., 1999; HARBORNE & WILLIAMS, 2000 apud ZUANAZZI & MONTANHA, 2007).

O conceito de resisténcia a incidéncia de raios ultravioleta e visivel em plantas pode
ser explicado pela capacidade das plantas em se adaptar as crescentes quantidades de raios
UV-B que atingem o solo, por exemplo, a partir de furos na camada de ozdnio. Essa
resisténcia pode estar associada a varios fatores, mas um tipo de resisténcia poderia residir
nos pigmentos - flavondides, que sdo conhecidos por serem quase universalmente presentes
em folhas verdes. Estes flavonoides geralmente absorvem na regido de 280 + 315 nm e,
portanto, sdo  capazes de agir como  filtros UV, protegendo  os
tecidos fotossintéticos de danos (HARBORNE & WILLIAMS, 2000).

Recentemente, o interesse pelos estudos das propriedades farmacologicas e
bioquimicas destes compostos tem crescido largamente, principalmente pela sua atividade
antiinflamatodria. Para explicé-la tem-se estudado suas propriedades antioxidantes, tais como:
sua capacidade em inibir enzimas, sua excelente quelacdo de metais, como o ferro, e sua
atuacdo como “‘scavenging” (sequestrador) de radicais de oxigénio (ROS), uma vez que a
presenca destes tem sido relacionada a certas doencgas cronicas, como: doengas auto—imune
(artrite reumatoide, lupus, entre outros), cancer, doenca de Parkinson (KANASHIRO et al.,

2000).

2.5.1 Aspectos Gerais sobre Flavonas

0]

Figura 8. Esqueleto de flavonas.

Sdo flavondides derivados da 2-fenilcromona, possuindo no seu esqueleto
flavonoidico uma dupla ligagdo entre os carbonos C-2 e C-3 e uma carbonila em 4. Sao
biossinteticamente formadas pela oxidacdo de flavanonas (Esquema 2, p. 26). As flavonas
naturais sdo frequentemente oxigenadas, substituidas com hidroxilas e/ou metoxilas. Outros
substituintes encontrados com bastante freqiiéncia sdo: acila, C-metila, metilenodioxila,
prenila, pirano, furano e seus derivados clorados. As oxigenagdes nas posicdes 5, 7, 3* e 4’

sdo padrdes, caracteristicos da rota biossintética (ZUANAZZI & MONTANHA, 2007).
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2.5.2 Aspectos Gerais sobre Biflavonoides

Biflavonoéide sao formados por duas unidades (C6-C3-C6), diferenciando-se de outros
oligdbmeros como as proantocianidinas, devido a sua origem biossintética comum. No geral,
os biflavonoides de ocorréncia natural sdo dimeros de flavonas e flavanonas — raramente
chalconas — através de acoplamento oxidativo. A numeragdo dos biflavonoides se baseia na
atribuicao de numeros ordinarios para os an€is A e C e primados (') para o anel B de um dos
mondmeros. Para a segunda unidade, empregam-se nimeros ordinarios duplamente primados
(") para os nucleos A e C e nimeros ordindrios triplamente primados (") para o nucleo B.
Outra forma de numerag@o ¢ o emprego de numeros romanos I e II para cada mondmero
seguido da numeragdo comum de flavonoides, por exemplo I-3, 1-4’, II-5, II-2’, etc. Esta
ultima numeragao sera empregada nesta dissertacao.

Seus substituintes apresentam-se nas posi¢des 5, 7, 4’ e, mais raramente, 5, 7, 3°, 4
(ZUANAZZI & MONTANHA, 2007). A ligagdo dos mondmeros pode ser feita através de
ligagdes entre carbonos (C-C) ou carbono-oxigénio-carbono (C-O-C). No geral, as formas
mais abundante se apresentam ligados entre carbonos (C-C) sendo estes C-3-I1 ¢ C-8-II. Um
dos exemplos classicos desse padrio ¢ a Amentoflavona, biflavondide dimero de duas
moléculas de apigeninas (5,7,4 -trihidroxiflavona) unidas entre si pelos carbonos C-8-1 com o
C-3-II. Outros padrdes podem ser relatado, a exemplo da agatisflavona com unido em C-8-I
com C-6-II, cupressoflavona C-8-I-C-8-II, robustaflavona C-6-1 com C-3’-1I e a série das
hinoquiflavonas, com ligagdes entre carbonos C-4’1I-O-C-6 I. (Figura 9, p. 25) (ZUANAZZ1
& MONTANHA, 2007).

Esses biflavondides possuem ampla ocorréncia em gimnospermas musgos €
samambaias € uma presenca limitada em angiospermas. A primeira biflavona, foi isolada em
1929, e ¢ conhecida como gingentina. Desde entdo, mais de mil biflavonoides foram isolados
de plantas e muitas atividades bioldgicas tém sido relacionadas a essa classe de substancias
(LIN, et al., 1999).

A principal fungdo vegetal relatada ¢ a de agir como antifungico ou alimento
dissuasivo para insetos. Outra seria a protecdo contra os raios ultravioletas nas folhas
(ZUANAZZI & MONTANHA, 2007).

Algumas atividades farmacoldgicas conhecidas sdo, principalmente, estimulantes
cardiacos, antiinflamatorios, como o bloqueio de efeitos inflamatorios de hepatotoxinas,
supressao de atividade linfocitaria, inibi¢do de adesdo plaquetaria, inibicdo de

ciclooxigenases, inibicdo da ligacdo de neurotransmissores, inibicdo de peroxidacao lipidica,
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vasodilatagdo periférica, efeito hipoglicémico, anticarcinogénico, antiespasmogénico,
hepatoprotetor, antifingico, antiviral, entre outras (BERETZ et al, 1986; apud ALMEIDA,
2003).

Cupressoflavona

Robustaflavona

Figura 9. Exemplos biflavonodides com diferentes unides interflavonoidicas.
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2.5.3 Aspectos Biossintéticos

Esquema 2 — Rota Biossintética para flavonas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

» Contribuir com o estudo quimico de plantas do norte/nordeste brasileiro possibilitando

estudos entre estrutura quimica e atividade farmacologica dos constituintes isolados de

Nanuza plicata Smith & Ayensus.

3.2. Objetivos Especificos

» Isolar, identificar e/ou elucidar outros constituintes quimicos de N. plicata;

» Contribuir com a quimiotaxonomia da espécie em estudo;

» Disponibilizar extratos, fragdes e substancias isoladas para estudos farmacologicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Métodos Cromatograficos

» Para cromatografia em coluna por exclusdo molecular (CC) foi utilizado SEPHADEX
LH-20 da Biochemika (Fluka) granulometria de 25-100 pm, empacotado com metanol. O
extrato foi acondicionado sobre o topo da coluna, eluindo-a, inicialmente com metanol

puro e, posteriormente com cloroférmio: metanol 1:1. O comprimento e o diametro das

colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras;

» Cromatografias em coluna por adsor¢do (CC) utilizando-se como adsorvente silica gel da
Merck 7734, com particulas 0,063-0,200 mm de diametros. A eluigdo se procedeu

utilizando-se como eluentes, cloroférmio e metanol, puros ou em misturas binarias em

gradiente crescente de polaridade.

» As Cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram feitas utilizando silica
gel 60, da Merck PF ,s4 artigo 7749 na espessura 0,25mm, suspensa em agua destilada

(1:2), distribuida sobre placas de vidro por meio de um cursor “Quick fit”, secas ao ar e

ativadas em estufa a 110 °C durante cerca de 2 horas.

» Os solventes empregados foram das marcas MERCK, VETEC e solventes comerciais

destilados no LTF/UFPB.

» As revelagdes das substincias nas cromatoplacas analiticas foram executadas pela
exposi¢do a lampada de irradiacdo ultravioleta em aparelho Mineralight, modelo UVGL-

58 em dois comprimentos de onda (254 e 366nm) e/ou camara saturada com vapores de

iodo.

4.2. Métodos Espectroscopicos

» Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em

espectrometro: BOMEM, modelo MB 100, na faixa de 4000 a 400 cm’!, utilizando-se

pastilhas de KBr.
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» Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros VARIAN, modelo
MERCURY, operando a 200 MHz (RMN 'H) e¢ 50 MHz (RMN "*C) e SYSTEM operando a
500 MHz (RMN 'H) e 125 MHz (RMN "*C). Os solventes utilizados na dissolu¢do das
amostras foram cloroformio deuterado (CDCl;), Dimetil sulfoxido deuterado (DMSO) e
metanol deuterado (CD;0D). Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento em Hz. As multiplicidades dos sinais em RMN
'H foram indicadas segundo a conveng¢do: s (simpleto), s/ (simpleto largo), d (dupleto), dd

(duplodupleto) e m (multipleto).
4.3. Coleta do material botanico

As partes aéreas de Nanuza plicata foram coletadas no municipio de Serra-Branca,
estado da Paraiba, em margo de 2007. O material botanico foi identificado pela Prof* Maria de
Fatima Agra, do setor de botanica do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF); uma
exsicata da planta estd depositada no Herbéario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da

Universidade Federal da Paraiba sob identificagio AGRA 5730.
4.4. Processamento das partes aéreas de Nanuza plicata

O material botanico foi seco em estufa com ar circulante a temperatura de 45 °C
durante 3 a 4 dias . Quando seco, o material foi submetido a um processo de pulverizagdo em

moinho mecanico, obtendo-se 3,0 Kg de po.
4.5. Obtencao do Extrato Etanélico Bruto (EEB)

O po das partes aéreas seco e pulverizado foi submetido a maceragdo exaustiva com
etanol a 95%, em um recipiente de a¢o ndo inoxidavel, durante 72 horas. Essa etapa foi
repetida por 4 vezes. ApoOs a extragdo a solucdo extraida foi concentrada em rotavapor sob

pressdo reduzida a uma temperatura de 45 °C obtendo-se o extrato etandlico bruto (120g).
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4.6. Fracionamento cromatografico do Extrato Etandlico Bruto (EEB)

O EEB (3,0 g) foi submetido a cromatografia em coluna (CC) utilizando SEPHADEX
como gel de permeagado e, como eluentes, metanol puro ou uma mistura bindria de metanol:
cloroférmio 1:1. Desta eluicao obteve-se 76 fragoes de 8 mL cada, sendo as concentragdes de

eluicdo indicadas no quadro a seguir.

Quadro 3: Fracionamento cromatografico do extrato etandlico bruto.

Fragoes Metanol % Cloroférmio %
1-65 100 -
66 — 76 50 50

As fracdes foram monitoradas através de Cromatografia em Camada Delgada
Analitica (CCDA) em diversos sistemas de solventes (cloroférmio ou cloroférmio-metanol
em ordem crescente de polaridade a 0,5%, 1%, 2%, 3%, 5% e 10% ) e reunidas em 11 grupos
de acordo com seus R¢, em: 9-11, 22-24, 25-27, 28-30, 31-35, 36-40, 41-45, 46-49, 50-59, 60-
64, 72-76.

A fragdo 15 foi encaminhada a andlise espectral, visto que a mesma se apresentava
como uma Unica mancha na placa cromatografica, sendo entdo codificada como Np 2 (12
mg). As fragdes 22-24, 31-35 e 41-45 eluidas na cromatoplaca a 10% MeOH: CHCl; foram
posteriormente lavadas com hexano para retirada da graxa remanescente. Esse procedimento
levou-nos ao isolamento das substdncias Np 3 (18 mg), Np 4 (30 mg) ¢ Np_5 (20 mg),
respectivamente.

A fracdo 9-11 foi submetida a recromatografia em coluna, utilizando-se silica gel 60
como fase estacionaria sendo a fase movel: cloroféormio puro ou em mistura com metanol em
ordem crescente de polaridade - obtendo-se 65 subfragdes. Da fragdo 24, eluida a 1% MeOH:
CHCIs, pode-se isolar uma mistura codificada como Np_6 (10 mg), bem como das fragdes 60-
65, eluidas 5% MeOH:CHCl3, um 6leo amarelado codificado como Np_1 (15 mg).

Um esquema geral para isolamento dessas substancias ¢ mostrado no Esquema 3

(p-33)

32



v Sephadex LH-20
v' CCDA

MeOH MeOH:CHCIL; 1:1

v CCDA

S

v CC Silica 60
v’ CCDA

MeOH CHCl3;/MeOH 1% CHCl;/ MeOH 2% 5% MeOH/CHCl;

‘vpva17d "N Op I OpP 091J8IS0IBWOId 0SS001] € vwdnbsy

“dd N ‘OLNId

133



PINTO, MLE.F .ottt sttt sttt 34

Essa metodologia foi reproduzida 3 vezes para a coluna de Sephadex com o objetivo

de acumular as substancias isoladas.

Ap6s a reproducdo das colunas, diversas placas cromatograficas foram feitas e
comparadas, evidenciando assim o perfil de eluicdo das mesmas. Pela comparagdo entre os
fatores de retengdo (RFs) pode-se reunir as fragdes semelhantes na mesma coluna e,

posteriormente fragdes semelhantes, porém de colunas diferentes.

A figura 10 exemplifica a correlagdo de Rfs dos flavondides isolados entre as 4

colunas.

Np_3,Np_ 4, Np_5 Np3,Np4Np5 Np3,Np4Np5 Np3,Np4NpS5

Figura 10: Placa cromatografica relacionando o perfil de elui¢ao das substancias Np 3, Np 4
e Np_5, respectivamente para as 4 colunas.

* Luteolina

Apos as reunides somente as fracdes Np 3, Np 4 ¢ Np_ 5 foram lavadas em hexano a

temperatura ambiente para retirada da graxa remanescente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Substancias isoladas das partes aéreas de Nanuza plicata

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Nanuza plicata resultou no isolamento e

identificacdo estrutural dos seguintes compostos:

Figura 11: Constituintes quimicos isolados neste estudo
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5.2. Identificacio estrutural dos constituintes quimicos de Nanuza plicata: DERIVADOS
CLOROGENICOS

5.2.1 Identificacio estrutural de Np 1

A substancia codificada como Np 1, foi isolada como de um o6leo amarelo
transparente. O espectro de RMN "°C (125 MHz, CD;0D) (Figura 13, p. 41) e suas expansdes
(Figura 14-15, p. 42) mostrou a presenca de dezessete sinais, destes, seis foram atribuidos a
carbonos nao hidrogenados, oito a carbonos metinicos, dois a carbonos metilénicos e um a
carbono metoxilico.

Os deslocamentos quimicos observados em o¢ 175,4, bem como o d¢ 52,9 sugerem a
presenca de uma carbonila de éster ligada a uma metoxila. O sinal em o¢ 168,3, aponta outra
carbonila, porém mais protegida o que indica que esta se apresenta ligada a um grupo protetor
ou conjugada a uma dupla. Os sinais em d¢ 149,7 e 146,8 sdo caracteristicos de carbonos
quaternarios aromaticos e oxigenados, bem como os deslocamentos em o¢ 72,1, 72,6, 70,4 sdao
compativeis com carbonos oxigenados alifaticos. Comparando esses dados com a literatura
(KELLY; HARRUFF; CARMACK, 1976), observou-se que os sinais 6c 149,3, 146,8, 116,5,
122,9,127,7, 115,1, 147,1, 115,1 e 168,3 sdo compativeis com os deslocamentos quimicos de
uma unidade cafeoila. Por outro lado, os deslocamentos quimicos em oc 75,8, 72,1, 72,6,

38,2, 70,6, 175,4 e 52,9 sdo compativeis com uma unidade de quinato de metila.

1812~
141,0 HOOC OH
121477 127,8 ( OH;/‘\ 7 ‘-/77,0
1161 J e TN <7
145 9/‘\ A 1212 70,5
HO w1145 HO ( ‘\ OH
67,1
OH 75,2 OH
Acido caféico Acido quinico

Figura 12. Valores de RMN C obtidos em 15.1 MHz D,O. (KELLY; HARRUFF;
CARMACK, 1976).

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) (Figura 16, p. 41) e suas expansdes
(Figuras 17-21, p. 44-46) foi possivel observar na regido de protons em sistemas aromaticos e

olefinicos um dupleto em oy 7,03 (J = 2,0 Hz), um dupleto em dy 6,78 (J =8,0 Hz), um
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duplodupleto em &y 6,93 (J; = 8,0 Hz e J = 2,0 Hz), dois dupletos, um em dy 6,19 (J =15,5
Hz) e outro em oy 7,50 (J=15,5 Hz), caracteristicos dos prétons o e [ a carbonila,
respectivamente, em um sistema trans da unidade caf€ica. Na regido de protons em sistemas
alifaticos foi possivel observar um duplo duplodupleto em oy 5,25 (J; = 4,5 Hz, J,= 8,0 Hz J;
=11,0 Hz), um duplo dupleto em éy4,11 (J;= 6,5 Hz e J,= 10,0 Hz), um duplo dupleto em oy
3,70 (J= 11,0 Hz), um simpleto em 06y 3,3 atribuido a hidrogénio metoxilico, além de um
multipleto entre dy 1,98 e 2,21. Esses dados corroboram com uma unidade de quinato de
metila. O sinal em Jdy 5,24, correspondente a um hidrogénio oximetinico estd sofrendo
desprotecdo, quando comparado com o acido quinico, o que sugere que a unidade cafeoila
esta esterificando uma hidroxila pertencente ao quinato de metila.

As correlacdes diretas entre hidrogénios e carbonos foram observadas no HMQC
(Figuras 22-24, p. 46-47) e estdo compiladas na Tabela 1 (p. 40).

No espectro de infravermelho obtido em KBr foi possivel observar absor¢des em 1701
e 1735 cm™ o que corrobora com uma carbonila de éster conjugada e uma carbonila de éster
metilico, respectivamente (Figura 25, p. 48). Essa informacgdo, associada & correlagdo
observada no espectro de HMBC (Figura 26, p. 49) do préton em oy 5.25 (H-3) com o
carbono em o¢ 168,3 (C-9°), confirmaram a esterificacdo do quinato de metila com o acido
caféico. Por outro lado a correlagdo do sinal em oy 3,70 com o carbono 6¢ 175,4 nos fez
atribuir esse sinal a C-7. Ainda no espectro de HMBC (Figuras 27-29, p. 49 e 50) foi possivel
observar sinais de correlagdes entre oy 7,50 (H-7) com 168,3 (C-9°), 6,19 (H-8”) com 168,3
(C-9’), 6,93 (H-6’) com 149,3 (C-4), 6,19 (H-8") com 127,7 (C-17), 7,50 (H-7’) com 122,9
(C-6’). As demais correlagdes estdo compiladas na Tabela 1 (p.40).

No espectro de COSY foi possivel observar correlagdo entre o sinal em 6y 7,50 (H-7")
com 6,19 (H-8’), 6,93 (H-6") com 7,03 (H-2") ¢ 6,77 (H-5"), 5,25 (H-3) com 3,70 (H-4) e 2,02
(H-2) e 4,11 (H-5) com 3,70 (H-4) (Figuras 32-34, p.52 ¢ 53).

Esses dados justificam a unidade caféica e a esterificacdo em C-3. Haveria a
possibilidade da esterificagdo ser em C-5. Para comprovar essa hipdtese e definirmos a
estereoquimica relativa da unidade do quinato de metila, foi feito um espectro NOESY-1D
(Figuras 35, p. 54). Nesse espectro ao irradiar o proton mais desprotegido 5,72 (H-3), o préton
e oy 3,72 (H-4) ganhou NOE de 3,96%. Entretanto, quando o sinal em oy 4,13 (H-5) foi
irradiado o sinal em oy 3,72 (H-4) ganhou de 11,58%. Comparando a estereoquimica do
quinato com os modelos da literatura percebeu-se que os hidrogénios nos centros quirais em

C-4 e C-5 possuiam uma relacdo cis. Este fato, sustentou a proposta levantada pelo
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experimento de NOESY-1D o qual permitiu estabelecer uma relagdo cis entre os hidrogénios
H-4 e H-5.

A anélise desses dados e comparacao com a literatura (RUMBERO-SANCHEZ et.al.,
1991) possibilitou identificar Np 1 como 3-O- cafeoil quinato de metila. Essa substancia esta

sendo relatada pela primeira vez na familia Velloziaceae.

OH

1
COOMe
7

Relatos mostram que derivados clorogénicos estdo envolvidos nos processos de
protegdo a radiagio UV-P (p.16), nocivas as plantas (CLE et. al., 2008). Esse fato leva a
justificar a sobrevivéncia de N. plicata em locais extremamente quentes, sob alta irradiacao

solar e pouca drenagem de agua.
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Tabela 1 - Dados de RMN 'H (500 MHz), "*C (125 MHz) 1D e 2D em CD;OD de Np 1.

HMQC HMBC COSY

C dc O

1 758

1° 1277

3 146.8

4 1493

7 1754

9 1683
CH

2 115, 7,03 (d, J=2,0) C-1", C-4", C-7’ H-6
3721 525(ddd, J=4,5,8,0,11,0) C-9’ H-4, H-5
4 726 3,70 (dd, J=11,0) H-3, H-5
5 704 4,11 (dd, J=6.5, 10,0) H-4, H-6
5 1165 6,77 (d. J=8.0) C-1", C-3", C-47, C-6' H-6'
6 1229 6,93 (dd, J=8.0, 2.0) C-1", C-4", C-7' H-2', H-5'
7 147.1 7,50 (d, J=15,5) C-1", C-6, C-9’ H-8'
8 1151 6,19 (d, J=15.5) C-1", C9’ H-7'
CH,

2 378 2,10 (m) 2,17 (m) c-3 H-3

6 382 1,98 (ddd) H-5
CH;

8 529 c-7

Jem Hz; & em ppm.
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Figura 13. Espectro de RMN "*C-APT (125 MHz) de Np_lem CD;OD.
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Figura 14. Expansio do espectro de RMN *C-APT (125 MHz) de Np_1 em CD;0D na
regido entre ¢ 115 - 180 ppm
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Figura 15. Expansio do espectro de RMN *C-APT (125 MHz) de Np_1 em CD;0D na
regido entre d¢ 37- 75 ppm
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Figura 17. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np 1 em CD;OD na regifo entre
oy 6,2 - 7,6 ppm.

Figura 18. Expansio do espectro de RMN 'H (500MHz) de Np 1 em CD;0D na regido entre
du 6,75 - 7,05 ppm.
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Figura 19. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np 1 em CD;OD na regiéo entre
Ou. 4,10 - 5.29 ppm.

Figura 20. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np 1 em CD;OD na regiéo entre
On 3.64 - 3.7 ppm.
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Figura 21. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np 1 em CD;OD na regiéo
entre On 1,98 - 2,25 ppm.

lli

|
1
1
|
]

h

L= ) L i Bse e — oy

140 135 130 125
rl (pgm)

Figura 22. Expansio do espectro de RMN 'H x °C- 'Jcy HMQC (500 MHz) de Np 1
em CD;OD na regido entre 8¢ 115 - 150 ppm.
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Figura 23. Expansio do espectro de RMN 'H x °C- 'Jey HMQC (500 MHz) de Np 1
em CD;0OD na regido entre ¢ 70,0- 73,5 ppm..
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7COOMe
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Figura 24. Expansio do espectro de RMN 'H x °C- 'Jcy HMQC (500 MHz) de Np_1
em CD;OD na regido entre d¢ 38- 54 ppm
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Figura 25. Espectro de IV de Np_1 em pastilhas de KBr
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Figura 26. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) de
Np_1 em CD;0D na regido entre ¢ 164- 178 ppm.
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Figura 27. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) de
Np_1 em CD;0D na regido entre ¢ 145,5 - 150,5 ppm.
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Figura 28. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 e 3) HMBC (500 MHz)
de Np_1 em CD;0OD na regido entre d¢ 114- 130 ppm.
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Figura 29. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 ¢ 3) HMBC (500 MHz) de
Np_ 1 em CD3;OD na regido entre ¢ 113,5 - 118,0 ppm.
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Figura 30. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) de
Np_1 em CD3;0D na regido entre d¢ 69 - 75 ppm.

Figura 31. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 ¢ 3) HMBC (500 MHz) de
Np_1 em CD;0D na regido entre 6¢ 35- 37 ppm.
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Figura 32. Expansio de espectro de RMN 'H x 'H COSY (500 MHz) de Np_1 em CD;0D
na regido entre oy 6,2 - 7,6 ppm.
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Figura 33. Expansdo de espectro de RMN 'H x 'H COSY (500 MHz) de Np_1 em CD;0D
na regido entre dy 2,0 - 5,5 ppm.
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Figura 34. Expansio de espectro de RMN 'H x 'H COSY (500 MHz) de Np_1 em CD;0D
na regido entre oy 1,85 - 2,30 ppm.
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5.2.2 Identificacio estrutural de Np_2

A substancia codificada como Np 2 foi isolada na forma de um 6leo verde escuro. O
espectro de RMN °C (125 MHZ, CD;0D) (Figura 36, p. 56) e suas expansdes (Figuras 37-
40, p. 58-60) mostraram a presenca de 21 sinais correspondentes a 25 atomos de carbonos.
Destes, 10 foram atribuidos a carbonos niao hidrogenados, 13 a carbonos metinicos e 2 a
carbonos metilénicos. Os deslocamentos quimicos em o¢ 75,6, 38,3, 73,5, 72,0, 72,3, 36,8 ¢
179,4, este ultimo caracteristico de carbonila juntamente com a auséncia do sinal em o¢ 52,9,
além de comparagdo com os dados de Np 1, nos fizeram propor a presenga de uma unidade
de é4cido quinico. Observou-se também, um conjunto de sinais em Jc 128,0/127,8,
115,2/115,1, 146,7/146,8, 149,4/149,5, 116,4/116,4, 122,9/122,9, 147,1/147,5, 115,4/115,8,
168,6/169,1, que comparados aos deslocamentos quimicos de Np 1, sugeriram a existéncia de
duas unidades cafeoilas.

O espectro de RMN 'H (Figura 41, p. 61) e suas expansdes (Figura 42 e 43, p. 62 ¢ 63)
mostraram sinais para quatro dupletos em oy 6,29, 6,38, 7,55 e 7,62 caracteristicos de
hidrogénios olefinicos em configuragdo trans (J = 16,0 Hz). Observou-se também sinais em
ou 7,06 (d, J = 2,5 Hz), 6,78 (d, J = 8,0 Hz) ¢ 6,95 (dd, J = 8,0 ¢ 2,0 Hz), todos eles com
integragdo para dois hidrogénios o que corrobora com dois sistemas AMX, indicando a
presenca de dois anéis aromaticos 1,3,4 trisubstituidos. Nesse mesmo espectro observou-se
ainda, um multipleto entre oy 2,1-2,2, atribuido aos hidrogénios em carbono sp3 do acido
quinico. Uma informacao relevante foi o efeito de desprotecdo em dois protons oximetinicos
que absorveram em Jdy 5,48 e 5,39 indicando que as unidades cafeoilas estavam esterificando
o acido quinico. Assim, a possibilidade dessas esterificacdes ocorrerem na hidroxila do acido

ou na hidroxila em C-1, foi descartada. Contudo sugeriu-se duas possibilidades estruturais

para Np 2:
OH
HOOC,  OH OH
HO OH
0
l HO HOOC OH OH
HO o =
N i I
O| OH =0 07NF
OH

A OH B
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Na situacdo B o préton H-3 se apresenta no espectro de RMN 'H, como um
duploduplodupleto, porém o proton H-4 em ambas as situagdes se apresenta como um
duplodupleto (J = 3,0 ¢ 8,1 Hz) (MEIRA et al., 2008). No espectro de RMN 'H de Np 2
observou-se um duplodupleto em oy 3,94 (J = 3,5 ¢ 9,0 Hz) que foi atribuido a H-4. Dessa
forma, os dois grupos cafeoilas estam esterificando o acido quinico em H-5 ¢ H-3 como na
proposta A e por comparagdo com a literatura, os deslocamentos quimicos em 6y 5,48 € 5,39
foram atribuidos a esses hidrogénios, respectivamente.

No espectro de HMQC (Figura 44, p. 64) e suas expansoes (Figura 45 e 46, p 65 ¢ 66)
foi possivel observar uma correlagdo direta do sinal em 6y 6,78 (d, J = 8,0 Hz) com o carbono
em 116,4 e do sinal em oy 6,95 (dd, J= 8,0 € 2,5 Hz) com o carbono em 122,9 sendo possivel
atribuir o sinal em 116,4 a C-5’¢ 122,9 a C-6’. Mediante esses dados, constatou-se que os
valores descritos na literatura para esses dois carbonos estavam invertidos (MEIRA et al.,
2008). As demais correlacdes diretas estdo compiladas na Tabela 2, p 57.

No espectro de HMBC (Figura 47, p.67) e suas expansdes (Figura 48-52, p 68-72)
observou-se sinais de correlagdes entre oy 5,48 com d¢ 168,3 (C-9°") e 5,39 com 169,1 (C-1°),
corroborando com duas esterificagdes no acido quinico das unidades cafeoilas. Observou-se
ainda, correlag¢do do sinal em &y 6,29 (H-8’”) com 168,3 (C-9°’) e com 127,8 (C-1"), 6,38 (H-
8’) com 169,1 (C-9°) e com 128,0 (C-1").

A comparagdo dos dados de RMN de 'H e "°C de Np_2 com dados de modelos da
literatura permitiram concluir que essa substancia corresponde ao acido 3,5-di-O-E-cafeoil

quinico, sendo esse o primeiro relato para a familia Velloziaceae.

Acido 3,5-di-O-E-cafeoil quinico
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Tabela 2 - Dados de RMN 'H (500 MHz), "*C (125 MHz) 1D e 2D em CD;OD de Np 2.

HMQC
C HMBC
81-[ 8C
| 75,6
2 2,1-2,2 (m) 38,3 C-1,C-6
3 5,39 (m) 73,5 C-9°
4 3,94 (dd,J=3,5¢9,0 72,0
5 5,48 (m) 72,3 C-9”
6 2,1-2,2 (m) 36,8
7(COOH) - 179.4 C-2,C-5
r - 128,0
2 7,06 (d, J=2.5) 115,2 C-1,C-4°, C-7
K 146,7
. 1494
s 6,78 (d, J=8,0) 116,4 C-3’,C4
6’ 6,95 (dd,J=2,5¢ 8,0 122.9 C-3, C4C-T
7 7,55 (d, J=16,0) 147,1 C-1’,C-6’, C-9°
8’ 6,38 (d, J= 16,0) 115,8 C-1°,C-9°
9 e 169,1
- 127,8
2” 7,04 (d, J=12,5) 115,1 C-17,C-4>,C-7”
3 e 146,8
. 149,5
5 6,78 (d, J = 8,0) 116,4
6’ 6,95 (dd,J=2,5¢ 8,0 122.9 C-37,C47,C-7”
7’ 7,62 (d, J=16,0) 147.4 C-17,C-67,C-9”
8” 6,29 (d, J=16,0) 1154 C-9”
9 e 168,6

Jem Hz, 6 em ppm.
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5.3. Identificacdo estrutural dos constituintes quimicos de Nanuza plicata:

FLAVONOIDES
5.3.1. Identificacdo Estrutural de Np 3.

A substancia codificada como Np 3, apresentou-se sob a forma de um p6 amorfo
amarelo escuro. Analisando o espectro de RMN "*C-APT (50 MHz, CD;0D) (Figura 53,
p.75), observou-se a presenca de quatorze sinais, referentes a quinze carbonos, sendo oito
sinais para carbonos ndo hidrogenados e seis metinicos, sugerindo que a substancia tratava-se
de um flavondide.

A conjunto de sinais entre 6c 95,78 e 124,46, foram atribuidos aos carbonos metinicos
e quaterndrios ndo oxigenados dos anéis A, B e C (Tabela 3, p. 74). Dentre esses, 0s sinais em
Oc 184,6 referente a carbonila, e em 104,6 (C-3) e 166,8 (C-2), indicaram que o composto
Np_3 possuia um nucleo de flavona. Os deslocamentos quimicos entre 6c 147,84 e 184,66,
foram atribuidos a sete carbonos quaternarios oxigenados (Figura 54, p. 76). Mediante a esses
dados foi possivel sugerir que o composto tratava-se de uma flavona tetrasubstituida (SILVA,
2004).

O espectro de RMN 'H (200 MHz, CD;OD) (F igura 55, p 77) apresentou dois
dupletos na regido de hidrogénios aromaticos, em dy 6,42 (1H, J=2,0 Hz) e oy 6,19 (1H,
J=2,0 Hz), caracteristicos dos hidrogénios H-6 ¢ H-8 do anel A de flavonas oxigenadas nas
posicdes 5 e 7 (HARBORNE, 1994). Para o anel B foi possivel observar um duplodupleto em
ou 7,35 (J;=2,2 e J,=6,4 Hz), atribuido ao H-6’, que acoplou orto e meta com H-5" e H-2’,
respectivamente; um dupleto em oy 6,86 (1H, J=8,8), assinalado ao H-5’, acoplando orto
com H-6’ e outro dupleto em oy 7,35 (J=2,2 Hz), atribuido ao H-2’, que acoplou meta com H-
6’, caracterizando um sistema AMX.

A presenca da hidroxila em C-5 fazendo uma ligagdo de hidrogénio com a carbonila
C-4, nio foi observada no espectro de RMN 'H obtido em metanol.

Mediante as atribui¢des feitas ao composto pelos dados de RMN, caracterizando os
anéis A, B e C e comparagdes com os dados da literatura (Tabela 3, p. 74) foi possivel propor
para Np_3 a estrutura da 5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona, com nome trivial de Luteolina.

Luteolina ¢ uma flavona com ampla distribui¢do na natureza (NIELSEN et al., 1998),

porém esta sendo decrita pela primeira vez no género Nanuza.
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Tabela 3 - Dados de RMN 'H (200 MHz), "*C (50 MHz) em CD;0D de Np_3 em

comparagdo com a Luteolina

C NP 3 Luteolina*
6H 8C 8(3

2 166,8 164,5
3 6,52 (s) 104,4 103,3
4 184,6 182,2
5 164,0 162,1
6 6,19 (d, J=2,0) 100,9 99,2

7 167,3 164,7
8 6,42 (d, J=2,0) 95,7 94,2

9 160,2 157,9
10 104,6 104,2
I 124.4 119,3
2 7,35 (d, J=2,2 Hz) 114,9 113,8
2 147,8 146,2
4 151,7 150,1
5 6,86 (d, J= 8,8 Hz) 117,5 116,4
6 7,35 (dd, J;=2,2 Hz) 121,0 122,1

*DMSO (WAGNER, et al., 1976)

Luteolina
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5.3.2 Identifica¢do estrutural de Np 4

A substancia codificada como Np 4 foi isolada sob a forma de um p6é amorfo amarelo.

Nos espectros de RMN-">C-APT (125 MHz, CD;0D) (Figura 56, p. 82) e suas
expansoes (Figura 57 e 58, p. 83), pode-se constatar a presenca de 26 sinais referentes a 30
carbonos, caracteristicos de compostos flavonoidicos (MABRY, 1970). Sdo observados
dezessete sinais para carbonos quaternarios, bem como nove sinais para carbonos metinicos.
Mediante os deslocamentos e a quantidade de sinais, pode-se inferir que Np 4 tratava-se de
dois monoflavonoides ou de um biflavondide. Os sinais em oc 95,16 e 100,18 sdo
caracteristicos dos carbonos C-8 e C-6, respectivamente do anel A de flavondides. Os
carbonos metinicos em ¢ 104,0 e 103,4, bem como a presenga de dois sinais em d¢ 184,19 e
183,78 ppm, sugerem que o(s) composto(s) possue(m) o nucleo de flavona (MABRY, 1970).
Com a presenga dos sinais quaternarios nao oxigenados em d¢ 121,68 e 105,43, juntamente

com dados da literatura, sugere que Np_ 4 tratava-se de um biflavonoéide do tipo biflavona.

on o 103,68

No espectro de RMN-'H (500 MHz, CD;0D) (Figura 59, p. 84), observou-se nove
sinais referentes a 12 protons. A presenga de dois dupletos oy 6,16 (J=2,0 Hz) e 6,37 (J=2,0
Hz), (Figura 60, p. 85) representando H-6 e H-8 do anel A (unidade I) de flavona,
respectivamente, caracterizavam o padrdo de oxigenacdo nas posicdes 5 e 7 (HARBONE,
1994). Esses sinais ndo sdo observados para o anel A da unidade II, visto que ha somente a
presenca de um simpleto em 8y 6,34 (H-6 1I), o que, juntamente com os dados de RMN '°C,
nos indicou que o padrao de oxigenagdo em 5 e 7 foi mantido, porém a posi¢ao C-8 II foi um
dos ponto de unido interflavonoil.

O dupleto em oy 7,06 (1H, J=8.5), duplodupleto em oy 7,82 (1H, J,=2,5, J,=8.,5) e
dupleto em oy 7,92 (1H, J=2,5), representaram um sistema AMX, atribuido aos hidrogénios

do anel B-I. Dois dupletos em dy 6,67 (1H, J=9,0) e 7,47 (1H, J=9,0) caracterizaram um

78



PINTO, MLE.F ..ottt s 79

sistema AA'BB’, sendo atribuidos, entdo aos hidrogénios H-3'11 e H-5'I1 ¢ H-2'1I e H-6"11),
respectivamente. Esses acoplamentos foram observados no espectro de COSY (Figura 61 e
62, p. 85 ¢ 86).

No espectro de HMQC (Figura 63, p. 86), pode-se observar correlacdes diretas entre
os hidrogénios e carbonos, conforme a Tabela 4 (p. 80), confirmando assim a proposta

apresentada anteriormente.

A unido interflavonoil pode ser assinalada pelo espectro de HMBC (Figura 64 e 65, p.
87), ao qual evidenciou a correlagdo entre o H-2'1 e C-8 II, em destaque na estrutura acima.
Os dados de RMN "°C foram comparados com a literatura (MARKHAM et al., 1987) (Tabela
5, p.81), sendo possivel identificar Np 4 como sendo amentoflavona, uma biflavona com
grande distribui¢do entre gimnospermas. Do ponto de vista evolutivo, estes sdo considerados
os biflavonodides mais primitivos (ALMEIDA, 2003). Esse composto ja foi descrito para N.
plicata em estudo anterior (WILLIAMS et al., 1987).



PINTO, MLE.F ..ottt s 80

Tabela 4 - Dados de RMN 'H (500 MHz) ¢ °C (125 MHz) 1D e 2D em CD;0D de Np 4.

HMQC HMBC
C '"H B¢ COSY
2-1 - 166,18

31 *6,54(s) 104,01 C-2[1], C-1°[I), C-10[1]

4-1 - 183,19

5-1 - 163,85

6-1 6,15 (d, J=2,0) 100,18 C-8 [11] H-8 [1]
7-1 - 165,98

8-1 6,37 (d, J=2,0) 95,16 C-7[1], C-5 [1] H-6 [1]
9-1 - 159,35

10-1 - 105,37

-1 - 123,16

2.1 7,92 (d, J=2,5) 132,79 C-4’[1], C-6°[1], C-8[11] H-6" [1]
371 - 121,68

4.1 - 161,04

5°-1 7,06 (d, J=8,5) 117,52 C-1°[1], C-3’[1] H-6"[1]
6’1 782 (dd, J=8,5;2,5) 128,86 C-2’[1], C-4’[1] H-5" 1]
2-11 - 166,18

3-11 *6,55(s) 103,38 C-2[11], C-1°[11], C-10[11]

4-11 - 184,78

5-11 - 163,15

6-11 6,34 (s) 100,18 C-10[11], C-5[11]

7-11 - 165,92

8-11 - 105,43

9-11 - 156,47

10-11 - 105,33

-1 - 123,23

2-11 7,47 (d, J=9,0) 129,28 C-2[11], C-4°[11], C-5[11] H-3"[11]
311 6,67 (d, J=9,0) 116,83 C-5°[11], C-4°[11], C-1"[11] H-2"[11]
411 - 162,49

5°-11 6,67 (d, J=9,0) 116,83 C-1°[11] H-6" [11]
6’11 7,47 (d, J=9,0) 129,28 C-2’[11], C-4°[11] H-5" [11]

* Podem estar trocados.
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Tabela 5 - Comparacio dos dados de RMN °C (125 MHz, CD;0D) de Np 4 com os dados
de RMN "°C da literatura (20 MHz, DMSO) (MARKHAM et al., 1987) .

C Np 4 Amentoflavona
dc dc

2-1 166,18 164,1
3-1 104,01 103,2
4-1 183,19 181,9
5-1 163,85 161,6
6-1 100,18 98,8

7-1 165,98 163,9
8-1 95,16 94,2

9-1 159,35 157,6
10-1 105,37 104,0
I’-1 123,16 120,3
2’-1 132,79 127,9
3-1 121,68 121,9
4’-1 161,04 159,6
5°-1 117,52 116,4
6’1 128,86 131,6
2-11 166,18 164,3
3-1I 103,38 102,8
4-11 184,78 182,2
5-1T 163,15 160,8
6-11 100,18 99,1

7-11 165,92 161,9
8-11 105,43 104,1
9-11 156,47 154,7
10-11 103,33 104,0
1’-1I 123,23 121,4
2°-11 129,28 128,3
3-1I0 116,83 116,0
4°-11 162,49 161,1
5°-11 116,83 116,0
6’11 129,28 128,3
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Figura 56. Espectro de RMN "*C-APT (125 MHz) de Np_4 em CD;0D .
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Figura 57. Expansio do espectro de RMN *C-APT (125 MHz) de Np_4 em CD;OD na
regido entre d¢ 165- 185 ppm
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Figura 58. Expansio do espectro de RMN *C-APT (125 MHz) de Np_4 em CD;OD na
regido entre d¢ 95- 135 ppm
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Figura 60. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np_4 em CD;0D na regio
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Figura 61. Espectro de RMN 'H x "H COSY (500 MHz) de Np_4 em CD;OD.
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Figura 62. Expansio de espectro de RMN 'H x 'H COSY (500 MHz) de Np 4 em
CD;0OD na regido entredy 6,2- 8,0 ppm
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Figura 63. . Expansio do espectro de RMN 'H x °C- 'Joy HMQC (500 MHz) de Np_4
em CD;OD na regido entre d¢ 95- 135 ppm.
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Figura 64. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) de
Np_4 em CD;0D. Na regido entre oc 157- 169 ppm.

Tgﬁ
Mt

6.
6.
6.
6.
6.
7.
7.
7.
7.
7.
8.
8.
8.
8.

i

P T T LB R B ey B Ay
130 120 115 110 105

Fl (ppm)

Figura 65. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) de
Np_4 em CD;0D. Na regido entre 8¢ 95- 135 ppm.
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5.3.5 Identifica¢do estrutural de Np_5

A substancia codificada como Np 5 foi isolada na forma de um p6 amarelo, P.F. 340-
345 “C. No espectro de infravermelho em KBr observou-se bandas de absor¢do em 3350 cm’™
e 1694 cm™, caracteristicos de OH e carbonila, respectivamente (Figura 66, p. 92). O espectro
de RMN-"C-APT (125 MHz, DMSO) mostrou a presencga de 30 sinais correspondente a 32
carbonos. Destes vinte sinais foram atribuidos a carbonos quaterndrios, dez a carbonos
metinicos e dois a carbonos metoxilicos (Figura 67, p. 93). Os deslocamentos quimicos em d¢
158,1, 1394, 180,0, 162,9, 99,8, 166,2, 94,8, 158,4 e 105,3 (Figuras 68 e 69, p. 94),
sugeriram um esqueleto tipico de flavona 5,7 dissubstituida. Considerando a quantidade de
sinais, supos-se que Np 5 tratava-se de uma mistura de flavonas ou de um biflavonoide.

Analisando o espectro de massas em HR-ESI-MS (Figura 70, p. 95), constatou-se a
presenca do pico do ion molecular em 599.5331 [M + H] compativel com a férmula
molecular C3,H,,01, e seus fragmentos (Esquema 5, p. 96), sugerindo dessa forma que Np 5
seria um biflavonoide. Além disso, sinais em ¢ 121,9 (C) e 106,8 (C), comparados com os
dados da amentoflavona (p. 80), indicaram uma unido C-3'I com C-8 II. A auséncia do sinal
em ¢ 94,8, juntamente com os sinais em o¢ 101,4, 131,3 e 116,3, sugeriram que o anel A da
unidade II ¢ do tipo pentasubstituido e o anel B do tipo AA'BB".

A auséncia de sinais de carbono em d¢ 104,0 e 103,4, e os deslocamentos quimicos
para os carbonos metoxilicos em d¢ 60.5 e 60.6 sugeriram a insercao desses grupos em C-3 I e
C-3 1II, respectivamente. Isto estd de acordo com os dados na literatura para flavondides
(BRANCO et al., 2002).

No espectro de RMN-'H (500 MHz, DMSO) (Figura 71, p. 97), observamos a
presenca de dois dupletos oy 6,14 (J=2,0 Hz) e 6,19 (J= 2,0 Hz) (Figura 72, p. 98) o que esta
de acordo com anel A de flavonoides 5,7 dissubstituidos. Observou-se ainda um dupleto em
ou 8,16 (J= 2,0 Hz), um dupleto em 3y 7,09 (J= 9,0 Hz) e um duplodupleto em dy 8,08 (J=
9,0 e 2,0 Hz) o que corrobora com um sistema AMX no anel B da unidade I. Nesse espectro
foi possivel observar um simpleto em oy 6,31 que foi atribuido ao H-6 II, o que reforgou a
possibilidade da unido C-3T e C-8 II. Além disso, observou-se a presenca de dois simpletos
em oy 3,73 e 3,78 atribuidos as duas metoxilas.

No espectro de HSQC (Figura 75, p. 100) observou-se a correlacao de oy 6,14 (H-6 I)
com o¢c 99,8 ¢ (C-6 1) e de oy 6,19 (H-8 I) com d¢ 94,8 e (C-8 I) confirmando as atribuigdes
feitas a C-6 e C-8 da unidade 1. As demais correlagdes diretas estdo compiladas na Tabela 6

(p. 90).
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No espectro de HMBC (Figura 76, p. 101) e suas expansdes (Figuras 77-79, p. 102-
104) foi possivel observar correlagdes do sinal em oy 6,14 (H-6 I) com 6. 162,9 (C-5 1), 166,2
(C-71) e 105,7 (C-10 I). Ainda, constatou-se as correlagdes do sinal em oy 8,16 (H-2'T) com
oc 158,1 (C-2 1), 161,1 (C-4"), 1304 (C-6') e 106, 8 (C-8 II), o que confirmou a
trisubstituicdo do anel B da unidade I além de reforcar a unido interflavonoil proposta. Ainda
nesse espectro, foram observadas correlagdes de 6y 6,31 (H-6 II) com o¢ 106,8 (C-8 II) o que
também confirmou a unido C-3'Te C-8 IL

As correlagdes dos sinais em oy 3,73 com d¢ 139.4 e em dy 3,78 com o¢ 139,3
confirmaram a inser¢do das metoxilas nos carbonos C-3 I e C-3 II, respectivamente. As
demais correlagdes estdo compiladas na Tabela 6. (p. 90)

No espectro de COSY (Figura 80, p. 105) evidenciaram-se correlagdes entre os sinais
em Oy 6,14 (H-6 I) com oy 6,19 (H-8 1), confirmando para o anel A uma dissubstitui¢do nos
carbonos 5,7. Também, correlagdes de oy 8,16 (H-2'T) com dy 8,08 (H-6" I), dy 7,08 (H-51)
com 0Oy 8,08 (H-6" I) e de H-6'1 com H-2'1 e H-5'I, as quais corroboraram um sistema AMX
para o anel B da unidade 1.

Assim, Np 4 tratava-se de um novo biflavonoide, sendo aqui descrito pela primeira
vez na literatura. Para este, foi atribuido o nome trivial de nanuzoflavona em homenagem ao

género ao qual a espécie produtora faz parte.
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Tabela 6 - Dados de RMN 'H (500 MHz), "*C (125 MHz) 1D e 2D em CD;OD de Np 5.

HMOQC HMBC
C "H B¢ COSY
2-1 - 158,1
31 - 139,4
4-1 - 180,0
5-1 - 162,9
6-1 6,14 (d, J=2,0) 99,8 C-5[1], C-7 [1], C-10 [1] H-8 1
7-1 - 166,2
8-I 6,19 (d, J=2,0) 94,8 C-7[1], C-9 [1], C-10 1] H-6 1
9-1 - 158,4
10-1 - 105,7
1’-1 - 122,7
2’1 8,16 (d, J=12,0) 134,6 C-2 [1], C-4’ [1], C-6 [1], C-8 H-6" 1
[11]
3] - 121,9
41 - 161,1
51 7,08 (d, J=9,0) 118,4 C-1°[1], C-3’ [1], C-4 [1] H-6’
6’1 8,08 (dd, J=9,0; 130,4 C-4’[1] H-2°,H-5’ 1
2,0)
2-11 - 157,2
3-11 - 139,3
4-11 - 179,9
5-11 - 162,1
6-11 6,31(s) 101,4 C-5 [I1], C-7 [I1], C-8 [I1]
7-11 - 167,5
8-I1 - 106,8
9-11 - 155,6
10-11 - 105,2
’-11 - 122,6
2’11 7,78 (d, J = 8,0) 131,3 C-2 [I1], C-4’ [11] H-3’II
311 6,65 (d, J=8,0) 116,3 C-1’ [I1], C-4’ [11] H-21I
411 - 161,4
5°-11 6,65 (d, J = 8,0) 116.3 C-4’ [11] H-6" 11
6’11 7,78 (d, J = 8,0) 131.3 C-2 [11], C-4’ [11] H-5"1I
3-OCHj3-1 3,73 (s) 60.5 C-3[1]
3-OCH3- 3,78 (s) 60.6 C-3[11]
I
5-OH 1 12,74 (s)" -
5-OH II 12,86 (s)" -

*Obtido em DMSO
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Esquema 4 - Proposta da biossintese de Biflavonas: Acoplamento oxidativo

8

Flavona

Nanuzoflavona
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Esquema 5 - Proposta de Fragmentacdo para Np_Sem HR-ESI-MS.

C25H1909
m/z= 463 u
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|
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Figura 72. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np_5 em CD;0D na regio
entre oc 7,8- 8,2 ppm

Figura 73. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np_5 em CD;0D na regi#o
entre ¢ 6,1- 7,1 ppm



Figura 74. Expanséo do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np_5 em DMSO na regido entre 8¢ 6,0-13,0 ppm.
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Figura 77. Expansao do espectro de RMN 'H x *C-"Jcn (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) Np_5 em CD;0D na regido entre d¢
158- 168 ppm.
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Figura 78. Expansdo do espectro de RMN 'H x *C-"Jci (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) Np_5 em CD3;0OD na regido entre d¢
95- 140 ppm.
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Figura 80. Expansio de espectro de RMN 'H x 'H COSY (500 MHz) de Np_5 em CD;0D
na regido entredy 6,0- 8,4 ppm
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5.4. Identificacio estrutural dos constituintes quimicos de Nanuza plicata:

DITERPENOS
5.4.1 Identificacio estrutural de Np 6

A substancia codificada como Np 6 foi isolada na forma de um 6leo esverdeado. No
espectro de RMN "*C-APT (125 MHz, CDCl;) (Figura 81, p. 110) e suas expansdes (Figuras
82 e 83, p. 111) foi possivel observar a presenca de 25 sinais. Destes, seis foram atribuidos a
carbonos ndo hidrogenados , quatro a carbonos metinicos, sete a carbonos metilénicos e trés a
carbonos metilicos. Os sinais em o¢ 37,6 (C), 36,3 (CH), 38,7 (CH) e 46,7 (CH), sdo
compativeis com esqueleto carbonico de diterpenos do tipo clerodano (SANTOS et al., 2007).
Ainda nesse espectro observou-se sinais em ¢ 70,1 135,0, 143,4 e 174,3 que associados aos
dados do espectro de infravermelho (Figura 84, p. 112) corroboram com a presenga de grupos
funcionais com bandas de absor¢des em 3433 referente a hidroxila, 1751 de carbonila e, 1678
e 1458 cm™' referentes a anel y-lacténico o,p insaturado. Um aspecto relevante em RMN °C
de diterpenos clerodanos ¢ a determinacao da estereoquimica dos centros quirais C-5, C-8, C-
9 e C-10. Portanto alguns aspectos foram investigados. O primeiro deles se refere a
configuracdo da fusdo dos anéis A/B na decalina que pode ser cis ou trans, sendo utilizado o
deslocamento quimico do carbono da metila CH3-19 para diferencia-los. Na fusdo cis 0 0c
CHs-19 ¢ ~33,0 enquanto que na trans ¢ ~20.0 (SANTOS et al., 2007), como mostrado

abaixo:

17
CHy; |
O/ OH 19 CH;

20
~ 2050 J

No espectro de RMN °C de Np_6 o sinal em ¢ 20,5 foi atribuido ao CHj-19 e ¢

condizente com fusdo dos anéis A/B em configuracao frans-decalina. O segundo aspecto ¢ a
possibilidade de diferenciar se 0 CH3-17 e o CH3-20 os quais podem estar cis ou frans entre
si. Em diterpenos clerodanos, quando as metilas CH3-17 e CH;3-20 estdo em configuracao cis,

o deslocamento quimico do CHj3-20 ¢ ~18,0, enquanto que em configura¢do trans o
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deslocamento quimico ¢ em ~26,0 (SANTOS et al., 2007). O sinal observado no RMN BC de
Np_6 em 18,1 foi atribuido ao CH3-20 e ¢ condizente com uma configuracao cis entre CHsz-17
e CH3-20.

No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) (Figura 85, p. 113) e suas expansdes
(Figura 86 e 87, p. 114) foi possivel observar dois sinais em oy 7,06 (sl) e 6,82 (sl),
caracteristico de protons olefinicos conjugados com carbonila. Observou-se também, trés
sinais referentes a metilas sendo eles 0,85 (d), 1,27 (s) e 0,75 (s) que corroboraram com
esqueleto de diterpenos clerodanos e, ainda, um sinal em 4,79 (s) com integracdo para dois
hidrogénios caracteristicos dos protons oximetilénicos do anel lactonico. Um dado relevante
desse espectro € o deslocamento em 0,75 (s) que por HMQC (Figura 90, p, 116) (Tabela 7,
p.103) foi atribuido ao CH3-20. Esse deslocamento ¢ compativel com diterpenos clerodanos
da série ent, pois quando da série normal esses protons sofrem protecdo e absorvem em ~
0,57. Sinais multiplos observados entre 1,70 e 2,20 foram atribuidos aos demais hidrogénios
alifaticos.

No espectro de HMBC (Figura 90 e 91, p. 110 e 111) foi possivel observar sinais de
correlagdes entre 1,27 (CH3-19) com 46,7 (CH-10), 075 (CH3-20) com 38,7 (C-9) e 46,7 (C-
10), por sua vez o sinal em 36,3 foi atribuido a CH-8. Correlagdes observadas do sinal em
4,79 (CH;-15) com 143,4 (CH-14) e com 135,0 (C-13), definem os deslocamentos quimicos
do anel lactonico. A correlagao do sinal em 1,27 (CH3-19) com 141,1 ¢ 36,0 confirma o
primeiro deslocamento para C-4 e o segundo para CH,-6, corrigindo os valores encontrados
na literatura (RIVERA et al., 1988) para CH,-11, o qual nesta apresenta-se mais desprotegido
que C-6. Essa inversao ¢ refor¢cada pela correlacao do sinal em 1,35 (CH-10) com 35,7 (CH,-
11). Da mesma forma a correlagdo observada entre 0,85 (CH3-17) e 27,2 (CH,-7) corrige essa
atribuicdo que anteriormente foi feita a CH,-2.

No espectro de COSY (Figura 92, p.112) e suas expansdes (Figuras 93 ¢ 94, p. 113 e
114) foi possivel observar as correlagdes do sinal em 0,85 (CH3-17) com 1,50 (CH-8) e deste
com 2,25 (CH,-7). As demais correlacdes estdo compiladas a Tabela 7, p. 109.

A andlise desses dados, bem como sua compara¢do com a literatura permitiu concluir
que Np 6 tratava-se do acido patagdnico, um diterpeno do tipo clerodano. Este esta sendo
relatado pela primeira vez no género Nanuza e teve seus dados de RMN inequivocamente
assinalados, neste trabalho.

Analisando o espectro de RMN "°C detalhadamente percebe-se a existéncia de sinais a
mais, sendo eles em 170,7, 141,2, 139,3, 102,4 ¢ 19,1 sugerindo que Np_6 pode tratar-se de

uma mistura de diterpenos clerodanos. O sinal em 102,4 sugeriu tratar-se de um CH vizinho a
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dois oxigénios (AHMAD, et al., 2005), indicando a insercdo de uma fun¢do oxigenada no
anel lactonico. No espectro de RMN 'H o sinal em 5,72 é compativel com hidrogénio
oximetinico e o sinal em 3,55 corrobora com a presen¢a de grupos metoxilas. No HMBC
observou-se uma correlacdo do sinal em 3,55 com 102,4 reforcando a inser¢do do grupo
metoxi em C-15. Assim Np_6 trata-se de uma mistura composta por acido patagdnico (6a) e
acido clerodan-15-metoxi-3,13-dien-15,16-olideo-8-6ico (6b). Através dos valores das

integrais foi possivel calcular a porcentagem de cada diterpeno na mistura estando o acido

patagdnico na proporcao de 82,04 % e acido clerodan-15-metoxi-3,13-dien-15,16-olideo-8-

oico, 17,95 %.

6a: Acido clerodan- 3,13-dien-15,16- 6b: Acido clerodan- 15-metoxi-3,13-
olideo-8-dico (acido patagonico). dien-15,16-olideo-8-dico.
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Tabela 7. Dados de RMN 1H (500 MHz) e >C(125 MHz) 1D e 2D de Np_6a ¢ Np-6b em

CDCl;
HMQC Np_6a Np-6a Ac. Np-6b
C Patagonico*
¢ ou HMBC COSY Bc e
1 17,4 1,70 (m) C-3 H-2 17,6 17,4
2 27,2 1,45 (m) 274 27,2
3 140,1 6,81 (sl) 140,2 139,3
4 41,1 - 141,6 141,2
5 374 - 37,8 37.4
6 36,0 1,43 €2,40 (m) H-7 36,0 36,0
7 27,2 2,25 (m) H-8 27,6 27,2
8 36,3 1,50 (m) H-17 36,5 36,3
9 38,7 - 39,0 38,7
10 46,7 1,35 (m) 47,0 46,7
11 35,7 1,19¢2,40 (m) H-11 36,3 35,7
12 19,0  2,05¢ 2,20 (m) 19,3 19,1
13 1350  ----- 135,2 135,0
14 1434 7,06 (sl) 143,6 143,4
15 70,1 4,79 (s) C-13,C-14 70,2 102,4
16 1743 e 174,3 170,7
17 15,8 0,85 (m) C-7,C-8,C-9 16,0 15,8
18 1743 - 174,4 171,0
19 20,5 1,27 (s) C-4,C-5, C- 20,7 20,5
10
20 18,1 0,75 (s) 18,3 18,1
OCH; - = o s 55,3

* RIVERA et al., 1988, (CDCl;)
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Figura 81. Espectro de RMN *C-APT (125 MHz) de Np_6 em CDCls.
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Figura 82. Expansio do espectro de RMN *C-APT (125 MHz) de Np_6 em CDCl; na
regido entre d¢ 110- 175 ppm
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Figura 83. Expansio do espectro de RMN *C-APT (125 MHz) de Np_6 em CDCl; na
regido entre d¢ 15- 70 ppm
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Figura 86. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np_6 em CDCl; na regido
entre o¢ 2,0- 2,5 ppm.
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Figura 87. Expansio do espectro de RMN 'H (500 MHz) de Np_6 em CDCl; na regiio
entre d¢ 0,65- 0,95 ppm.
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Figura 88. Expansio do espectro de RMN 'H x *C- 'Joy HMQC (500 MHz) de Np_6 em
CDClsna regido entre oc 140- 143 ppm.
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Figura 89. Expansdo do espectro de RMN H x °C- Jcy HMQC (500 MHz) de Np_6 em
CDCls na regido entre 6¢ 45- 105 ppm.
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Figura 90. Expansio do espectro de RMN 'H x *C- 'Joy HMQC (500 MHz) de Np_6 em
CDCls na regido entre Oc 15- 45 ppm.
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Figura 91. Expansio do espectro de RMN 'H x °C-"Jcy (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) de
Np_6 em CDCl; na regido entre 5¢.100- 145 ppm.
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Figura 92. Expansdo do espectro de RMN 'H x C-"Jcy (n=2 e 3) HMBC (500 MHz) de
Np_6 em CDClj na regido entre dc.15- 50 ppm.
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6. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Nanuza plicata (Mart.) L.B.Sm. & Ayensu (Velloziaceae)
levou ao isolamento de quatro substancias e uma mistura de diterpenos. Através de técnicas
de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e carbono treze (RMN 'H e C), incluindo
técnicas bidimensionais (HMQC (HSQC), HMBC, COSY e NOESY-1D), foi possivel

identificar:

* dois derivados do acido clorogénico, de nomes 3-O- cafeoil quinato de metila e
Acido 3,5-di-O-E-cafeoil sendo ambas isolados pela primeira vez no familia
Velloziaceae;

* trés flavonodides, sendo um do tipo flavona, de nome Luteolina isolado pela primeira
vez no género, duas biflavonas, a primeira - amentoflavona, ja isolada anteriormente
para a espécie e a segunda nomeada nanuzoflavona descrita pela primeira vez na
literatura;

* uma mistura de diterpenos do tipo clerodano de nomes 4cido patagdnico e Acido
clerodan- 15-metoxi-3,13-dien-15,16-olideo-8-6ico isolados, também, pela primeira

vez na familia.

O isolamento dessas substincias contribuiu  significativamente para a

quimiotaxonomia de Nanuza plicata.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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