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RESUMO

NASCIMENTO, Ildomar Alves do. Estudo Fitoquimico de Mimosa artemisiana Heringer e
Paula. 2013. 169p Tese (Doutorado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de Ciéncias

Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2013.

Esta ¢ a primeira investigagdo fitoquimica de Mimosa artemisiana (Leguminosae-
Mimosoideae). A espécie foi coletada em Paracambi, RJ. Descreve-se o isolamento e
identificacdo das susbstancias quercetrina, miricetrina, 3,5,4 '-triidroxi-6,7-dimetoxiflavona
(6,7-dimetilcanferol), flavonolignanas dos extratos de folhas; e 3-O-B-D-glucopiranosil
sitosterol, lupeol, sitostenona, estigmastenona, campestenona, sitosterol, estigmasterol,
campesterol, metil-indol-3-carboxilato e indol-3-carboxaldeido dos extratos da madeira desta
planta. Este ¢ o primeiro registro de 6,7-dimetoxi, 4'-hidroxi-flavona e os flavonolignanas
neste género. O isolamento de todos os metabolitos foi realizado por meio de métodos
cromatograficos e as estruturas foram elucidadas com base nos espectros de IV, massas, RMN
'H, °C e comparagiio com os dados da literatura e analise de CG-EM de misturas.

Palavras-chave: Mimosa artemisiana, flavonoides, flavonolignanas
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Ildomar Alves do Nascimento. Phytochemical Study of Mimosa
artemisiana Heringer e Paula. 2013. 169p. Thesis (Doctorate in Chemistry, Organic
Chemistry). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

This is the first phytochemical investigation of Mimosa artemisiana (Leguminosae-
Mimosoideae). The species was colleted in Paracambi, RJ. Describing the isolation and
identification of quercitrin, myricitrin, 3,5,4 -trihydroxi-6,7-dimethoxyflavone (6,7-
dimethylkaempferol), flavolignans, 3-O-f-D-glucopyranosil sitosterol, lupeol, sitostenone,
stigmastenone, campestenone, sitosterol, stigmasterol, campesterol, methyl indole-3-
carboxilate and indole-3-carboxaldehyde in the extracts from the leaves and wood of this
plant. This is the first registry of 6,7-dimethoxy,4’-hydroxy-flavona and the flavonolignans in
this genera. The isolation of all metabolites was made by chromatographic methods and the
structures were established on the basis of IR, MS, 'H and “C NMR spectra analysis,
comparison with literature data and GC-MS of mixtures analysis.

Key words: Mimosa artemisiana, flavonoids, flavolignans.
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1 INTRODUCAO

1.1- A Quimica de Produtos Naturais

Os produtos naturais sdo substancias produzidas por plantas, animais, microrganismos e
fungos com as mais variadas fungdes dentro do organismo que as produzem. A quimica de
produtos naturais tem como alvo principal o isolamento e a identificagdo de metabdlitos
biossintetizados por estes seres vivos. O trabalho do quimico de produtos naturais reveste-se de
grande importancia uma vez que o conhecimento da estrutura quimica da substincia ¢
imprescindivel para a realizacao de estudos interdisciplinares com outras areas de conhecimento,
tais como: botanica, zoologia, biologia, farmacologia, medicina humana e veterinaria,
entomologia, ecologia, entre outras.

Durante séculos, paises como Egito, China e India tém utilizado produtos naturais como a
base das suas respectivas medicinas. A Organizagdo Mundial de Satde estima que produtos
naturais tenham papel importante na satde de 80% da populacdo dos paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento. Os produtos naturais estdo presentes no desenvolvimento de
aproximadamente 40% das drogas disponiveis no mercado atualmente, sendo que cerca de 25%
deste total sdo provenientes de plantas, 13% de microganismos e 3% de animais (CALIXTO,
2003).

E inegavel que o principal foco da pesquisa em produtos naturais é a descoberta de
medicamentos. A literatura esta repleta de exemplos de substancias de origem natural utilizadas
como farmacos, assim como estudos objetivando a descoberta de novas drogas.

Um exemplo cléssico ¢ a morfina (1) substancia analgésica poderosa pertencente a classe
do opidides e isolada de Papaver somniferum L. A metilagdo da morfina leva a formagao da
codeina, (2) um opiodide de agdo analgésica menos potente que a morfina. Os estudos a morfina e
a codeina levaram os cientistas a sintetizarem uma série de substancias analgésicas poderosas, os
opidides (ou seja, similares aos opiaceos): metadona (3), meperidina (4), oxicodona (§8) e o
propoxifeno (6).
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Alguns grupos indigenas da Amazodnia costumam preparar uma mistura paralisante
composta por varias ervas e utilizada na captura de animais. Essa mistura ¢ conhecida como
curare e a principal espécie vegetal ¢ o cip6 Chondodendrum tomentosum Ruiz e Pavon. A partir
do curare, foi isolada a d-tubocurarina (7) uma substancia com efeito paralisante muscular
utilizada em operagdes cirturgicas.
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A camptotecina (8) isolada de Camptotheca acuminata Decne € resultado de um estudo
onde centenas de milhares de extratos foram submetidos a screening. Esta substancia levou ao
desenvolvimento das drogas topotecano (9) e o irinotecano (10) na segunda metade do século
XX. Estes formacos constituem uma alternativa na terapia antitumoral. (SIMOES ET AL.; 2001;
MORAIS E BRAZ FILHO, 2007).



R> R3 §I R1: R2: R3: H

R1
SN 9: R;= OH; Ry= CH,N(CH;); Rs= H
N
4 o) { N@NCOO
/7 A\ m: Rl: 5
HO O

R2: H; R3: CHQCH3

A literatura esta repleta de outros exemplos do sucesso da quimica de produtos naturais.
Todos os casos apresentam dois fatores em comum: (1) a tarefa ¢ ardua necessitando de tempo e
infraestrutura e (2) o trabalho ¢ interdisciplinar envolvendo diversas areas de conhecimento. O
Brasil como detentor da maior biodiversidade do planeta, apresenta potencial, como nenhum
outro pais, para grandes descobertas e realizagdes nesta area.

1.2 O género Mimosa L.

A justificativa mais comum para se realizar estudo quimico de plantas ¢ a necessidade de
se descobrir substancias naturais com atividade bioldgica. A necessidade de estimular pesquisas
neste sentido ¢ evidente no meio cientifico mundial. A procura de substancias que podem ser
usadas como medicamentos, servirem como modelo ou matéria prima para sintese de farmacos
tem sido razdo do emprego de bilhdes de dolares por grupos de pesquisas dos paises
desenvolvidos. Inimeras drogas sdo obtidas de plantas e muitas atividades terapéuticas sao
controladas por estes medicamentos que sdo empregados em forma de produtos naturais,
derivados ou sintetizados.

A espécie vegetal em estudo neste presente trabalho ¢ Mimosa artemisiana Heringer e
Paula, pertencente ao género Mimosa L., familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae. Este
género contém cerca de 400 espécies, sendo abundante, principalmente na América do Sul
(YUSUF e col. 2003). No entanto, este ¢ pouco estudado quanto a sua composi¢ao quimica.

Nao ha registros na literatura sobre estudos que relatem a investigagdo direcionada para o
isolamento e a determinagdo estrutural de substancias provenientes do metabolismo especial de
M. artemisiana. Contudo, ha alguns trabalhos sobre estudos quimicos de outras espécies deste
género como, por exemplo, M. pudica, chamada planta sensitiva (LOBSTEIN e col., 2002) ou
dormideira, devido ao fechamento rapido das suas folhas quando estas sdo tocadas . Nesta planta
ainda foi observado um outro movimento: fechamento das folhas durante a noite e abertura destas
quando esta proximo do amanhecer. Este movimento, que funciona como um relogio bioldgico, €
chamado de nictindstico ¢ ¢ observado em outras espécies vegetais, principalmente em
leguminosas (UEDA ¢ YAMAMURA, 1999; UEDA e col., 2000). Diversas substancias
controlam este movimento. Ueda e col. Identificaram a sustancia conhecida como mimopudina
(11) e o 5-O-p-D- glucopiranosil gentisato de potassio (12) como algumas das responsaveis por
este fendmeno em M. pudica. Estudos recentes avaliam a atividade de taninos isolados M. pudica
no tratamento de picada de cobras. A farmacognosia da espécie aponta que tradicionalmente a
espécie ja ¢ utilizada pela populagdo de paises asidticos no tratamento de picadas de cobras e de
escorpido. No momento da picada do animal peconhento, a raiz de M. pudica ¢ mastigada junto



com trés folhas de Azadirachta indica e a mistura ¢ aplicada no local da picada. Outra forma de
utilizacdo € produzir uma pasta aquecida com as raizes de M. pudica e 21 pimentas pretas, aplicar
a mistura na area da picada e enfaixar. Seu uso ¢ bastante comum entre encantadores de serpentes
(AMBIKABOTHY, J. e col.,, 2011). Outra atividade atribuida a M. pudica ¢ o combate a
inflamagdes da vias respiratorias. O extrato etandlico inibiu a atividade de células inflamatorias e
reduziu a secrecdo de muco pelas mesmas. Os estudos sugerem que o extrato de M. pudica pode
ser uma alternativa no tratamento da asma (YANG, E. J. e col.,, 2011). Em 2001, YADAVA e
YADAV isolaram a substancia bufadienolideo (13) das sementes de M. pudica.
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Das folhas de M . Pudica também foi isolado um 5-desoxiflavonol (14) e o acido p-
hidroxi-cindmico (15). A substancia (14) pertence a um grupo nao muito comum de flavondides
onde o oxigénio em C-5 ¢ perdido durante a biossintese. Tais metabdlitos sdo caracteristicos de
leguminosas, onde os 5-hidroxi e 5-desidroxiflavondides co-existem como resultado da agdo
conjunta da chalcona redutase e chalcona sintase (KIRK e col., 2003). Substancias do tipo 5-
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desoxiflavonol também foram isoladas de outra espécie de leguminosa: Schizolobium parahybae
(Leguminosae-caesalpinoideae).

Na espécie M. somnians foi detectada a presenca de triptamina (16) e N-metil-triptamina
(17). Em M. verrucosa e M. hostilis foi encontrada N,N-dimetiltriptamina (DMT) (18). A espécie
M. hostilis ¢ usada por tribos de Pernambuco, Brasil, para preparar um potente bebida
alucindégena conhecida como “vinho de jurema” (GUPTA E ARIAS, 1979; PACHTER e col.,
1959). OHSAKI e col (2006) isolaram e identificaram os diterpenos (19-23), os flavonoéides (24-
32) e as chalconas (33-36) das folhas e dos galhos de M. hostilis.
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As chalconas kukulcaninas A (37) e B (38) e as saponinas mimonosideo A (39), C (40) e
B (41) foram isoladas da madeira de M. tenuiflora L (JIANG e col., 1991).
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As saponinas triterpénicas (42), (42a) e (43) foram isoladas da madeira M. pigra
(ENGLERT e col., 1995).
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Das espécies M. pigra e M. invisa foram identificados os flavonodides glicosilados:
kaempferol 3,7-di-raminosideo (44), quercetina 3-raminosideo (45), quercetina 3,7-diraminosideo
(46), kaempferol 3-raminosideo (47), quercetina 3-rutinosideo (48), luteolina 7-arabinosideo (49),
além das agliconas quercetina 7-metil-éter (50), kaempferol (51), apigenina (52) (YUSUF e col.,
2003). Recentemente, RAKOTOMALALA e col. (2013) relataram as atividades antioxidante e
antiinflamatoria e o efeito vaso relaxante dos extratos de M. pigra e identificaram as substancias
(33-39).
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55: R= hexose

56: R= pentose

57: R=raminose

58: R=H (quercetina)

Das espécies M. pudica e M. longihirsuta foram isoladas a aglicona (50) e os flavondides
glicosilados: quercetina 7-raminosideo (60), kaempferol 3-rutinosideo (61) e luteolina 3’-
xilosideo (62) (Yusuf e col., 2003).
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Investigagdo fitoquimica de Mimosa xanthocentra forneceu os C-glicosideos (63 ¢ 64) ¢
os 3-O-glicosideos (65 ¢ 66) (CAMARGO e col. 2012).
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Mimosa paraibana é uma espécie popularmente também conhecida como jurema. Estudos
quimicos e farmacoldgicos relataram a atividade citotoxica e antioxidante dos extratos das suas
partes aéreas. Além disso, ¢ relatado o isolamento e identificagdo das substancias (67-72)
(NUNES ¢ col., 2008).
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A espécie Mimosa scabrella (bracatinga) apresenta estudos farmacoldgicos promissores.
As suas sementes sdo ricas em carboidratos, entre os quais se destacam as galactomananas (73).
Estes carboidratos possuem a capacidade de formar complexos estaveis com oxovanadio (IV/V) e
tais complexos foram potencialmente ativos frente a células tumorais. Previamente, ja haviam
sido relatadas agdes insulino-mimética e atividade contra leishmaniose (NOLETO, ¢ col.).
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Em outro estudo com M. scabrella, as galctomananas (74) foram submetidas a
transformacdo quimica com grupamento sulfato. As galactomananas sulfatadas apresentaram
atividade antiviral (dengue, febre amarela e herpes) (CHRESTANI, F. e col.).
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Recentemente, extratos aquosos de espécies de Mimosa, ricos em taninos (75), foram
usados para prevenir processos de corrosdo metalica. A partir dos anos noventa, a pesquisa
buscando o desenvolvimento destes “inibidores verdes” tem se intensificado. Acredita-se que as
moléculas inibidoras interajam por adsor¢do a superficie metalica formando uma pelicula
protetora (GERENGTI, H. et al).

14



1.3 Plantas de Género Mimosa L. com Atividade Bioldgica ou Usadas Popularmente no
Tratamento de Enfermidades

Neste item, pretende-se apresentar espécies de Mimosa que sdo utilizadas pelas
populagoes de diversos lugares do planeta com a intengdo de aproveitar suas atividades
bioldgicas. Espécies cuja atividade dos extratos foi comprovada por ensaios bioldgicos in vitro ou
in vivo ou aquelas que forneceram metabolitos ativos também serdo citadas.

» M. tenuiflora syn. Mimosa hostilis (jurema-preta): a madeira moida ¢ usada no tratamento de
queimaduras e prevencao de inflamagdes. A populacao utiliza como medicamento para acelerar a
regeneracdo de pele queimada. No México, em 1982, esta planta foi utilizada para aplacar o
sofrimento de vitimas da erup¢do do vulcdo Chichional; de queimaduras provocadas pela
explosdo de uma tubulacdo de gas natural em San Juanico, 1984; e de tripulantes queimados
devido a queda e incéndio de uma linha aérea em Toluca, 1986 (DOMINGUEZ e col., 1989;
YULIN e col., 1991). Os indios Pancaru do interior do estado de Pernambuco usam-na em rituais
mistico-religiosos. A bebida ¢ preparada a partir das raizes da planta e ¢ chamada “vinho de
jurema”. Segundo os praticantes do ritual, ocorre o transporte do individuo para mundos
estranhos possibilitando o contato com a alma dos mortos. Essa bebida foi imortalizada no
romance “Iracema’ do escritor brasileiro, Jos¢ de Alencar (PACHTER e col., 1959).

» M. verrucosa: utilizada por tribos indigenas para preparagao de uma bebida potencialmente
alucinégena (GUPTA e ARIAS, 1979); usada como sedativo, febrifugo e contra ulceras;
atividade antioxidadante dos extrato metanolico e aquoso (DESMARCHELIER e col., 1999);

» M. pudica: na india, o extrato das raizes é utilizado como remédio contra picadas de cobra,
Naja kaouthia, MAHANTA ¢ MUKHERIJEE, 2001); as folhas e o caule sdo utilizados contra
picadas de escorpido (GIRISH e col., 2004); tratamento de dor de cabeca, insdnia, diarréia e
febre. (NGO BUM e col., 2004);

» M. artemisiana (jurema-branca): também usada no preparo de bebida alucinogena;
(http://www.socioambiental.org/website/pib/epi/pankaru/rit.shtm;
http://www.socioambiental.org/website/pib/epi/tumbalala/ritual.shtm); atividade antioxidante in
vitro dos extratos em acetato de etila, n-butanol e em metanol, usando o radical livre DPPH.
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2 OBJETIVOS

¢ Este trabalho pretende contribuir para o conhecimento da composi¢do quimica da espécie
vegetal Mimosa artemisiana (Leguminosae-Mimosoideae) através do isolamento de metabolitos

especiais.

¢ Chegar ao isolamento e determinacdo estrutural dos constituintes quimicos envolvendo
principalmente métodos cromatograficos e espectrométricos. Se for necessario estas substancias
poderdo ser submetidas a transformagdes quimicas.

¢ Avaliar as atividades bioldgicas dos extratos e das substancias abundantes. Isto podera ser feito
por pesquisadores especialistas de outros departamentos da UFRRJ e de outras instituicdes.

¢ Contribuir com o cadastramento fitoquimico das espécies da flora nacional, para ser utilizado

futuramente em taxonomia quimica das familias, estudo de Evolucdo e Ecologia Quimica e em
outras areas de conhecimento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos e Reagentes

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H ¢ °C, uni- e bi-dimensionais, foram
registrados em espectrémetro Jeol Eclipse, operando a uma freqiiéncia de 400 MHz para 'H e 100
MHz para >C e em espectrometro Bruker Avance III'™ operando a uma freqiiéncia de 500 MHz
para "H e 125 MHz para BC. Os solventes utilizados foram: CDCl;, D;COD ¢ DMSOys,
utilizando o tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos (J)
foram expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz. Os espectros de absor¢do na
regido do infravermelho foram registrados em espectrometro Perkin Elmer FT-IR 1600 em
pastilhas de KBr. Os espectros de massas foram obtidos no aparelho GC/EM - QP-5050
Shimadzu com ionizagdo com impacto de elétrons a 70 eV. Os pontos de fusdo, sem corregao,
foram obtidos em aparelho MQAPF - 301 da Microquimica. A concentracdo dos extratos e
fragdes foi efetuada sob pressdo reduzida em evaporador rotativo, Buchi B-480 e Fisatom 802.
Andlises por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi realizada em cromatofolhas
de silica gel 60 GFjs4, RP-18 Fps45 € Celulose (Merck). As substancias foram detectadas por
irradiagao com lampada ultravioleta a 254 e 365 nm e/ou aspersdao com reveladores cromogénicos
(vanilina sulftrica, seguida de aquecimento, ou solugdo alcoodlica de cloreto férrico hexaidratado
com leitura no instrumento Bel Photoonics 1105). Os critérios de pureza adotados foram a
observacdo de uma unica mancha em (CCDA), variando-se a fase modvel. Nas separagdes
cromatograficas em coluna (CC), foram utilizados dois tipos de silica: silica gel 60 G (0,063-
0,200 mm; 70-230 mesh ASTM) Merck e Vetec e silica gel 60 G (0,04-0,063 mm; 230-400 mesh
ASTM e MERCK). Os fracionamentos por cromatografia de exclusao foram efetuados em gel de
dextrana Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals. A anélise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia foi realizada em cromatografo Shimadzu modelo SPD-M10A, com mddulo
comunicador modelo CBM10, coluna de fase reversa C18 e detector de massas Shimadzu
MS2010.

3.2 Coleta do Material Vegetal

O espécime de M. artemisiana em estudo foi coletado no Municipio de Paracambi pelo
Engenheiro Florestal Fabio de A. Fonseca. As partes estudadas foram folhas e galhos.

3.3 Preparo dos Extratos das Folhas de M. artemisiana

As folhas secas (495,8 g) foram submetidas a extracdo com n-hexano por maceragao
exaustiva. O extrato foi concentrado em evaporador rotatorio e apds seco em dessecador forneceu
15 g de material.

Em seguida iniciou-se a extragdo com metanol, também por maceragdo exaustiva. O
extrato obtido foi concentrado em evaporador rotatorio sob pressao reduzida fornecendo 35 g de
extrato.
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3.4 Preparo do Extrato da Madeira de M. artemisiana

A madeira seca e moida de M. artemisiana (3,5 kg) foi submetida a maceragdo exaustiva
com metanol a temperatura ambiente. O extrato foi concentrado em evaporador rotatério sob
pressao reduzida e ap6s seco forneceu 70 g de extrato bruto.

3.5 Fracionamento dos Extratos
3.5.1 Extrato hexanico de folhas

O extrato hexanico (MAFH, 15 g) foi fracionado em coluna cromatografica de silica gel
utilizando como fase movel hexano puro, hexano:acetato de etila (10%, 20%, 30% de acetato de
etila) e acetato de etila puro. 126 fragdes (15 ml cada) foram recolhidas e reunidas segundo a
semelhanga observada na andlise por cromatografia de camada fina. As fragdes 63-66 foram
reunidas e submetidas a cromatografia em coluna com gel de silica utilizando como fase mével
hexano:diclorometano em ordem crescente de polaridade (0%, 10%, 20%, 30%, 50% e 100% de
diclorometano), fornecendo 50 fragdes de 10 ml. A subfragdao 20 forneceu um precipitado que foi
separado e recristalizado em metanol. Forma obtidos 80,0 mg de um material cristalino
(Esquema 1). A analise dos espectros permitiu reconhecer a presenca dos esteroides: sitosterol
(7), estigmasterol (8) e campesterol (9).
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Esquema 1: Fracionamento do extrato hexdnico das folhas
artemisiana.

Extrato hexanico-
folhas

MAEH (15g)

cc silica gel

[ 126 Fragoes ]

[ Fr.: 63-66 ]

cc silica gel

R

Recristalizagdo em MeOH

[ MAEHS (80,0 mg) ]

RMN'He " C
EM

[ D). ®) ¢ ©) ]




3.5.2 Extrato metanolico de folhas

O extrato metanodlico de M. artemisiana MAFM (35 g) foi solubilizado em metanol:agua
(1:1) e submetido a sucessivas extragdes com cloroférmio, acetato de etila e n-butanol,
respectivamente, obtendo-se as fragdbes MAFMC (5,4 g), MAFMAc (12,0 g), MAFMB (5,0 g)
e o residuo MAFMR (12 g) (Esquema 2).

Esquema 2: Particao do extrato metanolico de M. artemisiana.

MAFM (35 g)

[ I I ]
MAFMC (5,4g) MAFMAc (12,0 g) MAFMB (5,0 g) MAFMR (12 g)

3.5.2.1- Estudo da particao em cloroférmio

A fragio MAFMC (5.4 g) foi submetida a cromatogratia em coluna com gel silica, eluida
com mistura de hexano:acetato de etila em ordem crescente de polaridade (5%, 10%, 20%, 30%,
40%, 50%, 100% de acetato de etila). Foram recolhidas 100 fragdes (20 ml cada). Apds analise
em cromatografia de camada fina, foram selecionadas as subfragdes 57-60, 65, 66 ¢ 85-87 para
estudo. O grupo de subfragdes 57-60 (40 mg) foi submetido a cromatografia em coluna com gel
de silica (técnica flash) sendo eluida com diclorometano. As fra¢des 15-19 forneceram uma
substancia que foi identificada como o indol-3-carboxilato de metila (14) (4,3 mg). A fracdo 66
(37 mg) foi submetida a0 mesmo procedimento acima fornecendo nas fragdes 12-16 a substancia
(16) e nas fragdes 20-32 o indol-3-carboxialdeido (15). A fracdo 65 forneceu um precipitado
amarelo que apds filtracao forneceu as substancias (12) e (13). O grupo de fracdes 85-87 também
forneceu um precipitado amarelo que foi separado por filtragao e identificado como o flavondide
(3) (Esquema 3).
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Esquema 3: Fracionamento da particio em cloroférmio.

(e ) (s ] [ ] [=5])
[ cc silica gel ]— [precipitagﬁo ]—

[ (14)4,3mg] [(12)+(13)15mg] [ (15) l.0mg ] [ (16).10mg ] [ (3) 9,0 mg ]

3.5.2.2- Estudo da particio em acetato de Etila

A fragio MAFMAc (12 g) foi fracionado em coluna de gel de silica usando como eluente
mistura de CHCl3:CH30H em ordem crescente de polaridade (0%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50% e
100% de metanol). Recolheram-se 119 fra¢des (15 ml cada fracdo), que foram reunidas apos
analise em cromatografia de camada fina. Nas fragdes 46-51 foi observada a formag¢ao de um
precipitado amarelo (35,0 mg). Essa fragdo foi submetida a cromatografia de coluna com
sephadex LH-20, eluida com metanol e foram recolhidas 36 fracdes (10 ml cada fracdo). As
fragdes 5-6 (20 mg) forneceram um precipitado amarelo, solivel em metanol, e revelou teste
positivo para substancias fenolicas na reagdo com o reagente cloreto férrico. Estas foram reunidas
e, apos analise com RMN 'H e '°C, identificou-se a quercetina-3-O-raminosideo (1). As fragdes
65-71 (57 mg) também revelaram teste positivo para substancias fenolicas com o reagente cloreto
férrico e forneceu um precipitado alaranjado. Este material foi submetido a cromatografia em
sephadex LH-20 eluido com metanol e recolheram-se 40 fragdes. As fragdes 5-10 forneceram um
precipitado amarelo (30 mg, PF 189-192 °C) que, apos analise com RMN de 'H ¢ "°C e
comparag¢ao com valores da literatura, permitiu identificar este material como a miricetina-3-O-
raminosideo (2) (Esquema 4).
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Esquema 4: Fracionamento da parti¢ido em acetato de etila.

[ MAFMAc (12 g) ]

[ cc silica gel ]_
| | | |
[ 46-51 ] [ 65-71 ]
[ cc SEPHADEX LH-20 ]_ [ cc SEPHADEX LH-20 ]_

5-6 5-10

(1) 2I0 mg ] [ (2) 3I0 mg

3.5.2.3- Estudo da particio em n-butanol

O residuo seco obtido a partir da partigdo com n-butanol foi chamado MAMFB (5,0 g).
Este extrato foi fracionado em coluna de silica gel 60, usando como fase movel a mistura acetato
de etila:metanol (0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50%, 100%). Foram recolhidas 79 fra¢des (100
mL aproximadamente) (Esquema 5). As fracdes foram agrupadas segundo a semelhanga
observada em CCF.

A fracio MAMFB 32-35 foi cromatografada em silica gel 60 utilizando com fase moével
cloroformio:metanol em ordem crescente de polaridade (10%, 30%; 50%; 70%; 100%). 65
fragdes foram recolhidas e reunidas apos andlise em CCF. A fragdo 42-47 foi submetida a uma
cromatografia de coluna em silica gel, usando com fase movel a mistura cloroférmio:metanol em
ordem crescente de polaridade (10%, 30%; 50%; 70%; 100%). Foram recolhidas 27 fra¢des. A
fragdo 10-27 foi cromatografada em coluna de Sephadex LH 20 para fornecer nas fragcdes 6-8 um
solido amorfo (15,0 mg). A amostra foi seca e enviada para a obtengdo dos espectros de RMN 'H
e 1>C. Apos a analise dos dados de RMN, concluiu-se que a amostra tratava-se da substancia (1).
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Esquema 5: Fracionamento do residuo obtido através da particio com n-butanol.

MAMFB (5,0 g)

| ccsilica gel ’
79 Fragdes )

|
Fracao 32-35

| cc silica gel ’
65 fragdes

|
Fragao 42-47

| ccsilica gel ’
27- Fragdes )

|
Fracao 10-27

] Sephadex TH 20

f Fragéo 6-8 )

. J

|
(1) 25 mg

3.5.3- Extrato metandlico dos galhos

O extrato metanolico de galhos de M. artemisiana (MAGM, 70,0 g) foi adsorvido em
silica para coluna (1:1). A mistura obtida foi aplicada sobre uma camada de silica para coluna em
funil de Buchner e filtrado a pressdo reduzida com diclorometano, acetato de etila, acetato de
etilazmetanol (7:3) e metanol (100 %). As solu¢des obtidas com cada solvente foram
concentrados com destilagdo a pressdo reduzida e secos. As fragdes obtidas foram codificadas da
seguinte forma: MAGD (fracdo em diclorometano), MAGAE (fracdo em acetato de etila),
MAGAEM (fragao em acetato de etila:metanol) e MAGM (fragdo em metanol).

3.5.3.1- Estudo da particio em diclorometano e em acetato de etila

O residuo proveniente da filtracdo com diclorometano (MAGD; 6,0 g) foi submetido a
cromatografia em coluna com gel de silica usando mistura de hexano/diclorometano (0%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, ¢ 100% de diclorometano) como eluente e recolhidas 52 fragdes (20 ml
cada fragdo). As fragdes foram reunidas segundo a semelhanga observada em cromatografia de
camada fina e escolheram-se as fragdes MAGD-33 ¢ MAGD-36-38 para estudo. A fragdo
MAGD-33 forneceu um soélido branco impuro que, apds analise com espectro de RMN de 'H e
BC ¢ espectrometria de massas acoplada a cromatografia a gas; conduziu a identificagdo da
mistura dos esteroides (4), (5) e (6). A fracdo MAGD-36-38 foi cromatografada em coluna de gel
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de silica, utilizando diclorometano como eluente e recolheram-se 87 fracdes. Estas foram
reunidas de acordo com semelhanga por analise em cromatografia de camada fina. O grupo de
fragcdes 50-57 forneceu um solido cristalino branco (26,0 mg) cuja analise dos espectros de RMN
'H e °C ¢ espectro de massas foi identificado como lupeol (10). A fragio MAGAE (4,5 g) foi
submetida a cromatografia em coluna de gel de silica e eluida com mistura de hexano e acetato de
etila em ordem crescente de polaridade até acetato de etila 100%. Foram recolhidas 56 fragdes
(20 ml cada fragdo). As fragdes 10-15 forneceram um precipitado branco amorfo (15 mg) que
apresentou coloracao azul-violacea quando revelado com Reagente de Liebermann-Buchard cuja
analise do espectro de RMN 'H ¢ "*C conduziu a identificagdo do glicosideo (11) (Esquema 6).

Esquema 6: Estudo da particio em diclorometano e em acetato de etila.

[ maGM700z |

[ Filtragdo com silica gel ]—

[ MAGD (6,0g) ] [ MAGAE (4,5g) ]
[ cc silica gel ]— [ cc silica gel ]—
52 fragoes 56 fracoes
[ ) [ ]

r L | |
| 33 | | 36-38 ] ( 10-15 )

precipita¢ao ]— [ cc silica gel ]— [ precipitagdo ]—

[ @.5.0)20mg | | 50-57 ) | (11) 15 mg )
I
[ (10) 26 mg ]
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Resultados:

O estudo do metabolismo especial de M. artemisiana levou ao isolamento e identificagao
das seguintes substancias:

HO HO HO

() ® @)
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(10)

OH

OMe

OH
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Consideracoes Biossintéticas

Neste trabalho, relatamos o isolamento ¢ a identificacdo estrutural de flavonoides e
flavonolignanas entre outras substincias. Os flavondides sdo biossintetizados a partir de
condensacgao entre o precursor cinamoil-CoA (Via do Chiquimato) e trés moléculas de malonil-
CoA (Via do Acetato) (Esquema 7) (DEWICK, P. M.). O processo inicialmente produz um
policetideo que sob a agdo da enzima chalcona sintase ¢ transforamdo em uma chalcona. A
chalcona age com precursor de uma vasta quantidade e tipos de flavondides. Uma etapa chave na
biossintese do esqueleto de uma flavondide ¢ a formagao do anel heterociclico de seis membros
que tem origem no ataque nucleofilico tipo Michael do grupamento fenol sobre a cetona o,f-
insaturada produzindo uma flavanona. Diversas transformagdes no esqueleto da flavanona
conduzirdo a formagdo flavonas, flavondis, antocianidinas, catequinas e outras substancias da
classe dos flavondides.
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Via Policetidica

Via do Acido Chiquimico

CO,H OH
SCoA SCoA
\“/ + 2x
° ° cons_ )
Acetil-CoA Malonil-CoA
(o}

OH O

R= H, canferol
R= OH, quercetina

[02]
2-oxoglutarata

R= OH; R'= H, quercetina
R= R'= OH, miricetina

OH HO OH
[o) SEnz O \l
o | , (o
Chalcona sintase
o o

[0,] [0,]

2-oxoglutaratc 2-oxoglutaratc

OH o

OH o
R= H, di-hidrocanferol

Naringenina
R= OH, di-hidroquercetina

R= OH; R'= H, quercetrina
R= R'= OH, miricetrina

Esquema 7: Biossintese geral de flavonodides.
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As flavonolignanas sao compostos formados pela combinagdo entre um flavondide e um
fenilpropandide, geralmente 4lcool coniferilico, através de  um processo denominado
acoplamento oxidativo. No Esquema: estdo representadas algumas etapas do formagdo do
esqueleto de algumas flavonolignanas. O processo tem inicio com a combinagado do radical livre
formado a partir do diidroflavonol taxifolina com o radical livre do élcool coniferilico. O
acoplamento radicalar leva a formagao de um aduto que cicliza através de ataque nucleofilico.
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Esquema 8: Biossintese geral de flavonolignanas.
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4.2- Determinac¢ao Estrutural da Substancia 1

A anilise dos dados espectrais (IV, RMN 'H e ">C (1D e 2D)) da substancia 1 permitiu
atribuir a estrutura do flavondide quercetrina para esta substancia.

O espectro na regido do infravermelho de 1 (Figura 1 ) apresentou frequéncias de
absorgdo, v (cm™) em: 3460,31 (banda intensa de deformagio axial de em ligagdo hidrogénio
intermolecular); 2926,45 (deformacdo axial de —OH em liga¢dao hidrogénio intramolecular);
1655,10 (deformagdo axial de C=0 conjugada a anel aromatico); 1608,49 (deformacao axial de
C=C de anel aromatico); 1360,46 (deformagao angular de C—O—H); 1197,75 (deformagao angular
Aril-O-H); 1058,47 e 1125,87 (deformagao axial C—O—C).
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Figura 1: Espectro de infravermelho, em pastilha de KBr, da substancia 1.

Os espectros de RMN 'H (1 D) (Figura 2) ¢ 2 D 'H x 'H COSY (Figura 5) do flavonoide
1 revelaram sinais de 4&tomos de hidrogénio tipicos dos sistemas AB do anel A e ABC do anel B
de um esqueleto de flavonoide. Estes sistemas foram confirmados pelo espectro 2D 'H x 'H
COSY onde pode ser observada os sinais de correlagdo correspondentes as interagdes spin-spin
do H-6 (o 6,19; d; J= 1,8 Hz) com H-8 (oy 6,35; d; J= 1,8 Hz) e do H-6" (0y 7,29; dd; J,= 8,3
Hz; J,= 2,0 Hz) com H-5" (dy 6,89; d; J= 8,3 Hz) e H-2’ (64 7,32; d; J= 2,0 Hz). O espectro de
HMQC (Figura 7, 8 ¢ 9) apresentou correlagdes (‘Jcy) entre os sinais atribuidos aos H-6 (8y
6,19) e H-8 (g 6,35) com os carbonos em d¢ 100,2 (C-6) e 5¢ 94,9 (C-8). Com o espectro de
HMQC, ainda foi possivel estabelecer as correlagdes diretas (‘Jcy): CH-6" (8¢ / 8y, 123,0 / 7,29);
CH-5" (&¢ / 6y, 116,52 / 6,89) e CH-2" (8¢ / 0y, 117,08 / 7,32). As atribuigdes feitas aos atomos
de hidrogénio e carbono dos anéis A e C do flavondide foram confirmadas no espectro de HMBC
(Figuras 10, 11, 12, 13, 14 ¢ 15): H-6 (8y 6,19) apresenta correlacdo a duas ligacdes (“Jcy) com
C-5 (8¢ 163,38) e C-7 (8¢ 166,23); e correlagio a trés ligagdes (*Jcyy) com C-10 (8¢ 106,01) e C-8
(8¢ 94,90); H-8 (84 6,35) apresenta correlagdo a duas ligacdes (JJcy) com C-7 (8¢ 166,23) e com
C-9 (8¢ 158,71); e correlacdo a trés ligagdes (*Jcr) com C-10 (8¢ 106,01) e C-6 (8¢ 100,2). Os
hidrogénios H-2’, H-5" e H-6" apresentaram correlagdes a longa distancia ("Jcy) com os sinais em
123,13 (C-1) e 159,45 (C-2) evidenciando o padrao de substitui¢ao e os valores de deslocamento
quimico sugeridos. A presenca da unidade carboidratica raminose foi sugerida baseada na
presenca do sinal em oy 0,92 (d; J= 6,1 Hz) e d¢ 17,60 atribuidos ao grupamento metila (C-6")
observados nos espectros de RMN 'H e °C (Figura 6). Os sinais em &y 5,33 (d= 1,33; J= 1,2 Hz)
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e Oc 103,71 também sugeriram a presenca da raminose pois sdo sinais caracteristicos dos H e C
anoméricos desse agucar substituindo o d&tomo de H na posi¢do 3-OH. A liga¢do da unidade de
acucar nessa posicao foi confirmada através do espectro de HMBC que mostrou a correlagao a
trés ligagdes (‘Jcy) entre os sinais em &y 5,33 (H-1"") e o sinal em 8¢ 136,88 (C-3). As
atribuicdes e correlacdes dos demais atomos de carbono e hidrogénio da substancia estdo
descritas na Tabela 1 e estdo de acordo com os valores encontrados na literatura (AGRAWAL,

1989; SANTOS e col., 2005).

Tabela 1: Dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) do flavonol glicosilado 1 em CD;OD.

HMQC HMBC
e Sy [mult; "J (Hz)] 2Jen SJcn e Jen

C

2 159,45 - H-2’; H-6’; H-5’
3 136,38 - H-1

4 179,80 - H-8

5 163,38 - H-6

7 166,23 - H-6; H-8

9 158,71 - H-8

10 106,01 - H-6; H-8
1’ 123,13 - H-2’; H-6’ H-5’

3 146,59 - H-2’ H-5’; H-6’
4 149,97 - H-5° H-2’; H-6’
CH

6 100,2 6,19 (d; 1,8) H-8

8 94,90 6,35 (d; 1,8) H-6

2’ 117,08 7,32 (d; 2,0) H-6

5° 116,52 6,89 (d; 8,3)

6’ 123,00 7,29 (dd; 8,3; 2,0) H-2’

Carboidrato

1” 103,71 5,33 (d; 1,2)

2” 72,06 4,20 (dd; 3,3; 1,2) H-1’; H-3” H-4”’
3” 72,28 3,73 (dd; 9,5; 3,3) H-2"’; H-4” H-1
4 73,42 3,31 (t;9,5) H-3"’; H-5” H-2"’; 3H-6"’
5 72,18 3,40 (dq; 9,5;6,1) H-4’; 3H-6 H-1
6 17,60 0,92 (d; 6,1)
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Figura 2: Espectro de RMN (500 MHz) de 1 obtido em metanol-da.
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4.3 - Determinag¢ao Estrutural da Substancia 2

A completa atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos dtomos da substancia foi realizada
utilizando-se as seguintes técnicas: RMN de 'H (1D), "Hx 'H COSY; RMN 13 C; APT; HMQC
("Jen) e HMBC (Jcn e *Jen).

O espectro de infravermelho 2 (Figura 16 ) apresentou principais frequéncias de absorgao,
v (cm™), em: 3431,75 (banda intensa de deformagdo axial de em ligagdo hidrogénio
intermolecular); 2923,45 (deformagdo axial de —OH em ligagdo hidrogénio intramolecular);
1651,37 (deformacao axial de C=O conjugada a anel aromatico); 1615,94 (deformagao axial de
C=C de anel aromatico); 1383,71 (deformagao angular de C—O-H); 1202,89 (deformac¢ao angular
Aril-O-H); 1166,42 ¢ 1091,19 (deformacao axial C—O—C).
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Figura 9: Espectro de IV da substincia 2, obtido em pastilha de KBr.

O espectro de RMN de 'H de 2 (Figuras 17 ¢ 18) de apresentou sinais tipicos de substituigio
para o padrao miricetina. O anel A de 2 apresentou dubletos em oy 6,18 (d; J= 2,1 Hz) e oy 6,35
(d; J= 2,1 Hz) referentes aos H-6 e H-8, respectivamente. O acoplamento entre esses dois
hidrogénios foi confirmado no espectro de RMN H x H COSY (Figura 19). O espectro de RMN
de 2 apresentou ainda um singleto intenso em &y 6,93 (2H) atribuidos aos H-2” ¢ H-6" anel B do
flavonoide. O flavondide mostrou sinais de absor¢des no espectro de RMN 'H correspondente a
uma unidade de agticar representado pelos sinais de hidrogénio em oy 5,30 (d; J= 1,4 Hz; 1-H) e
um sinal duplo em &y 0,95 (d; J= 6,2 Hz; 3-H). Esses sinais sugeriram a presenca da raminose
sendo atribuidos aos H-1"" ¢ H-6"" (CH3) do carboidrato, respectivamentes. A comparagdo dos
espectros de RMN '"H, RMN "*C (HBBD) (Figuras 22, 23 ¢ 24) ¢ RMN "*C APT (Figuras 20 ¢
21) permitiu identificar os sinais correspondentes a carbonos ndo hidrogenados (11 carbonos),
metinicos (trés sinais representando quatro carbonos sp” e cinco sinais representando cinco
carbonos sp> oxigenados) e um carbono metilico (grupo metila da raminose em 8¢ 17,8
correlacionando com o sinal em oy 0,95 (d; J= 6,2 Hz) no espectro HMQC (Figuras 25 ¢ 26) . O
sinal em 103,81, atribuido ao carbono anomérico C-1"’, apresentou sinal correlagdo no espectro
de HMQC com o sinal em oy 5,30 (d, 1,4 Hz) atribuido ao H-1"". Os demais sinais da unidade
carboidratica foram confirmados pela presenga de correlacio no espectro HMQC entre os

seguintes sinais: d¢ 72,0 (C-2"") /0y 4,2 (dd; J1= 1,4 Hz; J,= 3,2; H-2""); 6¢ 72,2 (C-3"") / &y 3,7

(dd; J,= 3,2 Hz; J,= 9,5 Hz; H-3""); 8¢ 73,5 (C-4"") / 6u 3,3 (t; H-4"") e &¢ 72,2 (C-5"") / 6u 3,5
(dg; H-5"") (AGRAWAL, 1989; SANTOS e col., 2005; MAHMOUD e col., 2001).
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Tabela 2: Dados de RMN de 'H e *C de 2 obtidos em metanol-d,.

HMQC HMBC
8¢ 8y [mult; "J (Hz)] *Jcn (Hz) Jen e Jen
C
2 159,60 - H-2’; H-6’
3 136,47 - H-17
4 180,00 -
5 163,39 - H-6
7 166,17 - H-8
9 158,70 - H-8
10 106,01 - H-6; H-8
r 122,08 - H-2’; H-6
3 147,03 - H-2’
4 138,00 - - H-2’; H-6’
5 147,03 H-6°
CH
6 100,00 6,18 (d; 2,1) H-8
8 94,86 6,35 (d; 2,1) H-6
2’ 109,72 6,93 (s)
6’ 109,72 6,39 (s)
17 103,81 5,30 (d; 1,4)
27 72,05 4,20 (dd; 1,4; 3,2) H-17
37 72,29 3,76 (dd; 3,2; 9,5) H-4” H-17
4 73,52 3,32 (t; 9,5) H-3” 3H-6”
57 72,20 3,50 (dq; 9,5; 6,2) 3H-6” H-17
6>’ 17,83 0,95 (d; 6,2) H-4”
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4.4- Determinacao Estrutural daSsubstancia 3

A elucidacao estrutural da substancia 3 foi realizada mediante seus espectros de [V, RMN
de 'H e 13C, uni e bidimensionais ¢ comparagdo com dados da literatura (WEI e col., 2004;
PANDREY e col., 2005; CORDOVA e col., 2006).

O espectro de infravermelho 3 (Figura 29 ) apresentou principais frequéncias de absorgao,
v (cm™), em: 3337,59 (banda intensa de deformacdo axial de em ligagdo hidrogénio
intermolecular); 2923,45 (deformagdo axial de —OH); 1651,42 (deformagdao axial de C=0O
conjugada a anel aromatico); 1615,94, 1492,18 e 1448,61 (deformacdo axial de C=C de anel
aromatico); 1367,60 (deformacdo angular de O-H); 1202,89 (deformacgao axial Aril-O-H);
1166,42 ¢ 1063,79 (deformacao axial C-O).
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Figura 29: Espectro de infravermelho de 3 em pastilha de KBr.
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A estrutura da 3, 5, 4°- tri-hidroxi-6,7-dimetoxiflavona, 3, foi determinada com base nos
seus espectros unidimensionais de RMN 'H (400 MHz) e e (100 MHz) e experimentos
bidimensionais 'H x '"H COSY, HMQC, HMBC e NOESY). O espectro de RMN 'H (Figura 30 e
31) de 3 (CD;OD) exibiu dois sinais simples em oy 3,85 e 3,95 sugerindo a presenga de dois
grupos metoxila e trés sinais de hidrogénios ligados a anel benzénico. O sinal simples em &y 6,65
sugere a existéncia de um anel A ¢ trissubstituido e foi atribuido ao H-8. O espectro de correlagao
bidimensional NOESY (Figura 38) exibiu um sinal de interagao espacial entre os sinais simples
em Oy 3,95 e Oy 6,65. A existéncia dessa correlagdo confirma a existéncia de um grupamento
metoxila ligado ao carbono C-7 e vizinho ao H-8. O espectro de RMN 'H apresentou sinais
adicionais em Oy 8,1 (d; 8,8 Hz; 2H) e 6,9 (d; 8,8 Hz; 2H) tipicos de um sistema AA’BB’ do anel
B do flavondide para hidroxi substituido. Esse padrao de substitui¢do teve sua confirmagao
realizada através do experimento de corre¢do homonuclear 'Hx'H COSY (Figura 32) onde o
acoplamento entre os hidrogénios vizinhos estdo bem evidentes. Estes hidrogénios foram
assinalados para os H-2’; 6’ (dy 8,1) e H-3"; 5’ (dy 6,9). Essas atribuigdes estdo de acordo com
os valores da literatura. O espectro de RMN "°C (Figura 33 e 34) apresentou sinais em 8¢ 131,2
(C-6), 158,5 (C-7), 60,3 (6-OCH3) e 55,9 (7-OCHs) que estdo de acordo com os valores
propostos na literatura para dois grupos metoxila em C-6 ¢ C-7 no anel A do flavonoide. No
espectro de HMQC (Figura 35) foi possivel observar as correlagdes dos acoplamentos 'Jcy entre
os: C-8/H-8; C-2°,6’/H-2°,6’; C-3°,5’/H-3",5" e os C/H metilicos das metoxilas. Mais uma
informacao 1til para a confirmagdo desse padrao de substituicao foi obtida através do mapa de
correlagio HMBC (Figuras 36 e 37). Com ele foi possivel obervar os acoplamento a duas
ligagoes (ZJCH) C-7/H-8; C-9/H-8 e C-10/H-8; e os acoplamentos a trés ligagdes (3JCH) C-6/H-8,
C-6/CH30-6 e C-7/CH30-7. O sistema AA’BB’ do anel B do flavondide também foi confirmado
pelos sinais de correlagdo (3JCH) no espectro de HMBC entre: C-2/H-2’, 6°; C-1’/ H-3’, H-5" e C-
4’/H-2’, 6’. Na figura as setas indicam as correlagdes observadas no espectro de HMBC. Todas
as correlagdes observadas nos espectros de HMQC, HMBC ¢ 'H x 'H COSY estdo descritas na
Tabela 3.
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Tabela 3: Dados de RMN 'H e *C de 3 obtidos em metanol-d,.

"H-BC-HMQC-Jcy  '"H-"C-HMBC-"Jcq Sc Sc
Literatura Literatura
C Sc Su *Jen cn
2 147.,6 H-2’/H-6’ 1473 147.4
3 135,9 135,7 137,1
4 176,2 176,1 177,0
5 151,2 151,0 153,0
6 131,2 Me-8; H-8 131,2 133,1
7 158,5 H-8 MeO-7 158,5 160,5
9 152,2 H-8 151,5 153,0
10 104,3 H-8 104,3 105,5
1’ 122,1 H-3’/H-5’ 121,6 1234
4 158,9 H-2’/H-6’ 159,3 160,2
CH
8 90,6 6,6; (s) H-2’/H-6’ 91,2 91,1
2°/6° 129,6 8,1;d; 8,8 129,5 130,3
3°/5° 1152 6,9; d; 8,8 155,4" 116,1
MeO-6 60,3 3,8; (s) 60,4 60,4
MeO-7 55,9 3,9; (s) 56,5 56,4
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4.5 Determinacao Estrutural da Mistura dos Cetoesteroides (4), (5), e (6)

4 5 6

Os esteroides (4), (5) e (6) tiveram suas estruturas elucidadas mediante os seus espectros
de CG/EM, IV ¢ RMN de 'H e >C (APT). O espectro de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa indicou a presenca trés substancias majoritarias (Figuras 40 e 41). Essas
substancias apresentaram picos de ion molecular, [M'], em m/z 398, (4), [massa molecular
calculada: 398,354866 (C,sH40)]; m/z 410, (5) [massa molecular calculada: 410,354866
(C9H460)] e m/z 412, (6), [massa molecular calculada: 412,370516 (Cy9H450)].

O espectro na regido do infravermelho de (4), (5) e (6) apresentou bandas de absor¢ao em:
2958,00 cm™, 2933,85 ¢ 2868,27 cm™ de deformagdo axial grupamento CH, CH, e CH; (sp”) de
hidrocarbonetos saturados; 1710,93 cm™ (deformagao axial de carbonila ¢, f-insaturada).

O espectro de RMN de 'H da mistura de esterdides apresentou sinais caracteristicos para
esta classe de substancias em: oy 5,71 (sinal simples) referente ao H-4 vinilico de (4), (§) e (6) e
os sinais em 5,12 (dd; J,= 14,3; J,= 8,1) € 5,01 (dd; J,= 14,3; J,= 8,1) referentes aos hidrogénios
olefinicos H-22 e H-23 de (5), respectivamente. O espectro de RMN de °C (APT) dos esterdides
demonstrou a presenca de ligagdes duplas carbono-carbono em &¢ 171,86 (carbono nado
hidrogenado) e ¢ 123,70 (carbono hidrogenado); e indicou a presenga de uma carbonila
conjugada em &¢ 199,79. Esses sinais podem ser atribuidos ao grupamento enona representados
pelos C-5, CH-4 e C-3 de (4), (8) e (6), respectivamentes. Os valores de deslocamento quimico
estdo de acordo com os relatados na literatura para cetoesterdides o, f-insaturados. Os sinais dos
carbonos vinilicos em 6¢ 138,12 e 129,39 foram atribuidos aos C-22 e C-23 do esteroide (5), de
acordo com aqueles relatados na literatura (FORGO ¢ KOVER, 2004; MACARI e col., 1990;
KONTIZA e col., 20006).
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Figura 39: Espectro de infravermelho (ATR) da mistura de
esteroides (4), (5) e (6).
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Figura 40: Cromatograma da mistura de esterdides (4), (5) e (6).
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Figura 42: Espectro de RMN 'H (400 MHz) de (4), () e (6) obtido em CDCls;.
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5157 AcQUIsTTION PARMMETERS
File Name = MAGD3440-apt.3

Author = Jan Schripsema
Sample ID = MAGD3440
Content:

= APT Experiment
Creation Date = 30-NOV-2006 05:58:17

Revision Date = 1-DEC-2006 15:05:00

Spec site = Eclipses+ 400
Spec Type = DELTA_MMR
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Dimensions =x
Dim Title = 13c
Dim Size z a1e
Dim Units = Ippm]
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Fiotd strength = 9 309706(T]
1rr90 = 14.7[us]
Irr90_hi = 23.5[us]
1rr90_lo = 60[us]
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Figura 43: Espectro de RMN *C APT (100 MHz) de (4), (5) e (6) obtido em

CDCls.
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Tile Nane = MAGD3440-apt.3
= Jan Schripsema

n-ph 1 = MAGD3440

Content = APT Experiment
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Figura 44: Ampliacio do espectro de RMN 3C APT de (4), (5) e (6).





