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Artigo

CHEMICAL CONSTITUENTS FROM LEAVES OF THE Qualea grandiflora: ATTRIBUTION OF THE NMR DATA OF TWO
DIASTEREOISOMERIC ACYLATED FLAVONOID GLYCOSIDS. Phytochemical investigation from leaves of the Qualea
grandiflora (Vochysiaceae) resulted in the isolation and identification of kaempferol-3-O-o-L-(4" - E-p-coumaroyl)-rhamnoside,

kaempferol-3-0-0-L-(4-Z-p-coumaroyl)-rhamnoside, squalene, phytol, lupeol, ai-amyrin, B-amyrin, sitosterol, sitostenone, sitosterol-

3-0-B-D-glucopyranoside, ursolic and oleanolic acids. The structures of the compounds were identified by 1D- and 2D-NMR

experiments, mass and UV spectrometry and comparison with literature data.
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INTRODUCAO

Qualea grandiflora Mart. (Vochysiaceae) € uma planta de
ocorréncia em mata de galeria, cerrado e cerraddo, considerada
simbolo dos cerrados.! E conhecida popularmente como pau-terra,
pau-terra-do-campo, pau-terra-do-cerrado, pau-terra-da-folha-larga,
ariavd, entre outros.” As cascas e folhas sdo medicinais e os frutos
ddo matéria tintorial amarela.? Infusdo ou decocg@o das folhas de Q.
grandiflora sdo usadas no tratamento de diarréia com sangue, c6licas
intestinais e contra ameba.? As cascas sdo usadas, na forma de infusdo,
para limpeza externa de tlceras e feridas e no tratamento de doengas
inflamatdrias.! Segundo levantamento etnoboténico (dados ndo pu-
blicados), realizado no municipio de Nazaré do Piaui-PI, a infusdo
preparada com frutos desta espécie € usada no tratamento da asma.

O extrato etanélico das cascas de Q. grandiflora exibe agdo antiulce-
rogénica* e o metandlico tem agdo antibacteriana sobre o Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa.’ O extrato etandlico
das folhas tem efeito antioxidante,® analgésico, depressor do sistema
nervoso central, com potencial anticonvulsivante’ e acdo antibacteriana
sobre o Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228 e MRSE H-111).8

O presente artigo relata pela primeira vez o estudo quimico do
extrato etandlico das folhas de Q. grandiflora, do qual foram isolados
e identificados o kanferol-3-O-0-L-(4"-E-p-cumaroil)-raminosideo
(1), kanferol-3-0-0.-L-(4"-Z-p-cumaroil)-raminosideo (2), esqualeno,
fitol, lupeol, o-amirina, B-amirina, sitosterol, sitostenona, dcidos

Figura 1. Estrutura dos flavondides isolados das folhas de Q. grandiflora

*e-mail: mariana@ufpi.br

ursélico e oleandlico e 3-0-B-D-glicopiranosideo do sitosterol.
PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN 'H e "*C foram obtidos em espectrometro
Briiker modelo Avance DRX-500 e DPX 300 e Varian Inova 500 ope-
rando a 500 e 300 MHz ('H), 125 e 75 MHz ("*C), utilizando CD,0D
ou CDCI, como solventes e TMS como referéncia interna. As placas
cromatogréficas foram preparadas utilizando uma mistura de gel de
silica 60 G Vetec e 60 GF,,, Fluka (1:1) e as revelagdes das cromato-
placas foram feitas por nebulizagdo com solugéo de Ce(SO,), e com
vapores de iodo. Os solventes, etanol, metanol, hexano, acetato de etila,
cloroférmio e diclorometano, utilizados na preparacdo dos extratos e
fracionamentos cromatograficos cldssicos, foram todos de grau anali-
tico obtidos da Vetec. Para cromatografia liquida de alta eficiéncia em
escala preparativa (CLAE-Prep), foi utilizado o seguinte equipamento:
cromatdgrafo preparativo Varian, modelo Prep star SD-1, com detector
UV-VIS modelo 320, injetor manual Rheodyne modelo 7725i com
alca de amostra de 2,5 mL, aquisi¢do de dados via computador tipo
Pentium 11 550 MHz utilizando software Varian Star Chromatography
Workstation, versao 5.31. Coluna Phenomenex — Luna fenil hexil, (250
x 21,20 mm, 10 um), sem pré-coluna. Os espectros de massas foram
obtidos em espectrometro VG Platform da Fisons Instruments.

Material vegetal

Folhas de Q. grandiflora foram coletadas no Municipio de De-
merval Lobao-Piaui, em abril de 1998 e identificadas no Herbario
Graziela Barroso - UFPI, onde se encontra depositada a exsicata,
com o nimero TEPB 10.091.

Isolamento dos constituintes quimicos

As folhas foram secas ao ar, moidas (1000 g) e extraidas exaus-
tivamente com etanol a 95%. O volume do extrato etandlico, equi-
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valente a 98 g, determinado por meio do peso seco, foi reduzido a
300 mL, por concentragdo em evaporador rotativo, adicionado 600
mL de dgua e submetido a particdo com acetato de etila, obtendo-se
as fragdes aquosa (23,2 g), AcOEt e uma interfase (7,7 g). A fase
AcOEt foi concentrada, suspensa em MeOH-H,O (9:1) e submetida
a particdo com hexano, resultando nas fases hidroalcodlica (48,1 g)
e hexanica (9,5 g). A fase hidroalcodlica (10 g) foi fracionada em
coluna filtrante (25 x 5,0 cm) preenchida com 140 g de gel de silica,
eluida com CHCI,-MeOH (5-100%), resultando em 40 fragdes de
150 mL, coletadas como segue: fragdes 1-6 (CHCl,-MeOH, 95:5),
7-17 (CHCI,-MeOH, 9:1), 18-28 (CHCI,-MeOH, 8:2), 29-35 (CHCI,-
MeOH, 1:1) e 36-40 (MeOH 100%). A fragdao H-10 (227 mg) foi
recromatografada em coluna de Sephadex LH-20 eluida com MeOH
fornecendo uma mistura de flavonéides (56 mg) os quais foram se-
parados em CLAE-UV DAD, eluida no modo gradiente exploratdrio
HZO+HAC—0,5%/ACN (5-100%); 200-600 nm; 1 mL/min; 40 min.
Ap6s condicionamento para o modo isocrdtico, com multiplas inje-
¢oes, usando como eluente H,O/ACN (60:40), resultou na separagio
de 1 (24 mg) e 2 (8 mg).
Kanferol-3-0-o-L-(4"-E-p-cumaroil)-raminosideo (1): UV A
(MeOH) nm: 215, 266 e 311. EM-IES: m/z (int. rel) 578 [M™], 285
(100), 286. RMN 'H e *C (CD,OD): Tabela 1.
Kanferol-3-0-0.-L-(4”-Z-p-cumaroil)-raminosideo (2): UV X
(MeOH) nm: 265 e 316 EM-IES: m/z (int. rel) 578 [M**], 285, 286
(100). RMN 'H e °C (CD,OD): Tabela 1.

A fase hexanica da parti¢do, depois de concentrada, foi sus-
pensa em MeOH a quente e refrigerada originando um precipitado
graxo (7,2 g) e o material solivel em MeOH (1,7 g). Este tltimo
foi fracionado em coluna de gel de silica (36 x 2,6 cm), eluida com
hexano-AcOEt (0-100%) e AcOEt-MeOH (1:1) resultando em 68
fracdes (S-1 a S-68), coletadas como segue: fragdes 1-4 (hexano
100%), 5-12 hexano-AcOEt, 98:2), 13-15 (hexano-AcOEt, 95:5),
16-26 (hexano-AcOEt, 9:1), 27-40 (hexano-AcOEt, 8:2), 41-43
(hexano-AcOEt, 7:3), 44-52 (hexano-AcOEt, 6:4), 53-57 (hexano-
AcOEt, 1:1), 58-59 (AcOEt 100%) e 60-68 AcOEt-MeOH, 1:1). Apés
evaporagdo do solvente em evaporador rotativo e andlise por CCD, as
fracdes coletadas foram reunidas em 11 grupos. O grupo S-2 (fracdo
2, 14 mg) correspondeu ao esqualeno. Os grupos S-16 (fragdes 16-19,
169 mg) e S-20 (fragdes 20-24, 262 mg) foram recromatografados, o
primeiro em Sephadex LH-20 com hexano-CH,Cl, (1:4) fornecendo
48 mg de uma mistura de fitol, lupeol, o- ¢ B-amirina, o segundo
grupo foi em coluna de gel de silica, eluida de modo isocratico com
CHCI,-MeOH (98:2), resultando na sitostenona (6 mg) e na fracao
S21-7, que foi recristalizada em MeOH fornecendo o sitosterol (100
mg). O grupo S-35 (fragdes 35-36, 40 mg) foi recromatografado em
coluna de Sephadex LH-20, eluida com CH,Cl,-acetona (3:2), resul-
tando em 9 mg de uma mistura dos dcidos ursélico e oleandlico. O
tratamento desta mistura com excesso de CH,N,,em banho de gelo,
conduziu aos respectivos derivados metilados (10 mg). O grupo S-60
(fragdes 60-62, 603 mg) foi recromatografado em coluna de gel de
sflica eluida com CHC1,-MeOH (0-10%) originando F16-30 (61 mg).
O tratamento desta fracdo com anidrido acético (1 mL) em presenca
de piridina (1 mL) a temperatura ambiente por 12 h, forneceu, apds
filtragdo em gel de silica, o tetracetado de 3-O-B-D-glicopiranosideo
do sitosterol (30 mg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O esqualeno,’ fitol,'* lupeol,'" o-amirina,'' f-amirina,'
sitosterol,'? sitostenona,'® dcidos ursélico e oleandlico' e 3-O-B-D-
glicopiranosideo do sitosterol'> foram isolados do material solivel
em metanol, resultante da fase hexanica da parti¢do do extrato eta-
nélico das folhas de Q. grandiflora. Estas substincias sdo comuns
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em outras espécies, portanto suas estruturas foram identificadas por
comparagao dos dados espectroscépicos de RMN 'H e *C obtidos
com os relatados na literatura.*"

O fitol, lupeol, o~ e B-amirina foram isolados em mistura e iden-
tificados por meio da andlise dos espectros de RMN 'H e *C. O fitol
apresentou-se como o constituinte majoritario, sendo evidenciado no
espectro de RMN 'H pelos sinais em & 4,16 (d), atribuido aos hidro-
génios oximetilénicos e alilicos, e & 5,42 (t), referente ao hidrogénio
olefinico. Esta andlise foi confirmada pela observag¢@o no espectro
de RMN "C dos sinais em 8 59,7 (CH,0), 123,4 ¢ 140,5 (CHe C
olefinicos).'® O espectro de RMN 'H da mistura apresentou ainda
um duplo dupleto caracteristico de triterpenéides 33-OH (3 3,23;
J=11,0 e 5,2 Hz; H-3), sendo confirmado no espectro de RMN °C,
pela presenga do sinal 8 79,5 (C-3).""1® A ocorréncia do lupeol, o.- e
[-amirina foi determinada de acordo com a metodologia descrita na
literatura para andlise de mistura de triterpendides, devido a existéncia
de trés pares de sinais em 6 109,6/151,2; 125,5/138,0; 122,0/145,5
caracteristicos dos carbonos olefinicos nos esqueletos triterpénicos
lupano, ursano e oleanano, respectivamente.'

O 3-0-B-D-glicopiranosideo do sitosterol foi identificado como
derivado tetracetilado." Os dcidos ursdlico e oleandlico, apds serem
metilados com diazometano, foram identificados em mistura, na razao
de 67:33. Esta propor¢do foi determinada no espectro de RMN 'H
pela comparacdo das integragdes dos sinais dos hidrogénios olefi-
nicos em & 5,18 e 5,21, atribuidos ao H-12 no ursolato e oleanolato
de metila, respectivamente, com a do sinal em & 3,62 (J= 10,8 ¢ 4,7
Hz), referente ao H-3 dos dois triterpendides.!” Este espectro apre-
sentou ainda, entre outros sinais, um simpleto em & 3,62 referente
aos hidrogénios metoxilicos, confirmando a ocorréncia da reagdo de
metilagdo. O espectro de RMN 3C apresentou sinais de carbonos
metoxilico (6 51,5) e carbonilico (8 178,1) de éster, de carbono oxi-
metinico (8 79,0, C-3), além de dois pares de sinais em & 125,6/138,1
e 122,3/144,0 atribuidos aos carbonos olefinicos C-12 e C-13 nos
esqueletos triterp&nicos ursano e oleanano, respectivamente.'® Todos
os dados de RMN observados foram consistentes com os relatados
para o ursolato e oleanolato de metila.'

Os flavonéides 1 e 2, isolados da fase hidroalcodlica, foram
identificados utilizando os dados dos espectros de massas, RMN 1D
e 2D COSY 'H-'H, HMQC ¢ HMBC.

O espectro de RMN 'H de 1 apresentou, na regido de hidrogénios
aromdticos, um par de dupletos em & 6,21 e 6,37 (J=2,0 Hz), carac-
terfstico de sistema AB, correspondente a dois hidrogénios meta-
posicionados e atribuidos, respectivamente, a H-6 e H-8 de flavondis.
Os dois pares de dupletos em & 7,01 e 7,76 (J=8,7 Hz); 6 7,52 ¢ 6,83
(J=8,6 Hz), indicativos de sistemas do tipo AA’BB’, caracterizaram dois
anéis aromaticos para-dissubstituidos.'® Além destes, o espectro apre-
sentou um par de dupletos em 8 6,29 e 7,56 (J=16 Hz) de um sistema
de hidrogénios olefinicos com configuracdo E e sinais de hidrogénios
ligados a carbonos oximetinicos (8 3,21-5,60) de uma unidade osidica.'®
O dupleto em § 0,79 (J=6,2 Hz, CH,) juntamente com o sinal em & 5,50
(J=1,6 Hz, CH), referente ao hidrogénio anomérico, sugeriu a existéncia
de uma unidade de o-raminose.'® O mapa de contorno COSY 'H-'H
confirmou todos os acoplamentos observados no espectro de RMN
'H unidimensional e permitiu evidenciar as correlagdes dos sinais dos
hidrogénios em & 5,50 (H-1"") com & 4,23 (H-2"), do sinal de H-2”
com 0 3,92 (H-3""), de H-3” com & 4,94 (H-4"), de H-4” com 6 3,21
(H-5") e de H-5” com & 0,79 (H-6"). Esta anélise juntamente com
os dados de RMN C e mapas de contornos bidimensionais HMQC
e HMBC sugeriu tratar-se de um raminopiranosideo do kanferol com
uma das hidroxilas da raminose esterificando o dcido p-cumdrico. O
EM de 1 apresentou o pico do fon molecular a m/z 578, consistente
com a férmula molecular C, H, O, € 0 pico base a m/z 285 indica-

26 127
tivo da unidade de kanferol."” A localizagdo da raminose no C-3 do
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Tabela 1. Dados de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) de 1 e 2, incluindo resultados de mapas de contornos de correlacdo heteronuclear
'H-PC-COSY-"J,, (n=1, HMQC; n=2 e 3, HMBC), em CD,OD. Deslocamentos quimicos em & (ppm) e constantes de acoplamento (J, entre

paréntese) em Hz

1 2
HMQC HMBC HMQC HMBC

C 8C 8H 2JCH 3JCH 8C 6H 2JCH 3JCH
2 159,6 H-2'/H-6’ 159.4 H-2'/H-6’
3 1354 H-17 1357 H-17
4 178.6 179.5
5 1634 H-6 163.2 H-6
6 100,2 6.21 (d, 2,0) H-8 100,1 6.21 (d, 2,0) H-8
7 166.5 H-8, H-6 166,3 H-8, H-6
8 95,1 6,37 (d, 2,0) H-6 94.9 6.40 (d, 2,0) H-6
9 158.8 H-8 1587 H-8
10 106,1 H-6, H-8 105.9 H-6, H-8
r 122.8 H-3'/H5’ 122,6 H-3'/H-5’
26 132,1 7,76 (d, 8.7) 1319 7,73 (d, 8.5)
35 1167 7,01 (d, 8.7) 116,6 6.94 (d, 8.5)
4 161,9 H-3'/H-5  H-2'/H-6’ 1617 H-3'/H-5  H-2'/HE
17 1023 5,50 (d, 1,6) 1027 5,50 (d, 1,5)

. 423 (dd, 1,6 423 (dd, 2,0
2 71.9 *3.2) 71,9 e3.5

. 3,92 (dd, 3,2 . . 3,89 (dd, 3,0 .
3 703 6(9’7) H-4 H-1 70,2 6(9’ ) H-4
47 74,9 494(,9,7) H-3",H-5" H-2" H6" 74,5 490 (,9,5 H-3",H-5" H-2" H-6"
57 69.8 321 (m)  H-4”, H6” 69.8 330(m)  H-4”, H-6” H-17
6” 17.8 0,79 (d, 6.2) H-4” 17.6 079 (d, 6.5) H-4”
1 168.9 H-2" H-3, H-4” 167.7 H-3", H-4”
2 1153 629(d, 160)  H-3" 1164 575, 1300  H-3"
3 1469 756 (d, 16,0) H-5""/H-9" 1456 6,87 (d, 13,0) H-5""/H-9""

H-2"", H-6- H-6""/H-8"
4 1274 g 127.6 o
579 131,5 7,52 (d, 8,6) H-3" 133,9 7,66 (d, 8,5) H-3"
678 116,9 6,83 (d, 8,6) 115.8 6.74 (d, 8,5)
77 1614 H6/H-8  H-5"/H-9” 160,1 H6™/H-8""  H-5"/H-9"

kanferol foi evidenciada pela desblindagem de 9,6 ppm para C-3 em
relacdo ao da aglicona,” sendo confirmada pela correlagdo do sinal
em 6 1354 (C-3) com & 5,50 (d, 1,6 Hz), referente ao hidrogénio
anomérico (H-1"). Definiu-se a localizacdo da unidade p-cumaroila,
por meio da observagio no mapa de contorno HMBC, da correlacio
(3J) entre o sinal em & 4,94, atribuido a H-4”’ da raminose, e & 168,9
referente a carbonila (C-1") da unidade p-cumaroila. Todos os dados
espectroscopicos observados e inequivocamente atribuidos (Tabela
1) s@o consistentes com a estrutura do kanferol-3-O-o-L-(4"-E-p-
cumaroil)-raminosideo (1).

Os espectros de RMN e de massas da substancia 2 mostraram-se
semelhantes aos de 1, porém a principal diferenca observada foi no
espectro de RMN 'H, pois os hidrogénios etilénicos, H-2"’e H-3"",
encontram-se mais blindados, ficando situados em & 5,75 ¢ 6,87,
respectivamente. A configuragdo Z foi deduzida pelo menor valor
da constante de acoplamento (13 Hz) dos hidrogénios etilénicos em
relacdo a observada para a configura¢do E (16 Hz), mostrando-se
concordantes com o relatado para outros flavondides glicosilados
acilados.'® Todos os dados obtidos (Tabela 1) sdo consistentes com a
estrutura do kanferol-3-0-a-L-(4"-Z-p-cumaroil)-raminosideo (2).

O flavondide 1 foi relatado na espécie Ocotea vellosiana,”

pertencente a familia Lauraceae e a mistura de 142 na Philotheca
pinoides (Rutaceae),” contudo os dados de RMN s6 foram publica-
dos parcialmente, portanto este artigo descreve pela primeira vez as
atribui¢des inequivocas dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e
13C para os flavonéides diastereoisoméricos 1 e 2.

O isolamento de flavondides a partir do extrato etandlico das
folhas de Q. grandiflora pode justificar em parte a atividade antioxi-
dante deste extrato, relatada anteriormente.®

O estudo realizado com a Q. grandiflora contribui para o co-
nhecimento da fitoquimica da familia Vochysiaceae e estd de acordo
com o relatado para outras plantas desta familia, as quais apresentam
flavondides, triterpendides e esterdides, além de taninos, benzoqui-
nonas e antraquinonas.
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