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RESUMO 

 

ESTUDO FITOQUÍMICO DE Euxylophora paraensis E AVALIAÇÃO 

DAS SUBSTÂNCIAS ISOLADAS FRENTE À ENZIMA 

GLICERALDEÍDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE DE Tripanosoma 

cruzi − Este trabalho descreve o estudo fitoquímico do caule e das folhas da 

espécie E. paraensis (Rutaceae). Este estudo visa contribuir com a química 

da família Rutaceae e verificar a atividade tripanocida das substâncias 

isoladas desta espécie. O estudo fitoquímico resultou no isolamento de 15 

metabólitos secundários, divididos em: dois alcalóides N-metil-flindersina 

e esquimianina; mistura de três esteróides β-sitosterol, estigmasterol e 

campesterol; o limonóide limonina; seis cumarinas: marmesina, 8-

metoximarmesina, isooxipeucedanina, prangol, isopimpenilina e 

xantotoxina; e três flavonóides glicosilados, quercetina 3-β-O-raminosídeo, 

miricetina 3-β-O-raminosídeo e hesperidina, sendo esta última classe 

inédita nesta espécie. Os compostos isolados foram avaliados quanto a 

atividade enzimática inibitória de gGAPDH (Gliceraldeído-3-fosfato-

desidrogenase) de T. cruzi. Contudo, foi utilizada uma estratégia de triagem 

virtual baseada nas propriedades físico-químicas das substâncias isoladas 

através do programa computacional Volsurf 3.0. A capacidade inibitória 

dos compostos pré-classificados foi testada através de uma Titulação 

Calorimétrica Isotérmica (ITC), que permitiu caracterizar o mecanismo de 

ação das subtâncias ativas sobre a enzima GAPDH. Através do ensaio 

padronizado foram testados os seguintes compostos frente à GAPDH: 

Limonina, quercetina-3-α-O-L-raminosídeo e prangol que apresentaram 

constantes de inibição variando entre 91,8 (±18,08) e 384,8 (±145,05) µM; 

hesperidina e  marmesina não apresentaram atividade contra a enzima.   
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ABSTRACT 

 

PHYTOCHEMICAL STUDY OF Euxylophora paraensis AND 

EVALUATION OF SUBSTANCES ISOLATED FRONT OF 

GLYCERALDEHYDE-3-PHOSPHATE DEHYDROGENASE OF 

Trypanosoma cruzi− This work describe the phytochemical study of bark 

and leaves of the specie E. paraensis (Rutaceae). This dissertation aims at 

contributing with the chemistry of the Rutaceae family and evaluation of 

the antichagasic activity of substances isolated. The phythochemical study 

allowed to isolate fifteen secondary metabolites belonging to different 

classes: two alkaloids: N-methylflindersine and skimmianine; the mixture 

of three steroids: β-sitosterol, stigmasterol e campestanol; the limonoid 

limonin; six coumarins, which are: marmesin, 8-methoximarmesin, 

isooxypeucedanin, prangol, isopimpinellin and xanthotoxin; and three 

glycosides flavonoids: quercetin-3-β-O-rhamnopyranoside, myricetin-3-β-

O-rhamnopyranoside and hesperidin, while there is still no reports on the 

isolation of flavonoids in this specie. The isolated compounds were 

evaluated as the enzyme inhibitory activity in Ggapdh (glyceraldehyde-3-

phosphate-dehydrogenase) of T. cruzi. However, a strategy was used for 

virtual screening based on physical and chemical properties of substances 

isolated by the computer program Volsurf 3.0. The ability of the inhibitory 

compounds pre-classified was tested by isothermal titration calorimetry 

(ITC), which has characterized the mechanism of action of active 

substances on the enzyme GAPDH. Through the standardized test the 

following compounds were tested front of GAPDH: Limonin, quercetin-3-

α-O-rhamnopyranoside and prangol showed that the inhibition constant 

ranging between 91.8 (± 18.08) and 384.8 (145 ± , 05) µM; hesperidin and 

marmesin that have not submitted activity against the enzyme. 
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ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 
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KM Constante de Michaelis-Menten 
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M Multipleto 
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O uso de plantas como cura para doenças é um conhecimento 

tradicional, datado de centenas de anos. Ao procurar plantas para o seu sustento 

e alimentação, o homem, desde a pré-história, acabou descobrindo espécies de 

plantas com ação tóxica ou medicinal, construindo assim um conhecimento 

empírico das suas ações medicinais. Como exemplo tem-se o curare, um veneno 

utilizado nas flechas por certas tribos indígenas da floresta amazônica que deu 

origem à descoberta de poderosos relaxantes musculares utilizados nos dias 

atuais, como auxiliares indispensáveis em determinadas intervenções cirúrgicas. 

As vítimas feridas por essas flechas ficavam paralisadas durante um período de 

2 a 3 h. O princípio ativo do curare foi isolado em 1935 de uma trepadeira 

tropical Chondodendron tomentosum da família Menispermeaceae e a 

substância, um alcalóide, foi chamado de tubocurarina1. A FIGURA 1.1 mostra 

que este alcalóide é, na verdade, um sal de amônio quaternário solúvel em água. 
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FIGURA 1.1: Estrutura da Tubocurarina 

  

 

A magnitude da biodiversidade brasileira não é conhecida com 

precisão tal a sua complexidade, estimando-se a existência de mais de dois 

milhões de espécies distintas de plantas, animais e microorganismos2. O Brasil é 

o país com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais 

de 55.000 espécies catalogadas3 de um total estimado entre 350.000 e 550.000. 
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Dentro desse contexto, o grupo de Produtos Naturais da UFSCar 

(Universidade Federal de São Carlos) vem já há muitos anos, estudando espécies 

vegetais pertencentes às famílias Rutaceae, Meliaceae e Simaroubaceae, 

preocupando-se não somente com o isolamento e elucidação estrutural de seus 

constituintes químicos, mas também com ensaios biológicos na tentativa de 

contribuir com modelos de substâncias potencialmente ativas. 

 

1.1 − Planta Estudada 
 

1.1.1 − Família Rutaceae 
 

A família Rutaceae constitui o maior grupo de plantas da ordem 

Rutales possuindo cerca de 150 gêneros, com 1500 espécies amplamente 

distribuídas nas regiões tropicais e temperadas do globo terrestre, sendo mais 

abundantes na América tropical, sul da África e Austrália. No Brasil existem 

cerca de 200 espécies, já descritas4. 

A família Rutaceae é muito conhecida pela presença de uma ampla 

diversidade de metabólitos secundários entre eles, podem se destacar os 

alcalóides, especialmente os derivados do ácido antranílico, as cumarinas, as 

lignanas, os flavonóides, os terpenóides e os limonóides5. 

Muitos desses metabólitos possuem variadas atividades biológicas, 

de grande importância farmacológica4, despertando o interesse cada vez maior 

na investigação fitoquímica desta família. 

Os gêneros da família Rutaceae já foram classificados de acordo 

com suas características morfológicas e químicas6, sendo que ainda existem 

controvérsias sobre o posicionamento taxonômico de alguns gêneros, 

estimulando o estudo de espécies ainda não investigadas. 

O presente trabalho estudou a espécie Euxylophora paraensis, 

pertencente a esta família. 
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1.1.2 − Perfil químico de Euxylophora paraensis 
 

O gênero Euxylophora é monotípico, apresentado somente a 

espécie Euxylophora paraensis7. Esta é uma árvore brasileira de grande porte, 

conhecida popularmente como pau-amarelo devido à cor de seu caule, e 

fornecedora de madeira de excelente qualidade, encontrando aplicação na 

confecção de diversos móveis. Infelizmente ela consta na lista de espécies da 

flora brasileira ameaçadas de extinção desde 19938. 

 

TABELA 1.1 − Classificação taxonômica de E. paraensis. 

Taxonomia de E. paraensis 

Reino Plantae 

Filo Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordem Sapindales 

Família Rutaceae 

Gênero Euxylophora 

 

Segundo levantamento bibliográfico, foram isolados diversos 

alcalóides de Euxylophora, sendo eles do tipo 2-quinolona[9-11] (FIGURA 1.2, p. 

40), indolopiridoquinazolínico[12-16] (FIGURA 1.3, p. 42), bisquinolona9,10,17,18 

(FIGURA 1.4, p. 44) e o alcalóide furoquinolínico esquimianina. 

Esta espécie já foi estudada anteriormente19 pelo grupo de Produtos 

Naturais da UFSCar (Universidade Federal de São Carlos), onde foram isolados 

o alcalóide N-metilflindersina, as furanocumarinas marmesina e 8-

metoximarmesina e o limonóide limonina, sendo este o primeiro relato desta 

última classe no gênero. 
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FIGURA 1.2 − Alcalóides do tipo 2-quinolona isolados de E. paraensis. 
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FIGURA 1.3 − Alcalóides do tipo indolopiridoquinazonolínicos isolados de E. 
paraensis. 
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FIGURA 1.4 − Alcalóides do tipo bisquinolona isolados de E. paraensis. 
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1.2 − Doença de Chagas 
 

A doença de Chagas, causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, 

afeta cerca de 18 milhões de pessoas, principalmente nas Américas do Sul, 

Central e também se manifesta em áreas metropolitanas dos Estados Unidos20. 

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saúde, cerca de 5 milhões de pessoas 

estão infectadas, a maioria vivendo nas grandes cidades21.  

O vetor de transmissão é um inseto conhecido popularmente como 

“barbeiro” (ordem Hemíptera, família Reduvidade, subfamília Triatominae), que 

ataca o homem à noite para lhe sugar o sangue, infectando-o através das fezes22. 

O agente etiológico desta doença é o protozoário flagelado 

Trypanosoma cruzi (ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae). Ao 

longo de seu ciclo vital, para adaptar-se a diferentes situações bioecológicas, o 

T. cruzi assume diferentes formas evolutivas: tripomastigota, amastigota e 

epimastigota23. Os tripomastigotas são as formas infectantes, de movimentação 

extracelular, encontrados no sangue periférico do hospedeiro vertebrado e nas 

porções terminais do tubo digestivo do inseto vetor; Amastigotas são as formas 

responsáveis pela multiplicação do parasito no hospedeiro vertebrado, onde 

subsistem exclusivamente no interior de diferentes tipos de células; e 

Epimastigotas são formas móveis de transição entre tripo e amastigotas, 

encontráveis basicamente no tubo digestivo do inseto vetor e em meios 

artificiais de cultivo22.   

O parasito penetra através da pele lesionada (pela picada do 

triatomíneo) ou é injetado na corrente sanguínea pela via transfusional. 

Disseminado o parasito, haverá multiplicação do mesmo em vários órgãos e 

tecidos, especialmente em fibras musculares lisas e estriadas, macrófagos, 

fibroblastos e células epiteliais23. Na fase aguda da doença o número de 

tripomastigotas circulantes e de células parasitadas aumenta exponencialmente 

com a sucessão dos ciclos intracelulares do parasito, até o momento em que a 
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maioria dos hospedeiros consegue estabelecer uma resposta imune suficiente 

para reprimir o processo e diminuir paulatinamente a parasitemia. Isto 

caracteriza a entrada na fase crônica da doença, que permanece assintomática 

durante 10 a 20 anos após o contágio. No entanto, neste período de bem estar o 

parasita está se reproduzindo continuamente em baixos números causando danos 

irreversíveis em órgãos como o sistema nervoso e o coração. 

A prevenção é a estratégia mais recomendada para o controle desta 

parasitose, ou seja, com a eliminação do inseto vetor através de melhorias nas 

condições de habitação e higiene das populações afetadas. Bons resultados têm 

sido alcançados na redução da incidência da doença por esses mecanismos de 

controle24. Entretanto, existem vários reservatórios silvestres de T. cruzi, que 

inviabilizam a sua completa eliminação25.  

Atualmente o tratamento é mais sintomático do que etiológico. Do 

ponto de vista sintomático, procura-se amenizar as diversas manifestações 

clínicas da doença, como a administração de diuréticos no caso de insuficiência 

cardíaca congestiva. Do ponto de vista etiológico, os fármacos disponíveis há 

mais de três décadas (FIGURA 1.5) nifurtimox (Lampit,Bayer) e benzonidazol 

(Rochagan, Roche), são ativos somente na fase aguda da doença, sendo que o 

nifurtimox não é mais comercializado no Brasil e em outros países como a 

Argentina, Chile e Uruguai26. Estes fármacos, além de baixa eficácia, 

apresentam graves efeitos adversos provenientes de sua administração, como 

anorexia, náuseas, vômitos, alergia cutânea e neuropatia periférica27.  

  

OO2N
N N SO2

N

O

H

N N

NO2

Nifurtimox Benzonidazol
 

FIGURA 1.5 − Fármacos utilizados no tratamento da Doença de Chagas. 
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1.3 − A via glicolítica como alvo para o planejamento de fármacos 

antichagásicos 

 

O parasita T. cruzi apresenta uma organela especializada 

característica da família Trypanosomatidae, chamada glicossoma, que contém 

nove enzimas envolvidas nas reações da via glicolítica28,29 (FIGURA 1.6). Esta 

via bioquímica é a principal fonte de energia da forma tripomastigota de 

T.brucei e T. cruzi30. Isto se deve ao fato de que o parasita possui mitocôndrias 

inativas durante determinadas fases de seu ciclo celular, o que impede o 

funcionamento de rotas metabólicas alternativas mais eficientes para a produção 

de ATP28,29. Além disso, estudos realizados com a forma tripomastigota do T. 

cruzi demonstraram que a inibição rota glicolítica é eficaz na morte deste 

parasita31. 

As enzimas envolvidas na via glicolítica de tripanosomatídeos se 

apresentam como alvos importantes para o planejamento de novos fármacos 

através de inibição seletiva29. De fato, uma avaliação do controle do fluxo 

glicolítico em tripanosomatídeos identificou as enzimas cuja inibição seletiva 

levaria a uma redução significativa da glicólise no parasita. (TABELA 1.2)32,33   
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FIGURA 1.6 – Esquema do metabolismo da glicose e glicerol no glicossoma. 
As enzimas constituintes do glicossoma são: HK, hexoquinase; PGI, 
fosfoglicose isomerase; PFK, 6-fosfofruto-quinase; GDH, glicerol-3-fosfato 
desidrogenase; GK, glicerol quinase; TIM, triosefosfato isomerase; GAPDH, 
gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; PGK, 3-fosfoglicerato quinase; 
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 TABELA 1.2 – Enzimas envolvidas na via glicolítica. *HK, hexoquinase; PFK, 
6-fosfofruto-quinase; ALDO, frutose-difosfato aldolase; GAPDH, gliceraldeído-
3-fosfato desidrogenase; PGK, 3-fosfoglicerato quinase; GDH, glicerol-3-
fosfato desidrogenase. 

Enzima* Inibição Necessária (%) 

HK 93 

PFK 93 

ALDO 76 

GAPDH 84 

PGK 85 

GDH 83 

 
 

Tendo-se identificado alguns alvos enzimáticos contra o T. cruzi, é 

possível o planejamento de fármacos contra o parasito. Entre os alvos citados, 

selecionou-se neste trabalho a enzima gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH), sendo o mesmo já estabelecido como alvo biológico de notável valor 

no planejamento de candidatos a fármacos contra as tripanosomíases34. Esta 

enzima catalisa a fosforilação oxidativa de D-gliceraldeído 3-fosfato em 1,3-

difosfoglicerato (DPG) na presença de NAD+ como coenzima e fosfato 

inorgânico. 

  
 
FIGURA 1.7 − Representação esquemática da reação catalisada pela enzima 
GAPDH. 
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1.4 − Pré-seleção de substâncias potencialmente bioativas 
utilizando programas computacionais 
 

Historicamente, a descoberta de fármacos passou por várias etapas, 

sendo inicialmente ao acaso, (por exemplo a descoberta de benzodiazepínicos, 

penicilina, etc, em um segundo momento, utilizou-se a busca aleatória 

(screening)  de substâncias que apresentassem atividade biológica. Por essa 

razão, coleções de compostos foram testadas indiscriminadamente a fim de se 

verificar as suas propriedades anti-tumorais, antiinflamatórias, etc35. 

Evidentemente a busca aleatória de moléculas não apresenta uma 

relação custo / benefício adequado e o avanço da química medicinal possibilitou 

o acúmulo de conhecimento sobre a fisiopatologia de várias doenças, tornando 

possível o reconhecimento de moléculas bioativas com base nas suas 

características físico-químicas e estruturais ideais para a interação com o alvo 

terapêutico escolhido36.  

Métodos computacionais são ferramentas amplamente empregadas 

nos projetos de descoberta e desenvolvimento de novos fármacos. Estes métodos 

são utilizados desde a identificação de moléculas com atividade biológica até a 

otimização de suas propriedades químicas e farmacêuticas. 

Pode-se relacionar a resposta biológica de uma substância 

qualitativamente pelas interações iônicas, de Van Der Waals, hidrofóbicas, 

ligações de hidrogênio e ligações covalentes existentes entre eles. Além disso, 

os diversos fatores estereoquímicos que possam garantir, ou favorecer, a 

conformação ativa do ligante deve ser levada em consideração36. Dentro desse 

contexto, a descoberta novos fármacos pode ser realizada através de uma 

metodologia mais racional que envolva os elementos de um planejamento.  
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 1.4.1 − Programa Volsurf 3.0 
 

O programa Volsurf é um método computacional que explora as 

propriedades físico-químicas espaciais das moléculas37. O programa GRID 

constitui parte integrante deste e possui a função de gerar os campos de 

interação molecular, conhecidos como MIF's (Molecular Interactions Fields). A 

FIGURA 1.8 apresenta um exemplo de MIF's calculados entre a molécula 

Chalepina e as sondas água (a) e hidrofóbica (b). As regiões coloridas da 

FIGURA 1.8 representam onde a interação desta cumarina com as referidas 

sondas são favoráveis, através de ligações de hidrogênio (sonda água) e através 

de interações hidrofóbicas (sonda hidrofóbica).38 

 

                                      
FIGURA 1.8 − MIF's gerados para a cumarina Chalepina. a) sonda água; b) 
sonda hidrofóbica.  

 

 

O conceito básico deste programa é converter a informação 

presente em mapas tridimensionais gerados pelo programa GRID39 em um 

número reduzido de descritores de fácil interpretação. Assim, tamanho, forma, 

ligações de hidrogênio e hidrofobicidade podem ser quantitativamente 
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diferenciados em uma série de moléculas, não sendo necessário o alinhamento 

das moléculas em estudo. 

Utilizando estas sondas, o programa Volsurf 3.0 gera descritores 

que apresentam influência significativa sobre a atividade biológica de uma 

molécula. Esses descritores (ou variáveis) são independentes uns dos outros na 

determinação da atividade, portanto, devem ser descritos por análise 

quimiométrica. Entre os métodos mais aplicados para a interpretação de grandes 

matrizes de dados está a análise por componentes principais (PCA)  

 
 
1.4.2 − Análise por componentes principais (PCA) 
 

A análise por componentes principais consiste essencialmente em 

reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais 

conveniente para a análise dos dados. Em outras palavras, as n-variáveis 

originais geram, através de suas combinações lineares, n-componentes 

principais, cuja principal característica, além da ortogonalidade, é que são 

obtidos em ordem decrescente de máxima variância, ou seja, a componente 

principal 1 detém mais informação estatística que a componente principal 2, que 

por sua vez tem mais informação estatística que a componente principal 3 e 

assim por diante. Este método permite a redução da dimensionalidade dos 

pontos representativos das amostras, pois embora a informação estatística 

presente nas n-variáveis originais seja a mesma das n-componentes principais, é 

comum obter em apenas 2 ou 3 das primeiras componentes principais mais de 

90% desta informação40. 

O gráfico da componente principal 1 (CP1) versus a componente 

principal 2 (CP2) fornece uma janela privilegiada (estatisticamente) para a 

observação dos pontos no espaço n-dimensional. 

A análise por componentes principais também pode ser usada para 

julgar a importância das próprias variáveis originais escolhidas, ou seja, as 
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variáveis originais com maior peso (loadings) na combinação linear dos 

primeiros componentes principais são as mais importantes do ponto de vista 

estatístico41. 

Cada molécula é representada por um ponto no espaço 

bidimensional (CP1 x CP2) e as variáveis analisadas pelo programa Volsurf 

relatam propriedades fármaco-cinéticas, assim compostos próximos neste espaço 

bidimensional irão apresentar tendências similares nas propriedades fármaco-

cinéticas, enquanto que compostos distantes tendem a se diferenciarem nestas 

propriedades.  

O gráfico bidimensional de escores gerado através da PCA permite 

a visualização da dispersão dos pontos (moléculas) em relação a todas as 

variáveis analisadas simultaneamente, facilitando a interpretação por permitir 

analisar a similaridade entre duas substâncias como função da distância entre 

ambas. 

 

 

1.5 − Mecanismo cinético de catálise enzimática 

 

As enzimas são proteínas especializadas na catálise de reações 

biológicas. Elas estão entre as biomoléculas mais notáveis devido a sua 

extraordinária especificidade e poder catalítico. Praticamente todas as reações 

que caracterizam o metabolismo celular são catalisadas por enzimas42. 

 

Uma reação enzimática simples poderia ser escrita: 

E   +   S    ES   E   +   P
k1 k2

k-1  
FIGURA 1.9 − Equação de uma reação catalisada por uma enzima. 
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Primeiro a enzima (E) se combina reversivelmente com o substrato 

(S) para formar o complexo enzima-substrato (ES) em uma etapa reversível e 

relativamente rápida, o complexo ES depois se quebra em uma segunda etapa 

mais lenta para produzir a enzima livre e o produto da reação (P).  

Os termos k1, k-1 e k2 são as constantes, para a associação da enzima 

com o substrato, sua dissociação e a formação do produto respectivamente. 

Pelo fato da segunda reação (mais lenta) limitar a velocidade da 

reação global, a velocidade deve ser proporcional à concentração das espécies 

que reagem na segunda etapa, ou seja, ES. 
     

        v  =  k2.[ES]                                   Equação 1  

 

As reações catalisadas por enzimas são saturáveis, e a sua 

velocidade de catálise não indica uma resposta linear face ao aumento de 

substrato43. Se a velocidade da reação for medida sobre uma escala de 

concentrações de substrato (denotada como [S]), a velocidade de reação (v) 

aumenta com o acréscimo de [S]. Todavia, à medida que [S] aumenta, a enzima 

satura-se e a velocidade atinge um valor máximo, denominado velocidade 

máxima (vmax). 

 
FIGURA 1.10 − Representação gráfica da curva típica de Michaelis-Menten. 
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O sistema alcança o estado estacionário quando a concentração do 

substrato (representada por [S]) presente no meio é suficientemente alta para que 

toda enzima livre no meio seja convertida à forma complexada (ES). No estado 

estacionário a concentração do complexo [ES] é constante, ou seja, a velocidade 

da formação de ES é igual a velocidade da dissociação do complexo [ES], que 

pode ocorrer de duas maneiras, seja pela formação do produto ou pela não 

reatividade do substrato pela enzima. Assim o estado estacionário pode ser 

escrito: 
                           

 

   
k1([E] . [S])  =  k-1[ES]  +  k2[ES] Equação 2  

            

A concentração total da enzima [Et] é dada pela equação abaixo: 
 

[Et]  =  [E]  +  [ES]                                       Equação 3   
Onde: 

                  

[Et] = Concentração total da enzima;

[ES] = Concentração do complexo;

[E] = Concentração da enzima no meio;

 
Substituindo [E] dada pela equação 3 na equação 2 temos: 

 

k1 ([Et]  -  [ES]).[S]  =  k-1[ES]  +  k2[ES]           Equação 4  
 

 

 

 

Adicionando o termo k1[ES].[S] em ambos os lados da equação 4, 

tem-se o valor da [ES] dado por: 

Velocidade de formação de [ES] = Velocidade de dissociação [ES] 
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[ES]  =  [Et].[S]
           [S]  +  (k2 + k-1)

k1

Equação 5

 
O termo                    é definido como a constante de Michaelis 

(KM), sua substituição na equação 5: 

   

Equação 6[ES]  =  [Et].[S]
           [S]  +  KM  
 

Pode-se expressar a velocidade da reação (v) em função da [ES], 

através da equação 1 e substituir o seu valor na equação 6: 

 

Equação 7    v  =  k2[Et].[S]
           [S]  +  KM  
 

A equação 7 pode ser ainda mais simplificada, visto que a 

velocidade máxima ocorre quando a enzima encontra-se saturada (quando [ES] 

= [Et]), Vmax pode ser definida como k2.[Et], substituindo este termo na equação 

7, obtém-se a Equação de Michaelis-Menten: 

 

Equação 8    v  =   vmax.[S]
           [S]  +  KM   
 

Esta equação expressa algebricamente a forma geral da curva 

hiperbólica de uma reação catalisada enzimaticamente e com um único substrato 

(partindo da hipótese de que nestas reações o passo limitante da velocidade é a 

quebra do complexo ES para formar o produto e a enzima livre).  

A constante de Michaelis-Menten (KM) é uma constante dinâmica 

característica para cada enzima, é numericamente igual à concentração do 

k1

(k2 + k-1)
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substrato na qual a velocidade da reação é igual a metade da velocidade máxima. 

Esta constante tem outro significado, que está relacionado com as constantes de 

velocidade da equação apresentada na FIGURA 1.9, que reflete a afinidade da 

enzima por um dado substrato. Quanto menor o valor de KM, maior a afinidade 

da enzima pelo substrato53. 

 
 
1.5.1 − Inibição Enzimática 
 

As enzimas são alvos biológicos extremamente importantes para o 

planejamento de novos fármacos, devido principalmente ao seu papel essencial 

em inúmeras vias bioquímicas associadas a desordens e doenças em humanos. A 

aspirina (acetilsalicilato), por exemplo, inibe a enzima que catalisa a primeira 

etapa na síntese das prostaglandinas, compostos envolvidos em muitos 

processos, incluindo alguns que produzem dor42. O estudo dos inibidores 

enzimáticos também fornece informação valiosa sobre os mecanismos 

enzimáticos e tem ajudado a definir alguns caminhos metabólicos. Há duas 

grandes classes de inibidores enzimáticos: reversíveis e irreversíveis42.  

Os inibidores irreversíveis tornam a enzima inativa, pois se ligam 

covalentemente a ela, destruindo um grupo funcional essencial para a sua 

atividade. Os inibidores enzimáticos do tipo reversível se ligam à enzima de 

forma rápida, não covalente e não produzem mudança significativa na estrutura 

da enzima. Estes últimos podem ser classificados em: competitivos, não 

competitivos e incompetitivo.  
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1.5.1.1 − Inibição reversível competitiva 
 

Na inibição reversível competitiva a molécula de inibidor pode 

apresentar estrutura semelhante ao substrato da enzima46. Neste caso, o inibidor 

compete com o substrato pelo sítio ativo da enzima, embora o inibidor ocupe o 

sítio ativo da enzima, o processo catalítico não é estabelecido. Em estando o 

sítio ativo ocupado pelo inibidor, o substrato deixa de ocupar o mesmo sítio e 

então o processo catalítico de conversão em produto não se realiza.  

 

                     
FIGURA 1.11 − Equação de velocidade e representação esquemática de uma 
catálise enzimática na presença de um inibidor competitivo. 

 

 

 

Assim a equação de Michaelis-Menten, na presença de um inibidor 

competitivo torna-se: 

                

 

 

 

 

 

Equação 9 
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Na FIGURA 1.12 é traçado o gráfico da velocidade da reação na 

presença (em vermelho) e na ausência (curva em azul) de um inibidor 

competitivo. 

                      
FIGURA 1.12 − Representação gráfica de uma inibição enzimática competitiva. 

 

 

 

O efeito do inibidor competitivo modifica o valor da constante de 

Michaelis (KM), mas não altera o valor da velocidade máxima da reação (vmax)54.  

 

 

1.5.1.2 − Inibição reversível não competitiva 
 

Os inibidores do tipo não competitivo não se ligam no mesmo sítio 

de reação do substrato, e sim a outra região da enzima, denominada sítio 

alostérico. Os inibidores não competitivos podem se ligar à enzima livre para 

formar o complexo enzima-substrato (ES), ou então ao complexo enzima-

substrato para formar o complexo enzima-substrato-inibidor (ESI). Nos dois 

casos a ligação ao sítio alostérico induz mudanças conformacionais na estrutura 

da enzima tornando o processo catalítico ineficiente42. 
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FIGURA 1.13 − Equação de velocidade e representação esquemática de uma 
catálise enzimática na presença de um inibidor não competitivo. 
 
 
 

Assim a equação de Michaelis-Menten, na presença de um inibidor 

não competitivo torna-se: 

           

 

 

 

O gráfico de Michaelis-Menten na presença (-) e ausência (-)de um 

inibidor não competitivo é representado na FIGURA 1.14. 

                            
FIGURA 1.14 − Representação gráfica de uma inibição enzimática não 
competitiva. 

Equação 10 
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O efeito desse inibidor é a diminuição da velocidade máxima da 

reação, enquanto KM permanece constante. 

 
 
1.5.1.3 − Inibidores Incompetitivos 

 

Inibidores desta categoria se ligam exclusivamente ao complexo 

enzima-substrato (ES), formando o complexo (ESI) inativo, e não interage com 

a enzima livre. Como pode ser observado na FIGURA 1.15. 

                      

                       
FIGURA 1.15 − Equação de velocidade e representação esquemática de uma 
catálise enzimática na presença de um inibidor incompetitivo. 
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Assim, a equação de Michaelis-Menten, na presença deste tipo de  

inibidor torna-se: 

          
O gráfico de Michaelis-Menten na presença (-) e ausência (-) de um 

inibidor incompetivo é representado na FIGURA 1.16. 

 
FIGURA 1.16 − Representação gráfica de uma inibição enzimática por 
mecanismo incompetitivo. 
 

 

 

1.6 − Determinação da cinética enzimática por titulação 

calorimétrica isotérmica (ITC) 
 

É comprovado que modernos calorímetros são sensíveis o bastante 

para medir o calor envolvido nas reações enzimáticas com suficiente 

Equação 11 
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precisão47,48. Consequentemente, titulação calorimétrica isotérmica (ITC) 

fornece dados precisos que podem ser avaliados em termos cinéticos de 

Michaelis-Menten49.  

Este método consiste na adição do titulante, através de uma micro-

pipeta automática, sobre o titulado que se encontra na célula de amostra 

(FIGURA 1.17). Em um experimento típico de interação entre uma enzima e 

seu ligante, a macromolécula (proteína) é colocada na célula de amostra e 

titulada com o ligante; a interação entre as duas espécies implica em uma 

liberação ou absorção de calor, que é detectada e registrada na forma de uma 

isoterma50.  

                              
FIGURA 1.17 − Esquema representativo da seringa e célula de amostra de um 
microcalorímetro. 
 
 
 

Para cada injeção no experimento calorimétrico, o calor gerado pela 

conversão do substrato a produto é dado como47: 
 

 
 

Onde n é o número de mols do produto, [P]tot é a concentração total 

do produto, V é um volume conhecido de solução na célula reacional e ∆Happ é a 

entalpia molar aparente48. 

∆Happ é determinado em um experimento adicional. O valor de ∆H 

dever ser corrigido, já que o experimento pode ser acompanhado de outras 

Equação 12 
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fontes de calor além da interação entre o receptor e o ligante49. Por exemplo, 

quando há ionização de um tampão devido à interação, ou reação, entre ligante e 

receptor. ∆Happ é calculado pela seguinte equação: 

 

        
 

Para a determinação da cinética enzimática, um experimento com 

múltiplas injeções do substrato deve ser conduzido50. A correlação entre a 

velocidade da reação e a taxa de variação do calor em função do tempo, que 

pode ser medida diretamente no calorímetro51, é determinada pela equação 

abaixo. 

  

                     
 

A concentração do substrato pode ser calculada a qualquer 

momento através da integração do calor em função do tempo: 

 

                  
 

A análise cinética da interação enzima-substrato pode ser feita 

através da curva de Michaelis-Menten (FIGURA 1.10), onde a concentração da 

enzima [E] tem um valor conhecido, a concentração do substrato [S]t pode ser 

calculada em qualquer tempo, e a velocidade é determinada diretamente durante 

o experimento. Esta curva hiperbólica é obtida através da regressão não linear 

destes valores, onde os valores de KM e kcat podem ser  determinados55. 

Equação 13 

Equação 14 

Equação 15 
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Além disto, a constante de inibição KI pode ser obtida através 

desses experimentos. Um experimento controle é realizado e as constantes de 

Michaelis-Menten são determinadas, em seguida é feito o experimento na 

presença do inibidor e os dados obtidos para a velocidade são ajustados 

graficamente na equação correspondente ao tipo de inibição. Desta forma o 

valor de KI pode ser determinado55. 

 

Equação 16 
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Os principais objetivos deste trabalho foram: 

 

 Estudo fitoquímico do caule e das folhas da espécie Euxylophora paraensis; 

 

 Utilizar programas computacionais para a seleção de metabólitos 

secundários, isolados da espécie em estudo, potencialmente ativos na 

inibição da enzima gGAPDH de T.cruzi; 

 

 Avaliar a atividade inibidora das substâncias pré-selecionadas, que foram 

isoladas de E. paraensis, sobre a enzima gGAPDH, através de calorimetria 

de titulação isotérmica (ITC). 
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3 − Procedimento Experimental 
Os procedimentos químicos foram realizados no laboratório de 

pesquisa de Produtos Naturais do Departamento de Química da Universidade 

Federal de São Carlos (UFSCar). 

 

3.1 − Materiais e Métodos 

Suportes para cromatografia em coluna (CC): 
• Sílica gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) da Merk 

• Florisil da Merck 

• Sephadex LH-20 da Amersham Pharmacia Biotech AB 

 

Solventes para cromatografia: 
Foram utilizados solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar. 

 

Cromatografia em coluna: 
Foram utilizadas colunas de tamanhos variados, dependendo das 

quantidades a serem cromatografadas. Os suportes e os eluentes usados foram 

os mencionados anteriormente. 

  

Cromatografia em camada delgada comparativa: 
Utilizada para a monitoração dos fracionamentos efetuados. Para 

tanto, usaram-se folhas de alumínio (com sílica gel 60 F254, φ = 0,2 mm) da 

Merck. Os reveladores empregados foram: radiação UV (254 e 360 nm), 

reagente de Dragendorff e vanilina em ácido sulfúrico. 
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Cromatografia em camada delgada preparativa: 
Foram utilizadas placas preparativas de sílica gel 60 (20 x 20 cm) 

com indicador UV254.  

 

Solventes para obtenção de espectros de RMN: 
• Deuterados da Merck e Aldrich 

 

3.2 − Equipamentos 

 

Espectrômetros de Ressonância Magnética Nuclear: 
• Bruker DRX 9,8 T (400 MHz para RMN 1H e 100 MHz para 

RMN 13C) – DQ/UFSCar; 

• Bruker ARX 4,9 T (200 MHz para RMN 1H e 50 MHz para 

RMN 13C) – DQ/UFSCar; 

 

Espectrômetro de Massa 
• CG-EM: Shimadzu QP 5000 – DQ/UFSCar. Ionização por 

impacto eletrônico; 

• MICROMASS Quatro LC – DQ/UFSCar. Ionização por 

Eletrospray. 

 

Polarímetro 
• PERKIN ELMER modelo 241 – UFSCar. 
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Câmara de análise de fluorescência por luz ultravioleta 
• Cabine tipo SPECTROLINE modelo CM-10 com luz tipo 

SPECTROLINE modelo ENF-260C. 

 

Balança analítica 
• SARTORIUS modelo BP210S. 

 

Evaporadores rotativos 
• BUCHI, rotavapor R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador 

refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C; 

• BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI 490 e 

recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 

5°C. 

 

Equipamentos de CLAE 
• Shimadzu LC-8A com válvula de reciclo; 

• Shimadzu SCL-10Avp com válvula de reciclo, válvula de injeção 

Rheodyne 7725i, bomba Shimadzu LC-6AD. 

 

Equipamentos de CLMP 
• GE AKTA – Armerstam Biosciences. 

 

3.3 − Coleta do material botânico 
Um espécime de Euxylophora paraensis foi coletado em 05 de 

abril de 2005 na Fazenda Paulo Maria no Município de Marituba (PA). Um 
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exemplar do material coletado encontra-se registrado no Herbário da 

EMBRAPA Amazônia Oriental sob o número 181030. 

 

3.4 − Preparação dos extratos vegetais 

 

O caule e as folhas de Euxylophora paraensis foram escolhidos 

para estudo e os mesmos foram obtidos secos e moídos. Tanto o caule quanto 

as folhas foram submetidos à secagem em estufa de ar circulante a 40° C, 

pulverizado em moinho e a extração foi feita à frio e com etanol, durante 

cinco dias, por três vezes obtendo-se os extratos conforme representado no 

FLUXOGRAMA 3.1. As soluções resultantes foram concentradas sob vácuo 

em evaporador rotativo e a completa secagem do material vegetal foi obtida 

através do seu armazenamento em vidros parcialmente tampados, para 

permitir a evaporação do solvente, à temperatura ambiente sob capela de 

exaustão de gases.  

 
FLUXOGRAMA 3.1 − Obtenção dos extratos etanólicos do caule e da folha 
de E. paraensis. 
 

Material vegetal 
Seco e moído 

Concentração do 
solvente 

Filtração 

Percolação com 
solvente por 5 

dias 

Extrato 

“Torta” 
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3.5 − Obtenção das frações 

 

3.5.1 − Fracionamento do extrato etanólico das folhas de 

Euxylophora paraensis  (EPFE) 
O extrato etanólico das folhas foi fracionado através de uma 

partição líquido-líquido (FLUXOGRAMA 3.2), originando 4 partições. As 

frações obtidas e suas respectivas massas estão representadas na TABELA 

3.1.  

 

 
FLUXOGRAMA 3.2 − Metodologia utilizada na partição do extrato 
etanólico das folhas. 
 

 

1- Suspensão em 400ml de metanol:água (1:3) 
2- Extração com hexano:3x150ml 

EPFE 
m=68,0g 

1- Extração com acetato de etila 3x150ml 

1- Extração com diclorometano 3x150ml 

Fração 
Hexano 

Fração 
Hidroalcóolica

Fração 
Hidroalcóolica

Fração 
Diclorometano 

Fração 
Acetato de Etila

Fração 
Hidroalcóolica
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TABELA 3.1 − Massas das partições do extrato etanólico das folhas. 

Massa do 

extrato 
Partições 

Massas das 

partições 
Código 

Hexânico 3,7 g EPFH 

Diclorometano 25,4 g EPFD 

Acetato de etila 10,3 g EPFA 
68,0 g 

Hidroalcóolico 13,2 EPFHid 

EP = Euxylophora paraensis; F = folhas; H = hexano; D = diclorometano; A = 
acetato de etila; Hid = hidroalcóolico. 
 
 
3.5.2 − Fracionamento do extrato etanólico do caule de 

Euxylophora paraensis  (EPCE) 
O extrato EPCE foi submetido à cromatografia por exclusão em 

coluna sephadex LH-20 eluída com metanol 100 %, 16 grupos de frações 

foram obtidos após reunião das frações semelhantes. O FLUXOGRAMA 3.3 

resume o fracionamento cromatográfico do extrato EPCE. 
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FLUXOGRAMA 3.3 − Metodologia utilizada no fracionamento do extrato 
etanólico das folhas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. CC (Sephadex LH-20). Eluente: metanol 100 %. 
2. Monitoramento por CCDC. 
3. Reunião das frações semelhantes. 

EPCE 
2,7g 

F. 1-2 
17,2mg 

F. 11-15 
104,3mg 

F. 3-10 
107,5mg 

F. 16-19 
236,0mg 

F. 20-23   
25,0mg 

F. 24-25 
291,9mg 

F. 26 
113,2mg 

F. 27 
110,3mg 

F. 28 
161,5mg 

F. 34-35 
98,0mg 

F. 32-33 
243,7mg 

F.41-42 
27,8mg 

F. 36-37 
59,4mg 

F. 38-40 
58,6mg 

F. 43-46 
58,9mg 

F. 29-31 
705,1mg 
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TABELA 3.2 − Massas e códigos das frações do extrato etanólico do caule. 

Fração Massa (mg) Código 

1-2 17,2 EPCS1 

3-10 107,5 EPCS2 

11-15 104,3 EPCS3 

16-19 236,0 EPCS4 

20-23 291,6 EPCS5 

24-25 291,9 EPCS6 

26 113,2 EPCS7 

27 110,3 EPCS8 

28 161,5 EPCS9 

29-31 705,1 EPCS10 

32-33 243,7 EPCS11 

34-35 98,0 EPCS12 

36-37 59,4 EPCS13 

38-40 58,6 EPCS14 

41-42 27,8 EPCS15 

43-46 58,9 EPCS16 

EP = Euxylophora paraensis; C = caule; S = sephadex.  
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3.6 − Isolamento dos constituintes de Euxylophora paraensis 

3.6.1 − Estudo químico das frações da folha 
O estudo das frações obtidas por partição líquido-líquido das 

folhas de E. paraensis utilizando-se várias técnicas cromatográficas, permitiu 

o isolamento de 10 substâncias que, posteriormente foram identificadas 

através de experimentos de RMN de 1D e 2D e através de espectrometria de 

massas.   

3.6.1.1 − Estudo químico da fração EPFH 
O estudo da fração hexânica das folhas de E. paraensis permitiu a 

identificação das substâncias 1 e 7, utilizando-se basicamente cromatografia 

em coluna, tendo-se como fase estacionária sílica gel 230-400 mesh em coluna 

de vidro, e sephadex LH-20. A substância 1, presente em grande quantidade 

nesta fração, não permitiu o isolamento de maior quantidade da substância 7.  

 

 
FLUXOGRAMA 3.4 − Fracionamento do extrato EPFH. 

1- CC (sílica gel). Eluentes: mistura de hexano, DCM, 
acetona e metanol (ordem crescente de polaridade). 

2- Monitoramento por CCDC. 
3- Reunião das frações semelhantes. 

EPFH 
m=3,7g 

7 
m=1,1mg

F.37-42
145,0mg

F.34-36 
27,0mg 

F.30-33 
89,0mg 

F.24-29
640,0mg

F.19-23
128,0mg

F.17-18
55,0mg

F.14-16 
294,0mg 

F.11-13 
99,0mg 

1- CC (Sephadex). Eluentes:  metanol/DCM (7:3).
2- Monitoramento por CCDC. 
3- Reunião das frações semelhantes. 
4- RMN 

F.1-10 
1 

52,3mg 
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3.6.1.2 − Estudo químico da fração EPFD 
O estudo da fração diclorometano das folhas de E. paraensis 

permitiu o isolamento das substâncias 3, 8, 9, e 10. Primeiramente o extrato 

EPFD foi submetido à cromatografia em coluna de sílica gel (70-230 Mesh)  e 

uma pequena camada de florisil, utilizando coluna de vidro (φ x h = 5,0 x 60,0 

cm), com gradiente hexano/diclorometano/acetona/metanol, 13 grupos de 

frações foram obtidos após reunião das frações semelhantes. 48,0 mg da 

fração (F. 32-37) foi recromatografada e as condições cromatográficas 

utilizadas encontram-se no FLUXOGRAMA 3.5. As substâncias 9 e 10, 

estavam presentes em quantidade majoritária na fração (F. 32-37) e a obtenção 

de maior quantidade destas substâncias poderia ter sido alcançada com a 

repetição do fracionamento por CLMP de acordo com a FIGURA 3.1. 

   

 FIGURA 3.1 − Cromatograma da separação das substâncias 9 e 10 por 
CLMP. Condições cromatográficas: coluna preparativa Gemini C-18 (25,0 x 
2,1 cm, partícula de 10 µm) como fase estacionária; gradiente: H2O/ACN (5-
100 % de ACN); detector UV: 365, 254 e 217 nm; loop: 2,5 mL e vazão: 20,0 
mL/min. 

Xantotoxina 

Isopimpenilina 
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FLUXOGRAMA 3.5 − Fracionamento do extrato EPFD. 

1- CC (sílica gel/florisil). Eluentes: mistura de hexano, DCM, 
acetona e metanol (ordem crescente de polaridade). 

2- Monitoramento por CCDC. 
3- Reunião das frações semelhantes. 

EPFD 
m=15,0g 

F.61-72 
0,47g 

F.43-51
0,77g 

F.32-37
1,30g 

F.24-29
0,57g 

F.10-16 
1,01g 

1- CLMP (Coluna Preparativa Gemini C18)
• 25,0 x 2,1 cm, partícula de 10 µm 
• Gradiente: H2O/ACN 5-100% B 
• UV: 365, 254 e 217 nm 
• Loop: 500µl 
• Vazão: 20,0ml/min. 
• Coletor automático: 7ml por fração. 

F.38-42
1,03g 

F.4-9 
0,64g 

F.17-23 
0,94g 

F.73-80
0,93g 

F.1-3 
98,0mg 

F.81-97
1,50g 

F.30-31
1,0g 

F.52-60 
3,10g 

1- CC (Sephadex LH-
20). Eluente: 
Metanol/DCM 7:3. 

2- Monitoramento por 
CCDC. 

3- Reunião das frações 
semelhantes. 

1- CLAE (Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak) 
• 45,0 x 2,5 cm, partícula de 5 µm 
• Gradiente: DOM/MeOH 3:7 
• UV: 254 e 217nm 
• Loop: 500µl 
• Vazão: 4ml/min 

F.24-30 
m=980,0mg

F.18 
9 

m=3,5mg

F.21 
10 

m=11,2mg

F.20-24 
m=630,0mg 

F.16-19 
m=92,0mg

F.13-15 
m=7,9mg 

F.11-12 
3  

m=2,3mg

F.9-11 
m=72,0mg 

8 
m=5,9mg

F.1-8 
m=45,0mg 
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3.6.1.3 − Estudo químico da fração EPFA 
O estudo da fração acetato de etila das folhas de E. paraensis 

permitiu o isolamento da substância 13. O extrato EPFD inicialmente foi 

submetido a cromatografia por exclusão em coluna de vidro (φ x h = 3,0 x 

30,0 cm), tendo como fase estacionária sephadex LH-20. Com a reunião das 

frações semelhantes, foram obtidas 7 novas frações e o refracionamento da 

fração (F. 12-13) permitiu o isolamento da substância 13, de acordo com o 

FLUXOGRAMA 3.6. 

 

 
FLUXOGRAMA 3.6 − Fracionamento do extrato EPFD. 

 

 

1- CC (Sephadex LH-20). Eluição isocrática metanol 100%. 
2- Monitoramento por CCDC. 
3- Reunião das frações semelhantes. 

EPFA 
m=10,3g 

1- CLMP (Coluna Preparativa Gemini C18) 
• 25,0 x 2,1 cm, partícula de 10 µm 
• Gradiente: H2O/ACN 5-100% B 
• UV: 365, 254 e 217 nm 
• Loop: 500µl 
• Vazão: 20,0ml/min. 
• Coletor automático: 14ml por fração. 

F.21-24 
m=2,70g 

F.20 
m=0,90g 

F.16-19 
m=0,90g 

F.14-15 
m=1,20g 

F.12-13 
m=0,80g 

F.8-11 
m=0,60g 

F.21 
13 

m=43,4mg

F.1-7 
m=0,80g 
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3.6.1.4 − Estudo químico da fração EPFHid 
O estudo da fração hidroalcóolica das folhas de E. paraensis 

permitiu o isolamento das substâncias 11 e 12. O extrato EPFHid foi 

submetido a cromatografia por exclusão em coluna de vidro (φ x h = 4,5 x 

50,0 cm), tendo como fase estacionária sephadex LH-20. Com a reunião das 

frações semelhantes, foram obtidas 16 frações e o refracionamento da fração 

(F.16-19) permitiu o isolamento das substâncias, através de CLMP, com as 

condições cromatográficas relatadas no FLUXOGRAMA 3.7. 

 
FLUXOGRAMA 3.7 − Fracionamento do extrato EPFHid. 

EPFHid 
m=13,2g 

F.35-39
1,20g 

F.30-31
0,40g 

F.22-26
0,65g 

F.10-14
0,60g 

1- CLMP (Coluna Preparativa Gemini C18) 
• 25,0 x 2,1 cm, partícula de 10 µm  
• Gradiente: H2O/ACN 5-100% B 
• UV: 365, 254 e 217 nm 
• Loop: 500µl 
• Vazão: 20,0ml/min. 
• Coletor automático: 14ml por fração.

F.27-29
0,20g 

F.5-9 
0,30g 

F.15 
0,77g 

F.40-45 
1,40g 

F.46-47 
0,70g 

F.20-21
0,98g 

F.32-34
0,20g 

1- CC (Sephadex LH-20). Eluição isocrática Metanol 100%. 
2- Monitoramento por CCDC. 
3- Reunião das frações semelhantes. 

F.16 
11 

m=10,3mg 

F.17 
12 

m=12,6mg

F.48-51
0,95g 

F.52 
0,94g 

F.16-19 
0,84g 

F.1-4 
0,80g 
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3.6.2 − Estudo químico das frações obtidas do caule 
Devido a pequena quantidade de material vegetal de partida (2,7 

g), o extrato etanólico do caule foi inicialmente fracionado através de 

cromatografia por exclusão em coluna de vidro (φ x h = 4,5 x 50,0 cm), tendo 

como fase estacionária sephadex LH-20 com eluição isocrática (MeOH 

100%).   

As frações obtidas foram analisadas através de cromatografia em 

camada delgada e reunidas de acordo com o seu perfil cromatográfico e, então 

denominadas: EPCS1−EPCS16 (TABELA 3.2). Todas as frações foram 

estudadas, no entanto, o isolamento de substâncias do caule foi obtido 

somente com o estudo químico das frações EPCS3, EPCS8 e EPCS11, que 

serão relatados abaixo. 

 

3.6.2.1 − Estudo químico da fração EPCS3  
A fração EPCS3 foi submetida à cromatografia por adsorção em 

coluna de vidro (φ x h = 3,5 x 25,0 cm), tendo como fase estacionária sílica 

gel (230-400 mesh) com gradiente de eluição 

hexano/diclorometano/acetona/metanol. Com a análise da fração 13-15, 

através de cromatografia em camada delgada, observaram-se duas manchas 

bem separadas na placa analítica que absorvem intensamente a luz ultravioleta 

com comprimento de onda 254 nm então, optou-se pela sua separação através 

de cromatografia por adsorção em camada delgada preparativa em placa de 

vidro (h x h = 25,0 x 25,0 cm) com eluição isocrática em acetona/hexano 4:6. 

O FLUXOGRAMA 3.8 mostra resumidamente como este estudo foi 

realizado.   
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FLUXOGRAMA 3.8 − Fracionamento do extrato EPCS3. 

 

3.6.2.2 − Estudo químico da fração EPCS8  
A fração EPCS8 foi submetida à cromatografia por adsorção em 

coluna de vidro (φ x h = 3,5 x 25,0 cm), tendo como fase estacionária sílica 

gel (230-400 mesh) com gradiente de eluição 

hexano/diclorometano/acetona/metanol, fornecendo a sub-fração (F. 13-15) 

que foi posteriormente refracionada através de cromatografia em coluna, 

utilizando como fase móvel sephadex LH-20 em coluna de vidro (φ x h = 3,5 

x 25,0 cm), fornecendo a sub-fração 5 que foi recromatografada por CLAE, 

F.4-6 
m=36,0mg 

1- Cromatografia por adsorção: 
• Fase estacionária: sílica gel (230-400 mesh) 
• Gradiente de eluição: mistura de hexano, CCl4, 

acetona e metanol (ordem crescente de polaridade) 
2- Monitoramento por CCDC 
3- Reunião das frações semelhantes 

EPCS3 
m=104,3mg 

F.7-11 
m=18,0mg

F.12 
m=7,0mg 

F.13-15 
m=8,9mg 

F.16 
m=37,0mg

1- Cromatografia por adsorção em camada delgada preparativa 
• Fase estacionária: sílica gel 60, com indicador UV254 

(230-400 mesh) 
• Eluição isocrática: acetona/hexano 4:6 

5 
m=2,2mg 

6 
m=1,6mg 

F.1-3 
m=21,0mg 
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com as condições cromatográficas apresentadas no FLUXOGRAMA 3.9, 

possibilitando o isolamento da substância 2.  

 

 

 

 
FLUXOGRAMA 3.9 − Fracionamento do extrato EPCS8. 

 

F.1-2 
m=6,9mg 

F.3 
m=5,0mg 

1- Cromatografia por adsorção: 
• Fase estacionária: sílica gel (230-400 mesh) 
• Gradiente de eluição: mistura de hexano, CCl4, 

acetona e metanol (ordem crescente de polaridade) 
2- Monitoramento por CCDC 
3- Reunião das frações semelhantes 

EPFS 8 
m=180,3mg 

F.4-5 
m=4,3mg 

F.6 
m=2,6mg 

F.7-18 
m=97,6mg 

F.19-20 
m=18,3mg

1- Cromatografia por exclusão: 
• Coluna de vidro (Φ x h=2,05x20cm) 
• Fase estacionária Sephadex LH-20 
• Eluição isocrática: metanol 100% 

F.3-4 
m=8,5mg 

F.5 
m=70,8mg 

F.6-7 
m=8,7mg 

F.1-2 
m=1,3mg 

2 
m=50,1mg 

1-CLAE (Coluna Polimérica Preparativa Shodex Asahipak) 
• 45,0 x 2,5 cm, partícula de 5 µm 
• Gradiente: DCM/MeOH 3:7 
• UV: 254 e 217nm 
• Loop: 500µl 
• Vazão: 4ml/min 
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3.6.2.3 − Estudo químico da fração EPCS12  
A fração EPFS12 foi submetida a cromatografia líquida de média 

pressão (CLMP), utilizando-se as seguintes condições cromatográficas: coluna 

preparativa Gemini C-18 (25,0 x 2,1 cm, partícula de 10 µm); gradiente: 

H2O/ACN (5-100 % de ACN); detector UV: 365, 254 e 217 nm; loop: 2,5 mL 

e vazão: 20,0 mL/min. Após a eluição foram obtidos 34 frações de 14 mL, que 

foram reunidas mediante análise por cromatografia em camada delgada.  A 

fração contida no frasco de número 14 continha 20,6 mg da substância 4 pura. 

 

 

1- CLMP (Coluna Preparativa Gemini C18) 
• 25,0 x 2,1 cm, partícula de 10 µm  
• Gradiente: H2O/ACN 5-100% B 
• UV: 365, 254 e 217 nm 
• Loop: 500µl 
• Vazão: 20,0ml/min. 
• Coletor automático: 14ml por fração.

F.27-29
3,5mg 

F.21-26
12,7mg

F.15-20
10,5mg

F.7-13 
5,3mg 

F.30 
9,5mg 

F.14 
4 

20,6mg 

EPCS12 
m=98,0mg 

F.31-34
18,5mg

F.1-6 
4,7mg 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
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4.1 − Substâncias Isoladas 
O estudo fitoquímico de Euxylophora paraensis permitiu o 

isolamento de substâncias pertencentes a diferentes classes: esteróides, 

alcalóides, limonóides, cumarinas e flavonóides. Para facilitar a Identificação 

estrutural dos metabólicos isolados, estes serão discutidos por classes.  

 
Esteróides 

 

HO

H H

HO

H H

HO

H H

 
 
 

 
 
Alcalóides 
 

 
Sitosterol (1A), Estigmasterol (1B) e Campesterol (1C) (em mistura) 
m = 52,3 mg 
procedência: folhas de E. paraensis 
isolamento: p. 39 
identificação: p.53-56 
 

             

N

O

CH3

O

 

 
N-metilflindersina (2) 
m = 50,1 mg 
procedência: caule de E. paraensis 
isolamento: p. 46 
identificação: p.57-61 
 

1A 1B 1C 
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Limonóide 
 

 
 Cumarinas 
 
 

 
 

 

    

N O

OCH3

OCH3

CH3O

 

 
Esquimianina (3)  
m = 2,3 mg 
procedência: folha de E. paraensis 
isolamento: p. 40-41 
identificação: p.62-64 
 

         
Limonina (4) 
m = 20,6 mg 
procedência: caule de E. paraensis 
isolamento: p. 47 
identificação: p. 67-75 
 

 

OO
HO

O

OMe  
 
 
 

 
8-metoxi-marmesina (5) 
m = 2,2 mg 
procedência: caule de E. paraensis 
isolamento: p. 45 
identificação: p.76-81 
 

 
 

OO
HO

O
 

 
 

 
Marmesina (6) 
m = 1,6 mg 
procedência: caule de E. paraensis 
isolamento: p. 45 
identificação: p.82-84 
 

O

O

O

O

O

O

O

O

H
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            O O

O

O

O  
Isooxipeucedanina (7) 
m = 1,1 mg 
procedência: folhas de E. paraensis 
isolamento: p. 39 
identificação: p. 85-91 
 

         O O

O

HO
OH

O
 

 
Prangol (8) 
m = 5,9 mg 
procedência: folhas de E. paraensis 
isolamento: p. 40-41 
identificação: p. 92-97 
 

 
       

        

OO

OCH3

O

 

 
Xantotoxina (9) 
m = 21,0 mg 
procedência: foha de E. paraensis 
isolamento: p. 40-41 
identificação: p. 98-104 
 

          

            

OO

OCH3

O

OCH3

 

 
Isopimpenilina (10) 
m = 11,2 mg 
procedência: folha de E. paraensis 
isolamento: p. 40-41 
identificação: p. 98-104 
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Flavonóides 
 

 
 
 
 
  
 

 
 

  
 
 
 
 
 

 

 

  
Quercetina-3-β-O-raminosídeo (11) 
m = 10,3 mg 
procedência: folhas de E. paraensis 
isolamento: p. 43 
identificação: p. 107-112 
 

  
Miricetina-3-β-O-raminosídeo (12)
m = 12,6 mg 
procedência: folhas de E. paraensis 
isolamento: p. 43 
identificação: p. 113-115 
 

  
Hesperidina (13) 
m = 43,4 mg 
procedência: folhas de E. paraensis 
isolamento: p. 42 
identificação: p.116-119 
 

O

OH

OH

OH
HO

OH O

O

O

OH

HO
H3C

OH

O

OH

OH

HO

OH O

O

O

OH

HO
H3C

OH

H

OH
HO

HO O

O

O

O

OH

OH

OCH3

H

HO
HO

OH

O

O
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4.2 − Esteróides 
 

Os esteróides são triterpenos modificados contendo o sistema de 

anéis tetracíclicos do lanosterol, mas sem a presença das metilas nas posições C-

4 e C-14. Originados das frações lipídicas de vegetais e animais o sitosterol, o 

estigmasterol e o campesterol são os esteróides mais frequentemente 

encontrados no reino vegetal57. Quase sempre estes esteróides encontram-se em 

mistura devido às suas semelhanças estruturais ocasionando dificuldades em 

suas separações, então, na maioria das vezes, suas identificações são realizadas 

em mistura através de CG/EM.  

 

4.2.1 − Identificação estrutural do sitosterol (1A), estigmasterol 

(1B) e campesterol (1C) 

1

11

2

5
4

7

6

149

15

13

8
3

10

12

HO

HH

16
27

21

25

24
23

22

17
20

19

18

2928

26

HO

H H

1
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2

5
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6
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HO

H H

1

11

2

5
4

7
6

149

15

13

8
3

10

12

16

27

21
25

2423

22

17
20

19

18

2826

  
Estes esteróides foram obtidos da partição hexânica do extrato 

etanólico do caule. Através do espectro de RMN 1H (FIGURA 4.1), pode-se 

observar a presença de um dubleto largo em δH 5,33 (J = 5,0 Hz) e um 

multipleto em δH 3,52 característicos dos hidrogênios H-6 e H-3, 

respectivamente dos esqueletos esteroidais do sitosterol, estigmasterol e 

campesterol; foi observado também sinais de hidrogênios vinílicos em δH 5,07 

dd (J = 8,0 e 15,4 Hz) e δH 5,12 dd (J = 8,1 e 15,1 Hz) atribuídos aos da cadeia 

lateral do estigmasterol, e ainda, um grande número de sinais congestionados na 

região de δH 0,68 – 2,31 referentes a vários grupos de hidrogênios metílicos, 
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metilênicos e metínicos que caracterizam o esqueleto esteroidal. O sitosterol e o 

campesterol possuem cadeias laterais praticamente idênticas, portanto, não há 

como diferencia-los com um simples espectro de hidrogênio. 

Na análise por CG/EM, foram observados três picos no 

cromatograma (FIGURA 4.1 a) que indicaram a presença de três substâncias. A 

presença da mistura sitosterol (1 A), estigmasterol (1 B) e campesterol (1 C) foi 

confirmada através dos picos referentes ao íon molecular em m/z 414, 412 e 400 

(FIGURA 4.1 a) que conferiram com as fórmulas moleculares das três 

substâncias C29H50O, C29H48O e C28H48O, respectivamente. O ESQUEMA 4.1 

apresenta propostas de fragmentação do sitosterol. 

 

 
FIGURA 4.1 − Espectro de RMN 1H da mistura 1A +1B + 1C. (CDCl3, 200 
MHz). 
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FIGURA 4.2 − (a) Cromatograma da mistura 1A + 1B + 1C; (b) Espectro de 
massa (IE = 70 eV) do sitosterol; (c) Espectro de massa do estigmasterol (IE = 
70 eV); (d) Espectro de massa (IE = 70 eV) do campesterol. 

Campesterol 

Sitosterol 

Estigmasterol 

(a) 

(b) 

(d) 

(c) 
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m/z = 381

CH3
m/z = 396m/z = 329

H2O

m/z = 414

HO
HO

m/z = 396
m/z = 120

 

ESQUEMA 4.1 − Proposta de fragmentação do sitosterol. 
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4.3 − Alcalóides 

 

4.3.1 − Identificação estrutural da substância 2: 

 
O alcalóide do tipo piranoquinolona foi isolado do caule de 

Euxylophora paraensis e apresentou-se como um sólido cristalino de coloração 

branca. Foi identificado através da análise dos experimentos RMN 1D e 2D e 

também por comparação com dados da literatura58.   

O Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3) da substância 2 

apresenta dois dubletos em δH 6,76 e δH 5.54 (1H, J = 9,9 Hz) e um singleto em 

δH 1,52 (6H) que sugerem a presença de um anel 2,2 dimetilcromeno. A região 

aromática do espectro mostrou um duplo dubleto em δH 7,97 (1H, J = 8,4 e 2,0 

Hz), um duplo duplo dubleto em δH 7,55 (1H, J = 8,4; 6,8 e 1,6 Hz), um dubleto 

largo em δH 7,32 (1H, J = 8,6) e outro duplo duplo dubleto em δH 7,23 (1H, J = 

8,6; 6,8 e 2,0 Hz) que sugerem a presença de um anel aromático dissubstituído. 

A presença de um singleto em δ 3,70 (3H) sugere a presença de uma metila 

ligada a um heteroátomo (N ou O).                      

Através da análise do mapa de contorno de HMBC (FIGURA 4.6) 

foi possível observar a correlação do sinal das metilas Me-4’,5’ em δH 1,52 com 

o sinal de um carbono em 78,8 que foi atribuído ao C-3’, também foi observado 

a correlação destes prótons com o sinal em δC 125,5 (C-2’). O sinal relativo ao 

H-2’ em δH 5,54 (1H, d, J = 9,9 Hz) mostrou correlação com o sinal em δC 78,8 

(C-3’) e com um sinal em δC 106,2 que foi atribuído ao C-3. O sinal 

correspondente ao H-1’ em δH 6,76 mostrou correlações com o sinal de C-3’ (δC 

78,8) e com um sinal em δC 155,0 que foi atribuído ao C-4. 
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O sinal do hidrogênio aromático em δH 7,97 mostrou correlação 

com o sinal atribuído ao C-4 (δC 155,0), permitindo então atribuí-lo ao H-5 que 

também mostrou correlação com sinais de carbonos em δC 139,5 e δC 131,0, 

atribuídos aos carbonos C-8a e C-7, respectivamente. O sinal em δH 7,55 

atribuído ao H-7 mostrou correlações com os sinais de carbonos  de C-8a (δC 

139,5) e de C-5 (δC 123,0). O sinal em δH 7,32 (H-7) mostrou correlações com 

os sinais de carbonos em δC 122,0 e δC 116,2, atribuídos aos carbonos C-6 e C-

5a, respectivamente. O hidrogênio aromático em δH 7,23 (H-6) mostrou 

correlações com os sinais de carbonos de C-4a (δC 116,2) e C-8 (δC 114,0). E 

finalmente, o sinal em δH 3,70 (3H) correlacionou-se com o sinal em δC 139,5 

(C-8a) e com um sinal característico de carboxila de lactama em δC 161,0 (C-2). 

 

    

 

  

 

 

A análise dos experimentos de RMN 1D e 2D e a comparação com 

os dados descritos na literatura58 (TABELA 4.1) permitiram identificar a 

substância 2 como sendo o alcalóide N-metilflindersina. 
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4' 5'

3' 2'

1'

N O

O

2
3

45
6

7
8

5a

8a

N-Metilflindersina  
TABELA 4.1 − Dados de RMN 1H e 13C da N-metilflindersina (2) juntamente 

com os dados encontrados na literatura58 para 2. 
C 2 

δH 
a mult                              δC 

b 
2 (Lit.)58 

δH 
c mult                              δC 

d 
2 - 161,0 - 161,0 
3 - 106,2 - 105,9 
4 - 155,0 - 155,2 
5a - 116,2 - 116,1 
5 7,97 dd (8,4 e 2,0) 123,0 7,97 dd (8,2 e 1,5) 123,1 
6 7,23 ddd (8,4; 6,8 e 2,0) 122,0 7,23 ddd (8,2; 7,1 e 1,0) 121,7 
7 7,55 ddd (8,6; 6,8 e 1,6) 131,0 7,55 ddd (8,6; 7,1 e 1,5) 130,8 
8 7,32 dl (8,6) 114,0 7,32 d (8,6) 114,0 
8a - 139,5 - 139,4 
1’ 6,76 d (9,9) 117,9 6,76 d (9,8) 118,0 
2’ 5,54 d (9,9) 125,5 5,54 d (9,8) 126,3 
3’ - 78,8 - 78,7 
4’ 1,52 s 29,2 1,52 s 29,2 
5’ 1,52 s 29,2 1,52 s 29,2 

N-Me 3,70 s 28,2 3,70 s 28,2 
 

a CDCl3, 400 MHz 
b CDCl3, 50 MHz 
c CDCl3, 300 MHz 
d CDCl3, 75 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz. 
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FIGURA 4.3 − Espectro de RMN 1H da substância 2. (CDCl3, 400 MHz). 

 

 
FIGURA 4.4 − Espectro de COSY H-H da substância 2. (CDCl3, 400 MHz). 

H-5 
H-7 H-8 H-6 

H-1’ H-2’

N-CH3

H-4’, H-5’
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FIGURA 4.5 − Mapa de Correlações HSQC da substância 2. (CDCl3, 400 
MHz). 
 
 

 
FIGURA 4.6 − Mapa de correlações HMBC da substância 2. (CDCl3, 400 
MHz). 
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4.3.2 − Identificação estrutural da substância 3: 
 

A substância 3 foi isolada da fração diclorometano do extrato 

etanólico da caule de Euxylophora paraensis. 

O espectro de RMN 1H desta substância apresentou um singleto em 

δH 4,44 (3H), relativo a uma metoxila no C-4, e dois dubletos em δH 7,59 e δH 

7,05 (J = 2,8 Hz) de hidrogênios furânicos, que são sinais bastante 

característicos dos alcalóides furoquinolínicos. O espectro de RMN 1H mostra 

também um par de dubletos em δH 8,03 e δH 7,24 (J = 9,4 Hz) que indicam a 

presença de dois hidrogênios aromáticos em relação orto, os quais foram 

atribuídos a H-5 e H-6. Estes dados indicaram que C-7 e C-8 deveriam estar 

substituídos e por ainda existirem no espectro de RMN 1H dois singletos em δH 

4,12 e 4,04 integrando para três hidrogênios cada, relativos a grupos metoxilas, 

definiu-se a estrutura 3 como sendo o alcalóide esquimianina, que foi 

identificado anteriormente em Almeidea rubra59. 

No espectro de massas (FIGURA 4.7) de 3 confirmou-se a 

estrutura proposta através do pico do íon molecular em m/z 259 daltons, 

compatível com a fórmula molecular da esquimianina (C13H13NO4). O 

ESQUEMA 4.2 apresenta propostas dos principais fragmentos observados no 

espectro de massas para esta substância. 
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TABELA 4.2 - Dados de RMN 1H de Esquimianina (3) juntamente com os 
dados descritos na literatura59 para 5. 
 

H  3 
        δH a mult    

  3 (Lit.)59 

       δH a mult    
5 8,03 d, (9,4) 8,03 d, (9,0) 

6 7,24 d, (9,4) 7,23 d, (9,0) 

2’ 7,59 d, (2,8) 7,58 d, (2,5) 
3’ 7,05 d, (2,8) 7,05 d, (2,5) 

4-OCH3 4,44 s 4,46 s 

7-OCH3 4,04 s 4,07 s 
8-OCH3 4,12 s 4,16 s 

 
  
 

                
 
 
FIGURA 4.7 – Espectro de massas (IE = 70 e. V.) da esquimianina (13).  
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ESQUEMA 4.2 – Propostas de fragmentação para a substância 3.  
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

FIGURA 4.8 – Espectro de RMN 1H de esquimianina (3) (400 MHz, CDCl3). 
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4.3.3 − Biogênese dos Alcalóides 
 

Os alcalóides isolados têm sua origem biossintética no ácido 

antranílico. Inicialmente ocorre a condensação deste ácido com unidades do 

malonil-CoA. A incorporação de duas unidades de malonil-Coa leva à formação 

do esqueleto quinolínico normalmente em forma de 2-quinolona, que pode 

incorporar unidades de prenila através de adição nucleofílica na posição 3. A 

molécula formada pode sofrer ciclização com o oxigênio na posição 2, levando à 

formação dos alcalóides diidrofuroquinolínicos e através da perda da cadeia 

isopropil leva à formação dos alcalóides furoquinolínicos60. 

A ciclização da prenila incorporada na posição 3 com o oxigênio na 

posição 4 leva à formação dos alcalóides furoquinolínicos60. 
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ESQUEMA 4.3 − Proposta biogenética para a esquimianina. 
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ESQUEMA 4.4 − Proposta biogenética para a N-metilflindersina. 
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4.4 − Limonóides 

 
4.4.1 − Identificação estrutural da substância 4 

 

O limonóide 4 apresentou-se como um sólido branco e através de 

análise por CCD apresentou uma única mancha roxa, após revelação com 

vanilina. A análise do espectro de RMN 1H (FIGURA 4.9) revelou a presença 

de sinais característicos do anel furano β-substituído, onde os sinais de H-21 e 

H-23 apareceram como tripletos largos em δH 7,42 (J = 0,7 Hz) e δH 7,40 (J = 

1,7 Hz), respectivamente e o sinal do hidrogênio H-22 apareceu como um duplo 

dubleto em δH 6,34 (J = 1,7 e 0,7 Hz). 

O espectro de HSQC (FIGURA 4.10), mostra a correlação dos 

hidrogênios H-21, H-23 e H-22 com os carbonos em δC 141,2, δC 143,3 e δC 

109,7, respectivamente e o espectro de HMBC (FIGURA 4.11) mostra a 

correlação dos sinais de H-21 e H-23 com um carbono em δC 120,0, relativo ao 

C-20. O sinal do hidrogênio em δH 5,47 (s) foi atribuído ao H-17 do anel δ-

epoxilactona, pois através do mapa de correlações HMBC observa-se a 

correlação deste sinal com os carbonos C-20, C-21 e C22, e este hidrogênio 

também se correlaciona com um carbono em δC 20,8, sugerindo este sinal para a 

metila 18. 
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16
15

14
O

O
O

H

O HMBC mostra um singleto em δH 4,04 se correlacionando com  

carbonos em δC 65,7 e δC 166,6, o que sugere um epóxido entre C-14 e C-15, 

assim tem-se a seguinte subunidade: 

    

 

 

 

 

O HMBC mostra um sinal de metila em δH 1,07 correlacionando-se 

com o sinal de C-14, indicando este sinal para a metila 30. O sinal desta metila 

ainda se correlaciona com os carbonos em δC 206,7, δC 48,2 e δC 51,4. 

 

 

 

 

 

 

A presença de sinais em δH 4,77 (dd, J = 13,0 e 0,6 Hz) e δH 4,47 

(d, J = 13,0 Hz), atribuídos aos hidrogênios geminais do C-19, sugerem tratar-se 

de um limonóide com o anel A-seco. O Sinal de carbono em δC 169,1, 

observado no espectro de RMN 13C (FIGURA 4.13), foi uma boa indicação da 

presença de um grupo carboxil em C-19. O mapa de correlações HMBC 

(FIGURA 4.11) mostrou acoplamentos a longa distância (J3) entre os sinais de 

H-1 (δH 4,04), H-9 (δH 2,55) e C-19 (δC 65,4) como indicado abaixo, 

confirmando que C-19 de 4 foi oxidado. 
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O espectro de RMN 13C (FIGURA 4.13), com o auxílio do mapa de 

correlações HSQC, apresentou cinco sinais relatados para carbonos metilênicos 

em δC 19,0 (C-11), δC 30,9 (C-12), δC 35,7 (C-2), δC 36,5 (C-6) e o C-19 (δC 

65,4) anteriormente citado. O experimento de HMBC mostrou as correlações 

observadas para os sinais dos 2H-11 com os sinais de carbonos de C-8 (δC 51,4, 

J3), C-9 (δC 48,2, J2) e C-12 (δC 30,9, J2). Os hidrogênios metilênicos H-11 

ressonam em δH 1,78 e δH 1,90 e o espectro de COSY (FIGURA 4.12) mostrou 

acoplamentos do sinal δH 1,90 com o sinal de H-9 (δH 2,55) e do sinal em δH 

1,78 com o sinal de H-12 (δH 1,51). 

 

 

 

 

 

Os hidrogênios metilênicos H-12 foram observados em δH 1,51 e δH 

1,84. O mapa de correlações HMBC mostrou correlações destes sinais de 

hidrogênios com os sinais de carbonos em δC 19,0 (C-11), δC 20,8 (Me-18), δC 

38,0 (C-13), δC 48,2 (C-9), δC 65,7 (C-14) e δC 77,9 (C-17). 
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Os sinais duplos dubletos em δH 2,68 (J = 16,8 e 1,9 Hz) e δH 2,98 

(J = 16,8 e 3,8 Hz) correlacionaram-se com o sinal de carbono em δC 35,7 (C-2) 

via HSQC e através da análise do mapa de correlações HMBC pode-se observar 

as correlações desses sinais duplos dubletos com os sinais de carbonos em δC 

169,1 (C-3) e δC 46,0 (C-10). 

 

 

 

 

 

 

O último par de hidrogênios diastereotópicos foi observado como 

dois duplos dubletos em δH 2,47 (J = 14,5 e 3,2 Hz) e δH 2,86 (J = 15,8 e 14,5 

Hz) e foram atribuídos aos 2H-6. O experimento de HMBC mostrou as 

correlações observadas para os sinais de 2H-6 com os sinais de carbonos em δC 

46,0 (C-10) e δC 206,1 (C-7). O espectro de COSY apresentou acoplamento 

entre o sinal em δH 2,86 com o sinal de H-5 em δH 2,23 (dd, J = 15,8 e 3,2 Hz). 
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Dois outros singletos (3H) relativo a grupos metila foram 

observados em δH 1,19 (Me-29) e δH 1,30 (Me-28). A correta atribuição da 

posição de cada grupo metila foi efetuada com auxílio dos mapas de correlações 

HSQC e HMBC. As correlações a longa distância do sinal em δH 1,19 (Me-29) 

com os sinais de carbonos C-4 (δC 80,4), C-5 (δC 60,7) e C-28 (δC 30,2) e por 

fim o sinal em δH 1,30 com os sinais de carbonos C-4 (δC 80,4), C-5 (δC 60,7) e 

C-29 (δC 21,5), puderam facilmente ser observados no mapa de correlações 

HMBC. 

 

 

 

 

 

 

A estrutura da substância 4 foi definida como sendo o limonóide 

limonina, característico do gênero Citrus (Rutaceae)61. Os dados de RMN 1H e 
13C de 4 estão listados na TABELA 4.3 juntamente com os dados descritos na 

literatura para a limonina62.  
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TABELA 4.3 − Dados de RMN 1H e 13C da limonina (4) juntamente com os 
dados encontrados na literatura62. 

C 4 
δH 

a mult                              δC 
b 

4 (Lit)62 

δH 
c mult                              δC 

d 
1 4,04 sl 79,2 4,03 sl 79,1 
2 2,68 dd (16,8 e 1,9) 2,66 dd (16,8 e 1,8) 
2 2,98 dd (16,8 e 3,8) 

35,7 
2,98 dd (16,8 e 3,8) 

35,6 

3 - 169,1 - 169,1 
4 - 80,4 - 80,2 
5 2,23 dd (15,8 e 3,2) 60,7 2,23 dd (15,8 e 3,2) 60,4 

6 ax 2,86 dd (15,8 e 14,5) 2,85 d (15,8) 
6 eq 2,47 dd (14,5 e 3,2) 

36,5 
2,46 dd (15,8 e 3,2) 

36,3 

7 - 206,1 - 206,1 
8 - 51,4 - 51,3 
9 2,55 dd (12,2 e 2,8) 48,2 2,56 m 48,1 
10 - 46,0 - 45,9 
11 1,78 m 1,81 m 
11 1,90 m 

19,0 
- 

18,8 

12 ax 1,84 m - 
12 eq 1,51 m 

30,9 
1,50 m 

30,1 

13 - 38,0 - 37,9 
14 - 65,7 - 65,6 
15 4,04 s 53,9 4,03 s 53,8 
16 - 166,6 - 167,0 
17 5,47 s 77,9 5,47 s 77,7 
18 1,18 s 20,8* 1,17* s 21,3 
19 4,47 d (13,0) 4,46 d (13,0) 
19 4,77 dd (13,0 e 0,6) 

65,4 
4,47 d (13,0) 

65,3 

20 - 120,0 - 119,9 
21 7,42 tl (0,7) 141,2 7,40 m 141,1 
22 6,34 dd (1,7 e 0,7) 109,7 6,35 m 109,8 
23 7,40 tl (1,7) 143,3 7,40 m 143,2 
28 1,30 s 30,2 1,63 s 30,8* 

29 1,19 s 21,5* 1,17 s 20,7* 

30 1,07 s 17,7 1,07* s 17,6 
a CDCl3, 400 MHz 
b CDCl3, 100 MHz 
c CDCl3, 200 MHz 
d CDCl3, 50 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz. 
*Intercambiáveis. 
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FIGURA 4.9 − Espectro de RMN 1H da Limonina (4) (400 MHz). 
 

 
FIGURA 4.10 − Espectro de HSQC da Limonina (4) (400 MHz). 
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FIGURA 4.11 − Espectro de HMBC da Limonina (4) (400 MHz). 
 
 

 
FIGURA 4.12 − Espectro de COSY da Limonina (4) (400 MHz). 
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FIGURA 4.13 − Espectro de RMN de 13C de (4) (CDCl3, 100 MHz). 
 

FIGURA 4.14 − Espectro de RMN de DEPT 135°de (4) (CDCl3, 100 MHz). 
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4.5 − Cumarinas 

 

4.5.1 − Identificação estrutural da substância 5 

 

A observação de um par de dubletos, (J ≅ 9,5 Hz), localizado em δH ∼ 6,1-6,4 e 

7,5-8,3 no espectro de RMN1H (solvente: CDCl3) de um produto natural, 

sugerem a presença de um esqueleto cumarínico não substituído no anel 

pirano63, estes sinais são característicos dos hidrogênios H-3 e H-4, 

respectivamente. A análise do espectro de RMN 1H (FIGURA 4.15) desta 

substância permitiu observar os sinais referentes aos hidrogênios H-4 e H-3 do 

anel lactônico em δH 7,58 (d, J = 8,4 Hz) e δH 6,22 (d, J = 8,4 Hz), 

respectivamente.  

O sinal singleto observado para um hidrogênio aromático em δH 

6,96 (s) foi atribuído ao hidrogênio H-5 com base nos mapas de correlações 

HSQC (FIGURA 4.16) e HMBC (FIGURA 4.17). 

O mapa de correlações HMBC mostrou a correlação do sinal de H-

3 (δH 6,22) com um sinal em δH 161,0 referente à carboxila de lactona (C-2) e 

com o sinal em δH 113,7 que pode ser atribuído somente ao C-4a. O sinal do 

hidrogênio H-4 (δH 7,58) mostrou correlações com o sinal de C-2 (δC 161,0) e 

com o sinal em δC 147,5, atribuído ao carbono C-8a. Pode-se ainda observar a 

correlação mostrada para o H-4 (δH 7,58) com um sinal de carbono em δC 117,2 

que, pelas possíveis correlações para H-4, este sinal foi atribuído ao carbono C-

5, o que permitiu atribuir corretamente H-5 (δH 6,96), uma vez que se observa a 

correlação entre H-5 e o carbono em δC 117,2 via HSQC. 
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A presença do anel diidrofurano é evidenciada pelo sinal duplo 

dubleto em δH 4,78 (J = 9,3 e 8,5 Hz) atribuído ao hidrogênio H-2’ e pelos sinais 

em δH 3,25 (ddd, J = 14,8; 8,5 e 1,3 Hz) e δH 3,20 (ddd, J = 14,8; 9,3 e 0,9 Hz) 

atribuídos aos hidrogênios H-3’a e H-3’b. Ainda no espectro de RMN 1H foi 

possível observar sinais que caracterizam um grupo hidroxiisopropila. Estes 

sinais apresentaram-se como singletos em δH 1,39 (3H, s) e δH 1,25 (3H, s). 

Analisando o mapa de correlações HMBC (FIGURA 4.17) 

observou-se as correlações dos sinais em δH 3,25 (H-3’a) e δH 3,20 (H-3’b) com 

os sinais de carbonos em δC 71,6, δC 91,5, δC 125,0 e δC 154,0 atribuídos aos 

carbonos C-1’’, C-2’, C-6 e C-7, respectivamente. As atribuições aos carbonos 

C-2’ e C-3’ foram confirmadas através do experimento de HSQC. 

 

 

 

 

 

 

Os sinais singletos δH 1,39 e δH 1,25 correlacionaram com os sinais 

de carbonos em δC 26,0 e δC 24,4 via HSQC. E através do mapa de correlações 

HMBC apresentaram correlações com os sinais de carbonos em δC 24,4 (C-3’’), 

δC 26,0 (C-2’’), δC 71,6 (C-1’’) e δC 91,5 (C-2’).  
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O espectro de RMN1H mostrou a presença de um sinal em δH 4,06 

(3H, s) relativo a um grupo metoxila. O sinal em δH 4,06 mostrou correlação 

com o sinal de carbono em δC 61,0 via HSQC e através do mapa de correlações 

HMBC apresentou correlação com o sinal de carbono em δC 132,0, que foi 

atribuído ao C-8. 

Portanto, através da análise dos experimentos de RMN em 1D e 2D 

a cumarina 5 foi identificada como a marmesina e a sua configuração absoluta 

foi obtida por comparação com os dados encontrados na literatura64 para esta 

substância, que estão apresentados na TABELA 4.4. 
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TABELA 4.4 − Dados de RMN 1H e 13C da 8-metoximarmesina (5). 
C 5 

δH 
a mult                              δC 

b 
5 (Lit.)64 

δH 
a mult                              δC 

b 
2 - 161,0 - 161,0 
3 6,22 d (9,5) 112,5 6,23 d (9,3) 112,5 
4 7,58 d (9,5) 143,5 7,58 d (9,3) 143,9 
4a - 113,7 - 113,7 
5 6,96 sl 117,2 6,96 s 117,2 
6 - 125,9 - 125,9 
7 - 154,4 - 154,0 
8 - 132,0 - 132,0 
8a - 147,5 - 147,5 
2’ 4,78 dd (9,2 e 8,5) 91,5 4,78 dd (9,2 e 8,5) 91,5 
3’a 3,25 ddd (14,8; 8,5 e 0,9) 3,25 ddd (15,8; 8,5 e 1,3) 
3’b 3,20 ddd (14,8; 9,2 e 0,9) 

29,9 
3,20 ddd (15,8; 9,2 e 0,9) 

29,9 

1’’ - 71,6 - 71,6 
2’’ 1,39* 26,0* 1,39* 26,0* 

3’’ 1,25* 24,4* 1,25* 24,4* 

OMe 4,06 61,0 4,06 s - 
 

a CDCl3, 400 MHz 
b CDCl3, 100 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz. 
*Valores Intercambiáveis 
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FIGURA 4.15 − Espectro de RMN 1H de 8-metoximarmesina (5) (400 MHz). 
 

 
FIGURA 4.16 − Espectro de HSQC de 8-metoximarmesina (5) (400 MHz) 
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FIGURA 4.17 − Espectro de HMBC de 8-metoximarmesina (5) (400 MHz). 
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4.5.2 − Identificação estrutural da substância 6 

 

O espectro de RMN 1H (FIGURA 4.19)  desta substância mostra 

várias semelhanças com o espectro de RMN 1H da cumarina 8-

metoximarmesina devido a presença de um par de dubletos, (J = 9,4 Hz), 

relativos a H-4 e H-3 em δ 7,60 e 6,22, respectivamente. Também é observado 

no espectro de RMN1H um singleto em δH 7,22 que foi atribuído ao hidrogênio 

H-5; um duplodubleto (J = 8,4 Hz) em δH 4,74 relativo a um hidrogênio 

carbinólico; dois sinais (ddd) de hidrogênios benzílicos diastereotópicos que 

coalescem em δH 3,22 e dois singletos em δH 1,38 e δH 1,24 de metilas terciárias 

ligadas a carbono carbinólico. 

Os dados de RMN 1H da substância 6 diferem dos dados da 

marmesina devido a ausência de um sinal em δH 4,06 (3H, s) relativo a um 

grupo metoxila, sendo que para a substância 6 é observado um singleto em δH 

6,75, que foi atribuído ao H-8.  Os sinais singletos observados para os 

hidrogênios dos anéis aromáticos indicam que também se trata de uma cumarina 

linear, pois caso contrário teríamos hidrogênios vizinhos acoplando com 

constantes orto próximo de 8 Hz. 

O espectro de RMN 13C (FIGURA 4.20) mostra sinais referentes a 

10 carbonos, porém não foram observados os sinais referentes a carbonos 

quaternários já que a substância foi isolada em pequena quantidade e o tempo de 

aquisição do espectro não foi suficiente para que os sinais referentes aos 

carbonos quaternários fossem adquiridos. O espectro de massas (IE) (FIGURA 

4.18), desta substância apresentou o pico do íon molecular m/z 246, condizente 

com sua fórmula molecular C14O4H14, confirmando ser este a cumarina 

marmesina. No ESQUEMA 4.4 estão as propostas dos principais fragmentos 

observados para esta substância. 
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TABELA 4.5 − Dados de RMN 1H e 13C da marmesina (6). 
C 6 

δH 
a mult                              δC 

b 
6 (Lit.)64 

δH 
a mult                              δC 

b 
2 - 161,1 - 161,1 
3 6,22 d (9,4) 112,3 6,23 d (9,5) 112,3 
4 7,60 d (9,4) 143,6 7,58 d (9,5) 143,7 
4a - - - 113,7 
5 7,22 sl 123,4 7,21 sl 123,4 
6 - - - 125,0 
7 - - - 163,3 
8 6,75 s 97,9 6,75 s 97,9 
8a - - - 155,7 
2’ 4,74 dd (9,2 e 8,5) 91,1 4,78 dd (9,2 e 8,5) 91,1 
3’a 3,22 ddd (14,8; 8,5 e 1,0) 3,25 ddd (14,8; 8,5 e 1,3) 
3’b 3,20 ddd (14,8; 9,2 e 1,0) 29,5 3,20 ddd (14,8; 9,2 e 0,9) 29,5 

1’’ - 71,6 - 71,6 
2’’ 1,38* 26,2 1,39* 26,1 

3’’ 1,24* 24,2 1,25* 24,2 
a CDCl3, 400 MHz 
b CDCl3, 100 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz. 
*Intercambiáveis. 

 
FIGURA 4.18 − Espectro de massa (IE = 70 e. V.) da marmesina. 

Marmesina 
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ESQUEMA 4.4 − Proposta de fragmentação da marmesina. 
 

 
FIGURA 4.19 − Espectro de RMN 1H da marmesina (6) (400 MHz). 
 

H-4 H-3

H-5 H-3’

H-2’

H-8 

H-3’’

H-2’’ 



Resultados e discussões 

 85

 
FIGURA 4.20 − Espectro de RMN 13C da marmesina (6) (100 MHz). 
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4.5.3 − Identificação estrutural da substância 7 

 

A cumarina 7 apresentou-se como um sólido cristalino branco e 

através de análise por CCD apresentou uma única mancha azul, após revelação 

com vanilina.  

A análise do espectro de RMN 1H (FIGURA 4.21) permitiu 

observar os sinais referentes aos hidrogênios H-4 e H-3 do anel lactônico em δH 

8,33 (dd, J = 9,6 e 0,6Hz) e δH 6,35 (d, J = 9,6 Hz), respectivamente. Sendo que 

o sinal referente a H-4 encontra-se consideravelmente desblindado, isto pode ser 

atribuído a presença de um grupo alcóxido em C-5, que altera o seu 

deslocamento químico em aproximadamente 0,5 ppm devido ao efeito 

periférico. Este hidrogênio apresenta também um fraco acoplamento à longa 

distância (5J = 0,6 Hz) com um sinal em δH 7,21 (dd, J = 0,8 e 0,6 Hz) atribuído 

a H-8. 

Este hidrogênio atribuído em δH 7,21 (dd, J = 0,8 e 0,6 Hz) e a 

presença de uma função oxigenada em C-5 foram confirmados com base nos 

mapas de correlações HSQC (FIGURA 4.22) e HMBC (FIGURA 4.23).  

O mapa de correlações HMBC mostrou a correlação do sinal de H-

3 (δH 6,35) com um sinal em δH 161,0 referente à carboxila de lactona (C-2) e 

com o sinal em δH 108,0 que pode ser atribuído somente ao C-4a. O sinal do 

hidrogênio H-4 (δH 8,33) mostrou correlações com o sinal de C-2 (δC 161,0), 

com o sinal de C-8a (δC 152,0) e também foi observada a correlação para o H-4 

(δH 8,33) com um sinal de carbono em δC 147,5 e este sinal foi atribuído ao 

carbono C-5 que, pelo seu deslocamento trata-se de um carbono sp2 oxigenado, 

o que permitiu atribuir corretamente um grupo alcoxila ao C-5. Os hidrogênios 

H-3 e H-4 se correlacionaram com os carbonos δC 113,0, δC 139,1, 

respectivamente via HSQC.  
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108,0
161,0
O O

H

H147,5

152,0
 

O mapa de correlações HMBC mostrou também a correlação do 

sinal atribuído a H-8 (δH 7,21) com um sinal em δH 152,0 (C-8a) e com o sinal 

em δH 108,0 (C-4a), indicando a correta atribuição deste sinal ao H-8, uma vez 

que se tem um substituinte em C-5. Também é observado via HMBC a 

correlação de H-8 com um sinal de carbono em δC 114,0, atribuído ao C-6. A 

atribuição ao carbono C-8 em δC 95,1 foi obtida através do experimento de 

HSQC.  

                                

O O

H

OR

152,0

108,0114,0

                                    
A presença de um anel furano não substituído é facilmente 

reconhecida através de um par de dubletos, (J = 2,5 Hz), sendo que o sinal em 

δH 7,61 é relativo a H-2’ e o sinal em δH 6,84 é característico do próton H-3’, e o 

sinal deste hidrogênio é observado como um duplo dubleto (J = 2,4 e 0,8) 

devido a um acoplamento a longa distância (5J), que se dá entre H3’ e H-8.     

Analisando o mapa de correlações HMBC observaram-se as 

correlações dos sinais em δH 7,61 (H-2’) e δH 6,84 (H-3’) com os sinais de 

carbonos em δC 114,0 (C-6)  e δC 158,0 atribuído ao carbono C-7. As atribuições 

aos carbonos C-2’ e C-3’ foram realizadas através do experimento de HSQC. 

                                      
O

H

H
158,0

114,0
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No espectro de RMN1H observa-se um singleto relativo a dois 

hidrogênios em δH 5,08, um septupleto relativo a um hidrogênio em δH 2,87 e 

um dubleto em δH 1,19 integrando para seis hidrogênios. Através do espectro em 

2D de correlação homonuclear de gCOSY 1H x 1H  (FIGURA 4.24) é 

observado o acoplamento entre estas duas últimas espécies, sugerindo tratar-se 

de um sistema onde se tem metilas ligadas a um carbono metínico. Através do 

mapa de correlações HMBC, os sinais em δH 1,19, δH 2,87 e δH 5,08 

apresentaram correlação com um sinal de carbono em δC 209,0, indicando a 

presença de uma carbonila na estrutura desta substância e a correlação do sinal 

em δH 5,08 com um carbono em δC 147,5 (C-5), indica que os hidrogênios em δH 

1,19, δH 2,87 e δH 5,08 fazem parte do substituinte presente no C-5. A correta 

atribuição da posição de cada substituinte foi efetuada a partir das correlações 

observadas através do mapas de correlações HMBC, representadas abaixo.  

         

O

O
H

209,0

148,0

O

O
H

29,5

17,9

 
Portanto, através da análise dos experimentos de RMN em ID e 2D 

a cumarina 3 foi identificada como a isooxipeucedanina e os dados de RMN 1H 

e 13C estão ilustrados na  TABELA 4.6, juntamente com os dados encontrados 

na literatura65 para esta substância. 

                               

4''

2

2''

1''

2'

3' 3
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8
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3''

OO O
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 Isooxipeucedanina 
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TABELA 4.6 − Dados de RMN 1H e 13C isooxipeucedanina (7).  
C 7 

δH 
a mult                              δC 

b 
7 (Lit.)65 

δH 
a mult                              δC 

b 
2 - 161,0 - 159,8 
3 6,35 (d, J = 9,6) 113,3 6,32 (d, J = 9,5) 113,3 
4 8,33 (dd, J = 9,6 e 0,6) 139,1 8,32 (d, J = 9,5) 139,1 
5a - 108,0 - 107,5 
5 - 147,5 - 148,0 
6 - 114,0 - 113,6 
7 - 158,0 - 158,1 
8 7,21 (dd, J = 0,8 e 0,6) 95,1 7,17 (s) 95,2 
8a - 152,0 - 152,7 
2’ 7,61 (d, J = 2,4) 145,5 7,59 (d, J = 2,2) 145,5 
3’ 6,84 (dd, J = 2,4 e 0,8) 104,1 6,83 (d, J = 2,2) 104,1 
1’’ 5,08 (s) 75,0 5,10 (s) 75,0 

2’’ - 209,0 - 208,6 

3’’ 2,87 (m) 37,4 2,81 (m) 37,6 
4’’ 1,19 (d, J = 6,8) 17,9* 1,17 (s) 17,9 
5’’ 1,19 (d, J = 6,8) 29,5* 1,20 (s) 24,9 

 

a CDCl3, 400 MHz 
b CDCl3, 100 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz. 
*Valores Intercambiáveis. 
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FIGURA 4.21 − Espectro de RMN 1H da isooxipeucedanina (7) (400 MHz). 
 
 

  
FIGURA 4.22 − Espectro de HSQC da isooxipeucedanina (7) (400 MHz). 
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FIGURA 4.23 − Espectro de HMBC da isooxipeucedanina (7) (400 MHz). 
 
  

 
FIGURA 4.24 − Espectro de COSY da isooxipeucedanina (7) (400 MHz). 



Resultados e discussões 

 92

4.5.4 − Identificação estrutural da substância 8 

 

O espectro de RMN 1H (FIGURA 4.25) desta substância mostra 

várias semelhanças com o espectro da cumarina isooxipeucedanina, pois foram 

observados: o duplo dubleto (J = 9,5 e 0,8 Hz) relativo ao acoplamento de H-4 

(δH 8,18) com H-8 (δH 7,19, dd, J = 0,8 e 0,6 Hz) e com H-3 (δH 6,31, d, J = 9,5 

Hz), a presença de uma função oxigenada em C-5 desblindando H-4 e a 

presença de um anel furano não substituído é reconhecido através de um par de 

dubletos (J = 2,5 Hz) sendo que o sinal em δH 7,61 é relativo a H-2’ e o sinal em 

δH 6,99 é característico do próton H-3’. Todos estes dados foram confirmados 

com base nos mapas de correlações HSQC (FIGURA 4.27) e HMBC (FIGURA 

4.28). 

Analisando o mapa de correlações HMBC observaram-se as 

correlações do sinal em δH 6,31 (H-3) com o sinal de carbono em δC 160,8 e δC 

107,8 atribuídos aos carbonos C-2 e C-4a, respectivamente. O sinal do 

hidrogênio H-4 (δH 8,33) mostrou correlações com o sinal de C-2 (δC 160,8), 

com o sinal de C-8a (δC 153,7) e também foi observada a correlação de H-4 com 

um sinal de carbono em δC 148,9, característico de carbono sp2 oxigenado, 

atribuído ao carbono C-5. O sinal atribuído a H-8 (δH 7,19) mostrou correlação 

com o sinal do C-8a (δH 153,7), com o sinal do C-4a (δC 107,8), com os sinais 

de carbonos em δC 113,5 e δC 157,7 atribuídos aos carbonos C-6 e C-7, 

respectivamente. 
           

        

O

OR

H

107,8
157,7
113,5

153,7
107,8

160,8
O O

H

H148,9

153,7
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Através do mapa de correlações HMBC e HSQC confirmou-se que 

a substância 8 tratava-se de uma furocumarina linear através das correlações dos 

sinais relativos a H-2’(δH 7,61) e H-3’(δH 6,99) com os carbonos em δC 113,5 

(C-6)  e δC 157,7 (C-7).  

Os dados de RMN 1H da substância 8 diferem dos dados da 

cumarina oxipeucedanina nos sinais relativos ao grupo substituinte em C-5, 

sendo que para a substância 8 é observado dois sinais (dd) de hidrogênios 

diastereotópicos em δH 4,45 (J = 10,0 e 3,0 Hz) e δH 4,54 (J = 10,0 e 3,0 Hz), 

um multipleto em δH 3,91, um singleto largo em δH 2,81  e dois singletos em δH 

1,31 e δH 1,36 de metilas terciárias ligadas a carbono carbinólico. Através do 

espectro em 2D de correlação homonuclear de gCOSY 1H x 1H (FIGURA 4.26) 

pode-se ver o acoplamento entre os hidrogênios em δH 4,45 e δH 4,54 e deles 

com o hidrogênio em δH 3,91, sendo que também é observado o acoplamento 

deste último com o hidrogênio em δH 2,81. 

Através do mapa de correlações HSQC foi observado a correlação 

dos hidrogênios deste substituinte com os carbonos ligados diretamente a eles: 

os hidrogênios diastereotópicos em δH 4,45 e δH 4,54 se correlacionam com um 

carbono em δC 74,8; o sinal em δH 3,91 com o carbono em δC 72,1; a metila em 

δH 1,36 com o carbono em δC 26,4; a metila em δH 1,31 com o carbono em δC 

24,6; sendo que o sinal em δH 2,81 não apresentou correlação com nenhum 

átomo de carbono, podendo-se sugerir que o mesmo seria um hidrogênio de uma 

hidroxila. 

Através do mapa de correlações HMBC observa-se a correlação dos 

hidrogênios em δH 4,45 e δH 4,54 com o C-5 (δC 148,9) e com um carbono em 

δC 72,1, que foi atribuído ao C-3’’; é observado também a correlação dos sinais 

das metilas com os carbonos C-3’’ (δC 72,1) e  C-4’’ (δC 76,9) e a correlação 
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entre si das metilas. De acordo com estas correlações, pode-se determinar a 

estrutura do substituinte presente no C-5. 

6''

2''

3''

4''

5''

O

HO
OH

Ha

Hb O

HO
OH

Ha

Hb

5''

4''

3''
2''

6''

 
 A Identificação estrutural por RMN em 1D e 2D, não permitiram a 

Identificação da configuração do centro quiral de C-3’’. A configuração absoluta 

desta substância foi determinada como sendo a cumarina (+) prangol por 

comparação do seu valor de αD +21 com o valor descrito na literatura66. 
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TABELA 4.7 − Dados de RMN 1H e 13C da cumarina Prangol (8). 
C 8 

δH 
a mult                                              δC 

b 
8 (Lit.)67 

    δH 
a mult                                      δC 

b 
2 - 160,8 - 161,0 
3 6,31 (d, J = 9,5) 113,3 6,34 (d, J = 10,0) 113,5 
4 8,18 (dd, J = 9,6 e 0,8) 139,1 8,11 (d, J = 10,0) 139,1 
4a - 107,8 - 107,6 
5 - 148,9 - 148,5 
6 - 113,5 - 113,5 
7 - 157,7 - 157,7 
8 7,19 (dd, 0,8 e 0,6) 95,1 7,20 (s) 95,0 
8a - 153,7 - 153,7 
2’ 7,61 (d, J = 2,5) 145,5 7,63 (d, J = 2,5) 145,5 
3’ 6,99 (dd, J = 2,5 e 0,6) 104,1 7,03 (d, J = 2,5) 104,0 
1’’ - - - - 
2’’a 4,45 (dd, J = 10,0 e 3,0) 4,46 (dd, J = 10,0 e 3,0) 

2’’b 4,45 (dd, J = 10,0 e 3,0) 74,8 4,51 (dd, J = 10,0 e 3,0) 74,8 

3’’ 3,91 (m) 72,1 3,91 (m) 70,0 
OH-3’’ 2,81 (sl) - 2,81 (sl) - 

4’’ - 76,9 - 76,9 
5’’ 1,31 (s)* 24,6 1,31 (s) 24,6* 
6’’ 1,36 (s)* 26,4 1,36 (s) 26,2* 

 

a CDCl3, 400 MHz 
b CDCl3, 100 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz 

*Valores Intercambiáveis 
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FIGURA 4.25 − Espectro de RMN 1H de Prangol (8) (400 MHz). 
 
 

 
FIGURA 4.26 − Espectro de COSY de Prangol (8) (400 MHz). 
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FIGURA 4.27 − Espectro de HSQC de Prangol (8) (400 MHz). 
 

 
FIGURA 4.28 − Espectro de HMBC de Prangol (8) (400 MHz). 
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4.5.5 − Identificação estrutural das substâncias 9 e 10 

 

As furanocumarinas 9 e 10 foram isoladas conforme relatado na 

Parte Experimental da pág. 39 e apresentaram-se como sólidos cristalinos de 

coloração branca. 

OO

OCH3

O

2'

3'

2

3

7

6

8a

5 4

8

4a

OO O

OCH3

OCH3

2'

3'

2

3

7

6

8a

5 4

8

4a

9 10  
A análise do espectro de RMN 1H destas substâncias (FIGURA 

4.31) e (FIGURA 4.33) permitiram observar os sinais referentes aos 

hidrogênios H-4 e H-3 do anel lactônico em δH 7,75 (d, J = 9,5 Hz) e δH 6,35 (d, 

J = 9,5 Hz) para 9 e δH 8,11 (d, J = 9,3 Hz) e δH 6,28 (d, J = 9,3 Hz) para 10 e 

também os sinais característicos dos hidrogênios furânicos H-2’ e H-3’, através 

de um par de dubletos (J = 2,5 Hz), em δH 7,68 e δH 6,80 para 9 e δH 7,61 e δH 

6,99 para 10.   

A substância 9 também apresentou em seu espectro de RMN 1H 

(FIGURA 4.31) um singleto em δH 7,34 e outro em δH 4,28, integrando para 

três hidrogênios, característico do grupo metoxila. O singleto relativo ao 

hidrogênio aromático foi atribuído a H-5, pois caso a metoxila estivesse em C-5, 

esta tornaria o sinal de H-4 mais desblindado (conforme discutido anteriormente 

para a substância 7), já para o grupo metoxila existem duas possíveis 

orientações: encontrar-se em C-8, em uma furanocumarina linear e encontrar-se 

em C-6 em uma furanocumarina angular.    

O deslocamento químico do grupo 8-metoxil no espectro de RMN 
1H, em CDCl3, provém um rápido e conveniente meio para distinguir entre uma 

furanocumarina angular ou linear68, onde no primeiro caso o sinal relativo ao 
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grupo 6-metoxil é observado em aproximadamente δH 4,0 e quando se tem uma 

orientação linear do anel furano o deslocamento observado para o grupo 8-

metoxil é de aproximadamente δH 4,26. O grupo metoxila da substância 9 

encontra-se em δH 4,28, o que inferiu na presença de uma furanocumarina linear. 

 Então, a cumarina 9 foi identificada como a xantotoxina, através de 

comparação dos dados de RMN 1H e 13C desta substância, que estão ilustrados 

na  TABELA 9, juntamente com os dados encontrados na literatura69 e também 

a partir da análise por CG/EM, onde o pico referente ao íon molecular em m/z 

416 (FIGURA 4.29) conferiu com a sua fórmula molecular. O ESQUEMA 4.5 

apresenta propostas de fragmentação desta substância. 

A substância 10 apresentou em seu espectro de RMN 1H (4.33) 

além dos sinais relatados acima, um singleto em δH 4,16, integrando para seis 

hidrogênios, atribuído a duas metoxilas. A presença de uma metoxila em C-5 é 

facilmente observada através do deslocamento do sinal de H-4 em δH 8,11. A 

outra metoxila poderia ser encontrada em C-6 (anel furano angular) ou em C-8 

(anel furano linear). O efeito da orientação do anel furano no sinal do grupo 

metoxila também foi utilizado para se determinar a posição exata deste grupo na 

estrutura da molécula68. Em uma furanocumarina linear, com C-5 e C-8 

substituídos por metoxilas, o sinal relativo as duas metoxilas coalescem em um 

singleto em δH 4,10 e, em uma cumarina angular, com C-5 e C-6 substituídos 

por metoxilas, o sinal da metoxila em C-6 encontra-se δH 3,91 e o sinal da 

metoxila em C-6 encontra-se em δH 3,96. A posição da metoxila em C-8 

também pode ser deduzida através de comparação dos deslocamentos químicos 

de carbono. Metoxilas orto-dissubstituídas por oxigênio (furanocumarina linear) 

apresentam deslocamento em torno de δC 60,0, enquanto que em 

furanocurmarinas angulares o deslocamento químico deste carbono é observado 

em torno de  δC 55,0; através destas comparações, pode-se sugerir a presença de 

uma furanocumarina linear na substância analisada.   A estrutura da substância 

10 foi definida como sendo a cumarina isopimpenilina, confirmado através da 
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análise da fragmentação por CG/EM (ESQUEMA 4.6) e por comparação com 

os dados de RMN 1H e 13C de 10, que estão listados na TABELA 4.9, com os 

dados descritos na literatura70.  

TABELA 4.8 − Dados de RMN 1H e 13C isooxipeucedanina (9). 

C 9 
δH 

a mult                              δC 
b 

9 (Lit.)69 

δH 
a mult                              δC 

b 
2 - 160,3 - 160,4 
3 6,35 (d, J = 9,5) 114,8 6,35 (d, J = 9,5) 114,7 
4 7,75 (d, J = 9,5) 144,2 7,80 (d, J = 9,5) 144,3 
4a - 116,5 - 116,4 
5 7,34 (s) 112,9 7,36 (s) 112,9 
6 - 126,1 - 126,1 
7 - 147,8 - 147,6 
8 - 132,9 - 133,7 
8a - 143,1 - 142,9 
2’ 7,68 (d, J = 2,5) 146,6 7,69 (d, J = 2,2) 146,6 
3’ 6,80 (d, J = 2,5) 106,7 6,83 (d, J = 2,2) 106,7 

8-OCH3 4,28 (s) 61,3 4,28 (s) 61,3 
 

a CDCl3, 400 MHz 
b CDCl3, 100 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz 

TABELA 4.9 − Dados de RMN 1H e 13C isopimpenilina (10). 

C 10 
δH 

a mult                              δC 
b 

10 (Lit.)70 

δH 
a mult                              δC 

b 
2 - 160,5 - 160,8 
3 6,28 (d, J = 9,3) 112,9 6,29 (d, J = 9,5) 112,7 
4 8,11 (d, J = 9,3) 139,4 8,10 (d, J = 9,5) 139,9 
4a - 107,7 - 107,9 
5 - 144,3 - 144,5 
6 - 114,8 - 114,6 
7 - 150,0 - 149,6 
8 - 128,3 - 127,4 
8a - 143,7 - 143,3 
2’ 7,61 (d, J = 2,5) 145,2 7,59 (d, J = 2,5) 145,5 
3’ 6,99 (d, J = 2,5) 105,1 7,00 (d, J = 2,5) 105,3 

5-OCH3 4,16 (s) 61,7 4,16 (s) 61,5 

8-OCH3 4,16 (s) 60,8 4,16 (s) 61,0 

 

a CDCl3, 400 MHz 
b CDCl3, 100 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz 
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FIGURA 4.29 − Espectro de massas (IE = 70 e. V.) da Xantotoxina. 
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 ESQUEMA 4.5 − Proposta de fragmentação da substância 9. 

 

FIGURA 4.30 − Espectro de massas (IE = 70 e. V.) da Isopimpenilina. 
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ESQUEMA 4.6 − Proposta de fragmentação da substância 10. 

 

FIGURA 4.31 − Espectro de RMN 1H da substância 9. 
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FIGURA 4.32 − Espectro de RMN 13C da substância 9 (CDCl3, 50 MHz). 

 

FIGURA 4.33 − Espectro de RMN 1H da substância 10 (MeOD, 400 MHz). 
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FIGURA 4.34 − Espectro de RMN 13C da substância 10 (MeOD, 100 MHz). 

4.6 − Biogênese de cumarinas 
As cumarinas têm origem biossintética no ácido p-hidróxi-cinâmico 

(p-cumárico). Sua grande diversidade estrutural é devido principalmente a 

incorporação de unidades prenila. As prenilações nas posições 6 e 8 são comuns 

devido a presença da hidroxila na posição 7, que é um grupo orientador orto. 

Uma vez incorporado ao esqueleto cumarínico o grupo prenila pode sofrer um 

grande número de modificações secundárias, geralmente iniciadas com a 

epoxidação da ligação dupla da unidade prenila70.  
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4.6 − Flavonóides 

 

4.6.1 − Identificação estrutural da substância 11: 

 
Três flavonóides foram isolados de Euxylophora paraensis, sendo 

este o primeiro relato do isolamento desta classe nesta espécie. Suas estruturas 

foram determinadas através de RMN em uma e duas dimensões e por 

comparação com os dados descritos na literatura.  

O espectro de RMN 1H da substância 11 (FIGURA 4.35) 

apresentou um dubleto em δH 7,34 (J= 2,0 Hz) acoplando com um duplo dubleto 

em δH 7,31 (J= 8,0 e 2,0 Hz) e que por sua vez acopla com outro dubleto em δH 

6,91 (J= 8,0 Hz) o que evidencia um acoplamento meta entre os hidrogênios em 

δH 7,34 e δH 7,31, além deste último apresentar um acoplamento orto com o 

hidrogênio em δH 6,91, que foram atribuídos aos hidrogênios H-2’, H-6’ e H-5’, 

do anel B de um flavonóide. 

                                                             

3'
2'

1'
5'

4'

6'

H

H

H

7,34

6,91

7,31  
O espectro de HSQC (FIGURA 4.37) mostra a correlação dos 

hidrogênios em δH 7,34, δH 7,31 e δH 6,91 com os carbonos em δC 116,5 (C-2’), 

δC 123,0 (C-6’)  e δC 116,4 (C-5’), respectivamente. A análise do espectro de 

HMBC (FIGURA 4.38) mostra a correlação do sinal em δH 7,34 com os 

carbonos em δC 122,1, atribuído ao C-1’; δC 146,2, atribuído ao C-3’; δC 149,8, 

atribuído ao C-4’ e do duplo dubleto em δH 7,31 com os carbonos em δC 116,5 

(C-2’) e δC 149,8 (C-4’); e finalmente o dubleto em δH 6,91 com os carbonos em 

δC 122,1 (C-1’); δC 146,2 (C-2’); δC 149,8(C-3’). A presença destas correlações 
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e a correlação do hidrogênio em δH 7,34 com um carbono em δC 158,9, 

deslocamento este característico do carbono-β de um sistema carbonila α-β 

insaturada, podendo-se afirmar então que estes são os hidrogênios 2’, 5’ e 6’ do 

anel B de uma flavona.  

3'2'

2

3

1'
5'

4'

6'
O

OR

OR

O

H

H

H

3'2'

2

3

1'
5'

4'

6'
O

OR

OR

O

H

H

H

 
     

Ainda no espectro de RMN 1H (FIGURA 4.38) tem-se um par de 

dubletos com J = 2,0 Hz em δH 6,37 e δH 6,20. O espectro de HSQC (FIGURA 

4.37) mostrou a correlação do hidrogênio em δH 6,37 com o carbono em δC 94,7 

e também mostrou a correlação do hidrogênio em δH 6,20 com o carbono em δC 

99,8. Através do espectro de HMBC (FIGURA 4.38) podem-se verificar a 

correlação do hidrogênio em δH 6,37 com os carbonos em δC 165,8, atribuído ao 

C-7; δC 99,8 (C-6); δC 105,9, atribuído ao C-10 e δC 159,0 atribuído ao C-9 e a 

correlação do hidrogênio em δH 6,20 com os carbonos em δC 165,8 (C-7); 163,2 

(C-5); δC 94,7 (C-8) e δC 105,9 (C-10). A observação destas correlações permite 

atribuir estes sinais aos hidrogênios 6 e 8 do anel A de uma flavona.  

 

 

 

 

 

Voltando ao espectro de RMN 1H (FIGURA 4.35), a observação de 

sinais entre δH 3,0-4,4 sugerem a presença de uma unidade de açúcar, onde o 
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dubleto em δH 0,94 (3H, H-6’’, J= 5,6 Hz) é característico da metila de uma 

unidade de ramnose. 

A estereoquímica do carbono anomérico da ramnose foi 

determinada basicamente por dados comparativos60, sabendo-se que quando o 

flavonol liga-se ao açúcar pela face α, o anel B é impedido de assumir a 

coplanaridade com o anel C, devido ao efeito estérico, o que faz com que haja 

uma diminuição da conjugação com o C-1’, assumindo então um deslocamento 

químico em torno de δC 130. No entanto, quando o flavanol liga-se pela face β 

do açúcar é possível haver conjugação entre os anéis C e B e o C-1’ passa a ter 

deslocamento químico em torno de δC 120 quando o espectro é obtido metanol 

deuterado60.  

O espectro em 2D de correlação homonuclear de gCOSY 1H x 1H 

(FIGURA 4.36) foi usado para confirmação das interações spin-spin dos átomos 

de hidrogênios presentes no anel da ramnose. As interações entre os sinais 

destes hidrogênios encontram-se indicadas abaixo. 

OH OH

H

O
OH

H
H

H
H

CH3 OH OH

H

O
OH

H
H

H
H

CH3
5,35

3,33

3,74

3,41

0,94

4,22

 
Para se determinar a posição na qual o glicosídeo está ligado na 

aglicona, utilizou-se a correlação no espectro de HMBC (FIGURA 4.38) do 

hidrogênio anomérico com um carbono em δC 136,0 que foi atribuído ao C-3 do 

anel C da flavona, pois era o único que faltava ser atribuído. Os substituintes nos 

carbonos C-5, C-7, C-3’ e C-4’ da flavona são hidroxilas, devido a ausência de 

sinais característicos de metoxilas na região entre 3,5-4,5 ppm no espectro de 

RMN 1H (FIGURA 4.35) e a substância é conhecida como Quercetina-3-β-O-

raminosídeo.   
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TABELA 4.10 − Dados de RMN 1H e 13C de Quercetina-3-β-O-raminosídeo 

(11) juntamente com os dados descritos na literatura71 para 11. 
C 11 

           δH a mult                     δC 
b 

                          11 (Lit.)71 

           δH a mult                     δC 
b 

2 - 158,9 - 159,0 
3 - 136,0 - 136,5 
4 - - - 179,8 
4a - 105,9 - 106,0 
5 - 163,2 - 163,4 
6 6,20 d (2,0) 99,8 6,20 d (2,2) 100,0 
7 - 165,8 - 166,0 
8 6,37 d (2,0) 94,7 6,37 d (2,2) 94,9 
8a - 159,0 - 158,7 
1’ - 122,1 - 122.2 
2’ 7,34 d (2,0) 116,5  7,30 d (2,2) 116,5 
3’ - 146,2 - 147,0 
4’ - 149,8 - 149,8 
5’ 6,91 d (8,0) 116,4 6,91 d (8,4) 116,6 
6’ 7,31 dd (8,0 e 2,0) 123,0 7,31 dd (8,4 e 2,0) 123,0 
1’’ 5,34 d (1,8) 103,5 5,35 d (1,7) 103,8 
2’’ 4,22 dd (3,2 e 1,8) 71,2 4,21 dd (3,3 e 1,7) 71,6 
3’’ 3,74 dd (9,4 e 3,2) 72,2 3,74 dd (9,3 e 3,3) 72,2 
4’’ 3,33 dl (9,4) 73,0 3,30 dd (9,5 e 6,1) 72,3 
5’’ 3,41 m  71,8 3,40 dd (9,5 e 9,3) 72,0 
6’’ 0,94 d (5,6) 17,9 0,94 d (6,1) 17,8 

 

a MeOD, 400MHz 
b MeOD, 200MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz. 

Quercetina-3-β-O-raminosídeo 
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FIGURA 4.35 – Espectro de RMN 1H da quercetina-3-β-O-raminosídeo (11) 
(400 MHz, MeOD). 
 
 

 
FIGURA 4.36 − Espectro de COSY da quercetina-3-β-O-raminosídeo (11) (400 
MHz). 

H-2’ 

H-6’ 
H-5’
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FIGURA 4.37 − Espectro de HSQC da quercetina-3-β-O-raminosídeo (11) (400 
MHz). 
 

 
FIGURA 4.38 − Espectro de HMBC da quercetina-3-β-O-raminosídeo (11) 
(400 MHz). 
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4.6.2 − Identificação estrutural da substância 12: 

 
A substância 12 apresentou-se como um sólido amorfo de coloração 

alaranjada, sendo isolada das folhas de E. paraensis. 

O espectro de RMN 1H (FIGURA 4.39) mostra um singleto em δH 

6,95 integrando para dois hidrogênios, que é característico dos hidrogênios H-2’ 

e H-6’ do anel B de uma flavona e a equivalência dos mesmos é ocasionada pela 

livre rotação do anel. A presença de um par de dubletos com J= 2,0 Hz em δH 

6,42 e δH 6,20 correspondem aos sinais dos hidrogênios H-8 e H-6, 

respectivamente, mantendo o mesmo padrão de substituição para o anel A 

descrito anteriormente. A observação de sinais entre δH 3,0-4,4 sugerem a 

presença de uma unidade de açúcar, onde o dubleto em δH 0,96 (3H, H-6’’, J= 

6,0 Hz) é característico da metila de uma unidade de ramnose e o dubleto em δH 

5,31 (H-1’’, J= 2,8 Hz) corresponde ao hidrogênio anomérico.  

No espectro de RMN 13C (FIGURA 4.40) foram observados 21 

sinais, que somados aos dados anteriores e em comparação com a literatura72 

levaram a flavona miricetina-3-β-O-raminosídeo como sendo a substância 12.  
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TABELA 4.11 − Dados de RMN 1H e 13C de Miricetina-3-β-O-raminosídeo 
(12) juntamente com os dados descritos na literatura72 para 12. 
 

C 12 
           δH a mult                     δC 

b 
12 (Lit.)72 

           δH a mult                     δC 
b 

2 - 159,6 - 159,2 
3 - 136,5 - 136,1 
4 - 179,8 - 179,5 
4a - 106,0 - 105,6 
5 - 163,4 - 163,1 
6 6,20 d (2,0) 100,0 6,19 d (2,3) 99,7 
7 - 166,3 - 164,0 
8 6,42 d (2,0) 94,9 6,35 d (2,3) 94,6 
8a - 158,7 - 158,4 
1’ - 122,1 - 121,7 
2’ 6,95 s 109,7  6,94 s  109,4 
3’ - 147,0 - 146,7 
4’ - 138,1 - 137,7 
5’ - 147,0 - 146,7 
6’ 6,95 s 108,5 6,94  s 109,4 
1’’ 5,31 d (2,0) 103,8 5,30 d (1,8) 103,5 
2’’ 4,21 dd (3,2 e 1,8) 71,8 4,21 dd (3,2 e 1,8) 71,7 
3’’ 3,78 dd (9,2 e 3,2) 72,2 3,78 dd (9,2 e 3,2) 72,0 
4’’ 3,33 t (9,2) 72,3 3,33 t (9,2) 73,2 
5’’ 3,51 m  72,0 3,51 dq (9,2 e 6,4) 71,9 
6’’ 0,94 d (5,6) 17,8 0,95 d (6,4) 17,5 

 
a MeOD, 400 MHz 
b MeOD, 100 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz 
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FIGURA 4.39 − Espectro de RMN 1H da Miricetina-3-β-O-raminosídeo (12) 
(400 MHz, MeOD). 
 
 

 
FIGURA 4.40 − Espectro de RMN 13C da Miricetina-3-β-O-raminosídeo (12) 
(100 MHz, MeOD). 
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4.6.3 − Identificação estrutural da substância 13: 
A análise dos espectros de RMN 1H e 13C permitiu caracterizar a 

substância 13 como a flavanona Hesperidina. A confirmação desta estrutura foi 

obtida através de comparação dos deslocamentos químicos com valores 

descritos na literatura. 

O espectro de RMN de 1H (FIGURA 4.41) apresenta os seguintes 

sinais na região de hidrogênios alifáticos: δH 3,14 (dd, J = 14,0 e 12,6 Hz), δH 

2,72 (dd, J=14,0 e 3,0 Hz) e um dd em δH 5,38 (J = 12,6 e 3,0 Hz), que foram 

atribuídos aos hidrogênios H-3ax, H-3eq e H-2, respectivamente, do anel C de 

uma flavanona. O espectro de RMN 13C (FIGURA 4.42) corrobora com o 

exposto anteriormente, uma vez que apresenta sinais de uma carbonila referente 

ao C-4 em δC 197,4 e o CH2 em δC 42,3 referente ao C-3 da flavanona.   

A presença de anel A 5,7-dioxigenado foi reconhecida pelos dois 

singletos largos em δH 6,05 (H-6) e 6,91 (H-8) revelados pelo espectro de RMN 
1H. O sinal do grupo metoxila foi observado em δH 3,86. A presença de dois 

resíduos de açúcar na estrutura desta substância foi confirmada devido a 

presença dos sinais em δH 4,50 (s) e δH 4,98 (d, J = 8,0 Hz) que são 

característicos de hidrogênios anoméricos atribuídos a H-1’’’ e H-1’’, 

respectivamente. Os demais hidrogênios carbinólicos da unidade glucosídica 

estão entre δH 3,20-3,90 e o dubleto em δH 0,96 (3H, H-6’’, J= 6,0 Hz) é 

correlacionado a metila de uma unidade de ramnose. O sinal múltiplo em δH 

6,95 foi correlacionado com os hidrogênios aromáticos H-2’, H-5’ e H-6’, 

sugerindo a presença no anel B de 3’-hidroxi-4’-metoxi- ou 4’-hidroxi-3’-

metoxi-. Outros sinais observados no espectro foram atribuídos aos hidrogênios 

HO-3’ (δH 9,14), HO-5 (δH 12,00, hidroxila quelatogênica). A principal 

dificuldade enfrentada para caracterizar a estrutura deste flavonóide glucosilado, 

utilizando principalmente os dados de RMN 13C (FIGURA 4.42), envolveu a 

confirmação dos grupos hidroxílicos e metoxílicos nos átomos de carbono C-3’ 

e C-4’, podendo a aglicona correspondente ser caracterizada hesperidina (3’,5,7-
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triidroxi-4’-metoxiflavanona) ou seu isômero homoeriodictiol (4’,5,7-triidroxi-

3’-metoxiflavanona). A comparação dos δC (em DMSO) dos átomos de carbono 

quaternários C-1’ (δC 131,0), C-3’ (δC 146,1), C-4’ (δC 148,0) e metínicos CH-2’ 

(δC 114,2), CH-5’ (δC 112,0), CH-6’ (δC 118,0) da flavanona glucosídica isolada 

com dados descritos na literatura para a hesperidina revelou dados praticamente 

idênticos, mostrando ser a mesma substância73.  
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TABELA 4.12 − Dados de RMN 1H e 13C de Hesperidina (13) juntamente com 
os dados descritos na literatura73 para 13. 

C 13 
           δH a mult                     δC 

b 
13 (Lit.)73 

           δH a mult                     δC 
b 

4 - 197,4 - 197,1 
5 - 165,4 - 165,3 
7 - 163,3 - 163,2 
9 - 162,8 - 162,6 
10 - 103,6 - 103,5 
1’ - 131,0 - 131,0 
3’ - 146,1 - 146,2 
4’ - 148,0 - 148,1 

       CH 
2 5,38 dd (12,6 e 3,0) 78,8 5,50 dl (9,0) 78,6 
6 6,05 sl 96,8  6,50 sl  96,8 
8 6,91 sl 95,9 6,91 sl 95,7 
2’ 6,95 m 114,2 6,75-6,95 m 114,3 
5’ 6,95 m 112,0 6,75-6,95 m 112,0 
6’ 6,95 m 118,0 6,75-6,95 m 118,1 
1’’ 4,98 d (1,8) 100,9 4,98 d (8,0) 100,7 
2’’ 3,20-4,90 m 73,3 3,20-3,90 m 73,1 
3’’ 3,20-4,90 m 76,6 3,20-3,90 m 76,4 
4’’ 3,20-4,90 m 69,9 3,20-3,90 m 69,9 
5’’ 3,20-4,90 m 75,7 3,20-3,90 m 75,6 
1’’’ 4,50 s 99,8 4,50 s 99,8 
2’’’ 3,20-4,90 m 70,6 4,50 s 70,6 
3’’’ 3,20-4,90 m 71,1 3,20-3,90 m 70,9 
4’’’ 3,20-4,90 m 72,5 3,20-3,90 m 72,3 
5’’’ 3,20-4,90 m 68,7 3,20-3,90 m 68,4 

      CH2 
3 ax 3,14 dd (14,0 e 12,6) 2,50-2,90 m 
3 eq 2,72 dd (14,0 e 3,0) 42,3 2,50-2,90 m 42,1 

6’’ 3,20-4,90 m 66,4 3,20-3,90 m 66,5 
       CH3 

6’’’ 0,96 d (6,0) 18,2 1,10 d (6,8) 17,9 
MeO-4’ 3,86 s 56,0 3,85 s 55,9 
HO-5 12,00 s - 12,00 s - 
HO-3’ 9,14 s - 9,10 s - 

 
a DMSO, 400 MHz 
b DMSO, 200 MHz 

Valores de J, entre parênteses, em Hz 
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FIGURA 4.41 − Espectro de RMN 1H da hesperidina (13) (400 MHz, DMSO). 
 
 

 
 
FIGURA 4.42 − Espectro de RMN 13C da hesperidina (13) (100 MHz, DMSO). 
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5.1 − Procedimento Experimental 
 

Os ensaios biológicos foram realizados no Núcleo de Estudos em 

Química Medicinal − NEQUIMED-PN, do Instituto de Química de São Carlos − 

USP. 

 

5.1.1 − Materiais  

 
• D,L-gliceraldeído-3-fosfato (G3P) da Sigma Aldrich (USA);  

• Trietanolamina hidroclorídrico (TEA-HCl) da Sigma Aldrich 

(USA); 

• Ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) da Sigma Aldrich 

(USA);  

• β-mercaptoetanol (G3P) da Sigma Aldrich (USA); 

• Arseniato de sódio hepta-hidratado (Na2HAsO4.7H2O) da Sigma 

Aldrich (USA); 

• Nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) da Sigma Aldrich 

(USA); 

• Dimetilsulfóxido (DMSO) (99%) da Sigma Aldrich (USA); 

 

A preparação e a purificação da enzima glicossomal gliceraldeído-

3-fosfato desdrogenase (GAPDH) foram realizadas pelo grupo de Química 

Medicinal e Computacional, Centro de Biotecnologia Molecular Estrutural –

CBME do Instituto de Física de São Carlos – USP conforme descrito na 

literatura77.  
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5.1.2 − Equipamentos 

 

• Programa computacional GRID-Volsurf NEQUIMED-PN, IQSC-

USP ; 

• Termostatizador-Desgaseificador (ThermoVac, MicroCal) – 

NEQUIMED-PN, IQSC-USP; 

• Calorímetro VP-ITC (MicroCal, Northampton, USA) – 

NEQUIMED-PN, IQSC-USP. 

 

5.1.3 − Pré-seleção de substâncias potencialmente ativas através 

de métodos computacionais.  
 

A triagem virtual das substâncias isoladas de Euxylophora 

paraensis foi realizada utilizando o método computacional Volsurf. Através do 

cálculo da superfície de descritores foi analisada a afinidade ligante entre a 

enzima (GAPDH) e as substâncias investigadas. Para explorar a relação 

existente entre a estrutura das mesmas e a atividade biológica foram utilizadas as 

sondas: água, hidrofóbica e carbonila. A análise quimiométrica destes resultados 

gerou a resposta por componentes principais. 

 

5.1.4 − Ensaio de inibição enzimática por titulação calorimétrica 

isotérmica (ITC) 

 
Os ensaios de inibição enzimática foram realizados em um 

calorímetro (VP-ITC), através de uma titulação isotérmica. A cela de amostra 

foi preenchida com o tampão TEA-HCl 100 mM pH 7,5, β-mercaptoetanol 1,0 

mM, NaHSO4.7H2O 30 mM, GAPDH 10 nM, NAD+ 1,5 mM e DMSO 5% 

(v/v). A seringa foi preenchida com a solução de G3P no mesmo tampão da cela 
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de amostra. Titulou-se a solução de G3P na solução contendo a enzima através 

de 20 injeções consecutivas de 4 µL, com um intervalo entre as injeções de 60 

segundos. 

Um experimento controle foi realizado anteriormente a cada ensaio 

de inibição, logo em seguida, sob as mesmas condições experimentais o ensaio 

de inibição foi realizado adicionando-se conjuntamente na cela de amostra o 

composto a ser testado contra a enzima em uma concentração de 50 µL. O 

DMSO foi utilizado como co-solvente para solubilizar as substâncias testadas 

como inibidores enzimáticos e também foi adicionado nos experimentos 

controle (sem adição de inibidor). Tanto o ensaio controle quanto o ensaio de 

inibição foram realizados em triplicata. 

 

5.2 − Resultados e discussão 

 

5.2.1 − Pré-seleção de substâncias potencialmente ativas através 

de métodos computacionais. 
 

Um conjunto de 94 descritores foram gerados automaticamente a 

partir da estrutura tridimensional das substâncias isoladas de E. paraensis, 

utilizando o programa Volsurf 3.037. A sonda água foi usada para simular o 

processo de solvatação-desolvatação, enquanto que a sonda hidrofóbica e a 

carbonila foram usadas para simular interações fármaco-membrana. 

As propriedades farmacocinéticas de um fármaco freqüentemente 

dependem de uma variedade de parâmetros físico-químicos e, nesse sentido, 

requer uma descrição estatística multivariada. Análise por componentes 

principais (PCA) é a ferramenta quimiométrica mais comum para extrair e 

racionalizar as informações obtidas através de descrição multivariada de 

sistemas biológicos74. 



   Ensaio Biológico 

 124

Com a aplicação da técnica estatística PCA foi possível considerar 

todos os descritores originais no tratamento estatístico e visualizar a resposta em 

um gráfico em duas dimensões, reduzindo a complexidade da matriz de dados.  

Cada molécula é representada por um ponto no espaço 

bidimensional (PC1 x PC2) e as variáveis analisadas pelo programa Volsurf 

relatam propriedades fármaco-cinéticas. Assim, compostos próximos neste 

espaço bidimensional irão apresentar tendências similares nas propriedades 

fármaco-cinéticas, enquanto que compostos distantes tendem a se diferenciarem 

nestas propriedades.  

  Neste trabalho, primeiramente teve-se a análise do comportamento 

inibitório de um conjunto de substâncias, tratadas por PCA (FIGURA 5.1), 

frente a enzima GAPDH, com mais de 123 compostos, publicados 

anteriormente75, de diversas classes: nucleosídeos (representados por pontos 

pretos), cumarinas (pontos vermelhos) e flavonóides (pontos verdes). Em 

estudos anteriores75, foi observado que os nucleosídeos, aqui denominados N25, 

N26 e N27 foram os compostos experimentalmente avaliados mais potentes 

frente a enzima GAPDH e os menos potentes estão situados na região de baixos 

valores de PC1. Esta classificação é de grande interesse, visto que PCA não 

considera explicitamente a atividade destes compostos, mas foi hábil em agrupar 

as moléculas de tal maneira que a atividade biológica frente a enzima foi 

reconhecida, sendo que os compostos agrupados na região de altos valores de 

PC1 são os potencialmente mais ativos75.  

Baseado nestes resultados, fez-se a projeção externa das moléculas 

isoladas de E. paraensis neste modelo. O critério de seleção utilizado na seleção 

das substâncias potencialmente mais ativas foi a localização destas substâncias 

no gráfico PC1 X PC 2 (FIGURA 5.1). As substâncias representadas por pontos 

azuis neste gráfico foram as isoladas da planta em estudo e entre elas, as 

agrupadas em altos valores de PC1 foram as selecionadas. Também foi testada 

biologicamente uma substância localizada na região de compostos menos 
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potentes com a finalidade de se validar o método de pré-seleção escolhido. De 

acordo com esta pré-seleção, foram testadas biologicamente as seguintes 

substâncias: Hesperidina (6); Quercetina-3-β-O-raminosídeo (17); Limonina 

(10); Prangol (14) e Marmesina (12) para validação do método.  

  

 
FIGURA 5.1 − Gráfico de escores (PCA) de predição externa das substâncias 
isoladas de E. paraensis (em azul) contra o banco de dados de 123 moléculas 
ativas contra a GAPDH. 
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5.2.2 − Ensaio de inibição enzimática por titulação calorimétrica 

isotérmica (ITC) 
 

Os compostos escolhidos são pertencentes a diversas classes 

químicas e as suas estruturas, bem como as numerações atribuídas no gráfico de 

escores (PCA) da FIGURA 5.1 estão representadas na FIGURA 5.2. 
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FIGURA 5.2 − Representação das estruturas químicas dos compostos testados 
contra a enzima GAPDH por ITC. 

 

Através de estudos anteriores50, foi observado que a presença de 

DMSO, utilizado como co-solvente, aumenta a capacidade catalítica da enzima, 

devido a isto o co-solvente também foi adicionado nos experimentos controle 

(sem adição de inibidor). Também foi observado, perda na atividade catalítica 

da enzima GAPDH em função do tempo de estocagem. Isso representa um 

problema na avaliação da inibição enzimática, pois substâncias testadas em 
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diferentes dias ou usando diferentes preparações enzimáticas, podem gerar 

dados não comparáveis, devido à incerteza da velocidade catalítica, se esta foi 

ou não alterada em função da perda da atividade da enzima ou pela presença do 

inibidor. 

O método utilizado para resolver este problema foi realizar um 

experimento controle na ausência do inibidor previamente ao teste de inibição, 

assim a constante de inibição (KI) é calculada em relação a esse experimento.  

Estabelecido as condições necessárias para os experimentos, 

realizaram-se os estudos de inibição com os compostos selecionados. A 

FIGURA 5.3 mostra as curvas de Michaelis-Menten para cada substância. 

 

                                          
FIGURA 5.3 − Curvas de Michaelis-Menten. As curvas controle de cada 
experimento são apresentadas junto com as curvas na presença das substâncias 
selecionadas. A concentração dos inibidores foi mantida em 50 µM. 

Prangol 
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Através da análise gráfica das curvas de Michaelis-Menten 

apresentadas na FIGURA 5.3, pode-se observar a alteração na curva hiperbólica 

gerada na presença das seguintes substâncias: Limonina, Quercetina-3-β-O-

raminosídeo e Prangol, quando comparada com a curva do experimento 

controle. As curvas obtidas na presença da marmesina e hesperidina 

mantiveram-se inalteradas, indicando que estas substâncias não inibem a 

atividade da enzima GAPDH. 

Para as substâncias que alteraram a cinética enzimática foram 

obtidos os valores dos parâmetros de atividade enzimática (KM e Vmax) por ajuste 

não linear das curvas de Michaelis-Menten (TABELA 5.1). Considerando a 

faixa de erro experimental, verificou-se para as três substâncias que inibiram a 

atividade enzimática um aumento no valor da constante de Michaelis-Menten 

(KM) enquanto a velocidade máxima (Vmax) permaneceu constante, o que é 

característico de um mecanismo competitivo de inibição enzimática. 

 

TABELA 5. 1 − Valores de KM e Vmax para as substâncias ativas contra a 
enzima GAPDH através de um mecanismo competitivo.  
 

 
       KM (µM) VMAX (.10-4mM.s-1) Mecanismo 

Controle 1 6,67 ± 0,51 5,97 ± 0,76 

Limonina 10,14 ± 0,71 6,03 ± 0,94 
Competitivo 

Controle 2 8,59 ± 0,70 7,46 ± 1,18  

Quercetina 29,79 ± 5,42 8,67 ± 2,23 
Competitivo 

Controle 3 9,18 ± 0,38 6,84 ± 0,87 

Prangol 19,12 ± 2,78 7,52 ± 0,35 
Competitivo 

 
 

Conhecendo-se o mecanismo de atuação (competitivo) das 

substâncias: limonina, quercetina-3-β-O-raminosídeo e  prangol frente à enzima, 
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pode-se calcular os valores das constantes de inibição (KI), apresentados na 

TABELA 5.2. 

 

TABELA 5.2 − Valores de KI para as substâncias testadas contra a enzima 
GAPDH.  
 

Substância KI (µM) 

Limonina 91,8 ± 18,08 

Quercetina 167,6 ± 75,06 

Prangol 384,8 ± 145,05 

Marmesina Não inibiu 

Hesperidina Não inibiu 

 

Os valores de KI, constante de dissociação do complexo Enzima-

Inibidor (EI), das substancias testadas mostraram que a limonina apresentou o 

maior potencial de inibição, porém ainda pequeno quando comparado com 

outros produtos naturais testados, como por exemplo, a substância mangiferina 

que apresentou valor de KI da ordem de 20,1 µM, considerado um bom 

inibidor50. 

As posições das substâncias testadas no gráfico de escores de PCA 

(FIGURA 5.1) estão diretamente relacionadas ao seu potencial de inibição, pois 

quanto mais próximas de substâncias fortemente inibidoras78 (nucleosídeos N25, 

N26 e N27) maior sua atividade frente à enzima e menor o seu KI, exceto a 

hesperidina que não apresentou atividade. 

Estes nucleosídeos são relatados78 como fortes inibidores por 

apresentarem baixos valores de IC50 (concentração de inibidor necessária para 

inibir 50% da atividade da enzima) e suas estruturas químicas e valores IC50 

estão apresentados na FIGURA 5.4. 
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Não há relatos na literatura em testes de inibição para a limonina, a 

substância mais ativa, no entanto a quercetina foi testada, in vivo, diretamente 

contra o parasito na forma tripomastigota, onde o valor de IC50 determinado foi 

de 187 µM76. Esse estudo não traz informações a respeito do mecanismo de ação 

da substância. Deste modo, através do teste de inibição da GAPDH, pode-se 

inferir que há a possibilidade da quercetina agir na via glicolítica do parasito. 

 
FIGURA 5.4 − Representação das estruturas químicas dos Nucleosídeos N25, 
N26 e N2775. 
 

Apesar da pequena atividade das substâncias testadas frente à 

enzima GAPDH, vários flavonóides glicosilados têm apresentado atividade 

contra esta enzima de T. cruzi75. O grupamento glicosídico destas moléculas 

confere uma maior solubilidade do composto em água, sendo uma boa 

alternativa na otimização de propriedades farmacocinéticas dos compostos. 

Além disto, nucleosídeos como N27 (FIGURA 5.4) apresentam propriedades 

farmacocinéticas inadequadas para a sua utilização como fármaco de acordo 
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com a regra dos cinco79, que estabelece alguns parâmetros estruturais relevantes 

para a predição teórica do perfil de biodisponibilidade oral. A regra foi 

formulada por Christopher A. Lipinski, em 1997, baseado na observação de que 

a maior parte dos medicamentos são moléculas lipofílicas e relativamente 

pequenas. 

Desta forma, torna-se viável a otimização das substâncias mais 

ativas isoladas da planta em estudo (com utilização previa de métodos de 

modelagem molecular que faz a relação quantitativa entre a estrutura química e 

a atividade biológica – QSAR, por exemplo), pois estes compostos abrem 

caminho e direcionam os estudos futuros para a obtenção de promissores 

fármacos antichagásicos. 
 



Conclusão 
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O estudo químico de Euxylophora paraensis proporcionou o 

isolamento de 15 substâncias pertencentes a diversas classes de metabólitos 

secundários como esteróides, cumarinas, alcalóides, limonóides e flavonóides, o 

que contribui com o conhecimento do perfil químico do gênero, confirmando a 

classificação desta espécie junto à família Rutaceae. O isolamento de 

flavonóides é pela primeira vez descrita para o gênero Euxylophora.  

De acordo com levantamento bibliográfico9-18, foram isolados desta 

espécie vários alcalóides, sendo eles do tipo: 2-quinolona, 

indolopiridoquinazonolínico, bisquinolona e furoquinolínico, pág. 4-6, dos quais 

apenas os alcalóides N-metilflindersina e esquimianina foram re-isolados através 

deste estudo. O isolamento de alcalóides do tipo bisquinolona, onde a única 

diferença é a configuração dos hidrogênios de junção de anel, leva à questão: os 

dímeros A-D (FIGURA 6.1) são produtos naturais ou artefatos? 

A formação destes dímeros, oriundos do composto N-

metilflindersina que é encontrado em grande quantidade nesta planta, pode 

ocorrer durante a extração ou nos procedimentos de isolamento, devido à 

ausência de controle enzimático, justificando o fato de não ter sido encontrado 

dímeros neste estudo. 
         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6.1 − Estrutura dos dímeros isolados de E. paraensis. 

 

N-metilflindersina 
Dímero A – H-6a (α); H-16a (α) 
Dímero B – H-6a (α); H-16a (β) 
Dímero C – H-6a (β); H-16a (β) 
Dímero D – H-6a (β); H-16a (α) 
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O isolamento de cumarinas nesta espécie foi anteriormente relatado 

apenas com a identificação das substâncias: marmesina e 8-metoximarmesina 

em mistura19. No entanto, com este estudo observaram-se uma grande 

quantidade e diversidade de cumarinas, sendo a classe de metabólitos 

secundários mais presentes nesta espécie. Para justificar este fato, existem 

evidências de que as plantas das famílias Rutaceae e Umbeliferaceae contêm em 

grande quantidade os glicosídeos (E) e (Z)-2-ácido cumárico (Figura 6.2) e as 

cumarinas somente são formadas através de uma hidrólise enzimática e 

lactonização quando se tem danos nos tecidos das plantas, que pode ocorrer 

durante a colheita ou sob condições de ataques de herbívoros57. Devido ao 

isolamento de uma variedade de substâncias desta classe, pode-se sugerir que as 

mesmas foram produzidas como resposta da planta ao ambiente e mascararam 

outros possíveis metabólitos que estavam presentes em menor quantidade. 

CO2H

OGlc

CO2H
OGlc O O

Cumarina

Ácido (E)-2-Cumárico Glicosídeo

Ácido (Z)-2-Cumárico Glicosídeo

Hidrólise Enzimática

 

Figura 6.2 − Estrutura das substâncias envolvidas na produção de cumarinasre. 

 

O isolamento dos esteróides sitosterol, estigmasterol e campesterol 

também é inédito no gênero, sendo que os mesmos foram isolados das folhas 

desta espécie, parte da planta que ainda não havia sido estudada. 

Este presente trabalho teve como finalidade dar uma contribuição 

para o processo de descoberta e desenvolvimento de um novo fármaco contra a 
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doença de Chagas, através da inibição de uma das enzimas-chave da via 

glicolítica do T. cruzi, o agente causador da doença. 

Os compostos testados biologicamente foram selecionados a partir 

de uma abordagem computacional, utilizando o programa Volsurf 3.0 onde foi 

obtido um considerável índice de predição, mostrando ser uma ferramenta útil 

para a seleção de moléculas bioativas.   

O método escolhido para os bioensaios foi a Titulação 

Calorimétrica Isotérmica ultra-sensível, uma técnica reprodutível e acurada que 

forneceu informações termodinâmicas e cinéticas sobre as interações enzima 

alvo-inibidor. Neste ensaio cinético, foi possível determinar as constantes de 

Michaelis-Menten (kI e KM) e desta forma monitorar a atividade enzimática, 

através de um único experimento. 

Após a pré-seleção das moléculas isoladas de E. paraensis, cinco 

compostos foram testados para a determinação de KI. A hesperidina e a 

marmesina não apresentaram atividade frente à enzima e as substâncias 

limonina,  quercetina-3-β-O-L-raminosídeo e prangol apresentaram constantes 

de inibição variando entre 91,8 (±18,08) e 384,8 (±145,05) µM. 

Uma das perspectivas deste trabalho estabelece-se pela 

possibilidade de que futuramente o método calorimétrico proposto seja 

amplamente empregado no planejamento de novos inibidores, pois o 

desenvolvimento de novos fármacos antichagásicos requer a utilização de 

modelos experimentais adequados bem como a padronização de protocolos de 

ensaio in vitro. Caso contrário, continuar-se-á a despender muito esforço em 

estudos experimentais sem se chegar a um fármaco que possa ser posteriormente 

submetido a ensaios clínicos. 
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