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RESUMO

Duas espécies da familia Malvaceae, Sidastrum micranthum (A. St.-Hil.) Fryxell e
Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl., foram submetidas a estudo fitoquimico. Através
de métodos cromatograficos usuais, foram obtidos treze constituintes das partes aéreas
de Sidastrum micranthum: B-isoarborinol; Uma mistura de sitosterol e estigmasterol,
feofitina a, 132-hidroxi-(132-S)-feoﬁtina a, m-metoxi-p-hidroxi-benzaldeido, sitosterol-
3-0O-B-D-glicopiranosideo, acido orto-hidroxibenzoico, 3,5,7,3’,4°-
pentahidroxiflavonol, 5,7-diidroxi-4’-metoxi-flavona, 5,4’-diidroxi-7-metoxi-flavona,
5,8-diidroxi-7,4’-dimetoxiflavona, canferol 3-O-B-D-(6’’-E-p-coumaroil) glicosideo. De
Wissadula periplocifolia (Planta total) foi obtida uma mistura de sitosterol-3-O-f-D-
glicopiranosideo e estigmasterol-3-O-f-D-glicopiranosideo, 5,7-diidroxi-4’-metoxi-
flavona, 5,8-diidroxi-7,4’-dimetoxi-flavona, luteolina 7-O-B-D-glicopiranosideo. A
identificacdo estrutural de todas as substancias foi realizada utilizando-se métodos
espectroscopicos tais como Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono 13, com o auxilio das técnicas bidimensionais d¢ HOMOCOSY,

HMQC, NOESY ¢ HMBC.



ABSTRACT

A phytochemical study was accomplished with two members of Malvaceae family,
Sidastrum micranthum (A. St.-Hil.) Fryxell and Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl..
From the aerial parts of Sidastrum micranthum thirteen compounds were obtained using
chromatographic methods: a sitosterol and stigmasterol mixture, phacophytin a; 13*
hydroxy-(13%-S)-phacophytin a, m-methoxy-p-hydroxy-benzaldeyde, sitosterol-3-O-p-
D-glucopyranoside, orto-hydroxybenzoic acid, 3,5,7,3’,4’-pentahydroxyflavonol, 5,7-
di-hyidroxy-4’-methoxi-flavone, 5,4’-di-hydroxy-7-methoxy-flavone, 5,8-di-hydroxy-
7,4’-dimethoxyflavone, kaempferol-3-O-B-D-(6"’-E-p-coumaroyl) glucopyranoside.
From Wissadula periplocifolia (All plant) were isolated a sitosterol-3-O-B-D-
glucopyranoside and stigmasterol-3-O-f-D-glucopyranoside mixture, 5,7-di-hydroxy-
4’-methoxy-flavone,  5,8-di-hydroxy-7,4’-dimethoxy-flavone, luteolin  7-O-B-D-
glucopyranoside. The structural identification of all compounds were made by means of
spectroscopic methods such as Infrared Spectroscopy and 'H and "*C Nuclear Magnetic
Resonance, with the add of two dimensional techniques, i.e. HOMOCOSY, HMQC,

NOESY and HMBC.
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Introducéio

1. INTRODUCAO

1.1 — Importéancia das plantas medicinais

Ao longo do processo evolutivo, 0 homem aprendeu a selecionar plantas para a
sua alimentacdo, alivio dos seus males e doengas. Como resultado desse processo
muitos povos passaram a dominar o conhecimento do uso de plantas e ervas medicinais
(FERREIRA; PINTO, 2010).

Nas referéncias historicas sobre plantas medicinais, podemos verificar que
existem relatos de seu uso em praticamente todas as antigas civilizagdes. A primeira
referéncia escrita sobre o uso de plantas como remédios ¢ encontrada na obra chinesa
Pen Tsao, de Shen Nung, que remonta a 2800 a.C (TOMAZZONI et al., 2006).

No Egito, antigos papiros mostram que, a partir de 2000 a.C., grande ntimero de
médicos utilizavam as plantas como remédio e consideravam a doenga como resultado
de causas naturais e ndo como conseqiiéncia dos poderes de espiritos maléficos, sendo
que no Papiro de Ebers, que data de cerca de 1500 a.C., foram mencionadas cerca de
700 drogas diferentes, incluindo extratos de plantas, metais como chumbo e cobre, e
venenos de animais de varias procedéncias (ALMEIDA, 1993). Neste mesmo papiro,
mencionam-se ainda formulas especificas para doengas conhecidas e, dentre as espécies
que aparecem na lista, estdo incluidas algumas utilizadas por fitoterapeutas até hoje
(ELDIN et al., 2001).

Outros relatos demonstram também que, desde 2300 a.C., os egipcios, assirios e
hebreus cultivavam diversas ervas e traziam de suas expedi¢des tantas outras, ¢ com
estas plantas criavam classes de medicamentos. Na antiga Grécia, as plantas ¢ o seu
valor terapéutico ou toxico eram muito conhecidos, onde Hipocrates (460-377 a.C.),
denominado o “Pai da Medicina”, reuniu em sua obra Corpus Hipocratium a sintese dos
conhecimentos médicos de seu tempo e indicou para cada enfermidade o remédio
vegetal e o tratamento adequado (MARTINS et al., 2000).

Grande parte dos medicamentos encontrados no mercado ¢ derivada direta ou
indiretamente de vegetais, microorganismos, organismos marinhos, vertebrados e
invertebrados terrestres. Analisando os medicamentos disponibilizados no mercado
entre 1981 e 2002, observa-se que 28 % destes possuem principios ativos isolados de

produtos naturais ou semi-sintéticos, ao passo que 24 % sdo sintéticos com grupos
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farmacoforicos baseados em estruturas de produtos naturais. Portanto, mais da metade
dos novos medicamentos langados no referido periodo sdo derivados de produtos
naturais, o que mostra a importancia dessa fonte nos estudos de desenvolvimento de
novos medicamentos (BRANDAO et al., 2010).

No Brasil, pais com uma flora diversificada, onde a vegetagdo apresenta
diferentes caracteristicas, ha cerca de 100.000 espécies vegetais catalogadas, todavia
somente 8 % foram estudadas quanto a sua quimica, e estima-se que apenas 1.100
espécies tenham sido avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas e/ou toxicas
(VARANDA, 2006). Apesar de cerca de 25 % dos oito bilhdes de faturamento da
industria farmacéutica nacional serem originados de medicamentos derivados de
plantas, o pais gasta cerca de dois a trés bilhdes de dolares por ano na importacdo de
matérias—primas utilizadas no preparo de medicamentos. O panorama mostra que 84 %
dos farmacos consumidos no Brasil sdo importados de 78 a 80 % da sua produgdo ¢
feita por empresas multinacionais, indice que justifica a busca de novos agentes
terapéuticos com estruturas ativas ou com atividades complementares as drogas ja
existentes (MIGUEL; MIGUEL, 1999).

O Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF) da Universidade Federal da
Paraiba desenvolve desde 1978 estudos com espécies vegetais da flora brasileira
visando contribuir para o conhecimento quimico e farmacoldgico destas, através da
comprovacdo cientifica da(s) sua(s) atividade(s) farmacologica(s) citada(s) pela
medicina popular. Vislumbrando contribuir com esta area, alicercamos nosso trabalho
no estudo fitoquimico com fins farmacoldgicos de duas espécies da familia Malvaceae:
Sidastrum micranthum (A. St.-Hil.) Fryxell e Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl,
visto que ndo existe na literatura cientifica relatos quimicos e/ou farmacoldgicos

referentes as espécies.
1.2 — Consideracoes sobre a familia Malvaceae
1.2.1—- Aspectos Etnobotinicos e Etnofarmacolégicos de Malvaceaes
A familia Malvaceae (Juss.) ¢ constituida por 243 géneros e cerca de 4225

espécies espalhadas pelo mundo, com destaque para a América do Sul. Dentre os

géneros mais numerosos que compode esta familia estdo: Hibiscus, Sida, Pavonia,
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Abutilon, Nototriche, Cristaria e Gossypium (STEVENS, 2003). No Brasil ela esta
representada por aproximadamente 35 géneros e 400 espécies, disseminadas por todas
as regioes do pais (BARROSO et al., 1991). Pela nova classificagdo do Angiosperm
Phylogeny Group (APG), nela estdo incorporados os integrantes das antigas familias
Sterculiaceae, Tiliaceaec ¢ Bombacaceae.

As Malvaceas sdo predominantemente herbaceas, apresentando-se também na
forma de arbustos ou arvores, com canais mucilaginosos e indumento constituido,
normalmente, de pélos ramificados ou escamosos. Suas flores caracterizam-se,
principalmente, por apresentarem filetes parciais, a totalmente concrescidos, em tubo
estaminal com anteras monotecas e biesporangiadas (FRYXELL, 1997).

Inimeras espécies da familia Malvaceae sdo amplamente utilizadas em todas as
partes do mundo para fins diversos como ornamentais, na industria de bens de consumo
e para o tratamento de males da saude, além de forrageiras (OTERO, 2000; BOVINI,
2001).

O género Hibiscus apresenta muitas espécies que despertam o interesse da
comunidade cientifica gragas a sua vasta utilizacdo terapéutica com que sdo empregadas
por comunidades no mundo inteiro. Como exemplo temos Hibiscus esculentus L.,
conhecida popularmente no Brasil como quiabo que apresenta frutos verdes muito
apreciados na culindria e também sdo utilizados para o tratamento de desordens
géstricas como dor no estdbmago e tlceras pépticas (YESILADA; GURBUS, 2002).
Estudos farmacoldgicos comprovaram, através de andlises histopatoldgicas, sua acdo
gastroprotetora (GURBUS et al, 2003). O Hibiscus tiliaceus L., conhecido
popularmente como algodoeiro-da-praia, algodoeiro-da-india ou majagua ¢ usado como
antipirético, laxante, emoliente, entre outros. Suas flores, cozidas no leite, s@o utilizadas
no tratamento de dor de ouvido e, os sumos dos seus frutos sdo esfregados no corpo
para curar fraqueza. Estudos realizados com o extrato aquoso das suas flores
apresentaram significativa atividade antioxidante quando comparados com outros
estudos bem caracterizados (KUMAR et al., 2008). No México, Hibiscus sabdariffa L.
¢ utilizada pela populacdo devido ao seu efeito emagrecedor. Sua ag@o foi confirmada
por estudos farmacologicos que mostraram que o extrato aquoso das flores reduziu o
peso corporal de camundongos obesos (ALARCON-AGUILAR, 2007).

O género Abutilon compreende cerca de 120 espécies distribuidas através das

regides tropicais e subtropicais. Um grande niimero destas espécies ¢ usado na medicina
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popular como emoliente, diurético e também para o tratamento de reumatismos
(AHMED, 1990). A espécie Abutilon indicum (L.) Sweet ¢ muito utilizada como terapia
complementar em paises da Asia para tratar um grande nimero de enfermidades. Tal
fato despertou o interesse em varios grupos de pesquisa de investigar melhor as
propriedades quimicas e farmacoldgicas desta espécie. Assim, varios estudos ja
confirmaram suas a¢des analgésica, antimicrobiana, hepatoprotetora, antidiarréica,
diurética, antifertilidade ¢ antiinflamatoria. Além disso, um estudo clinico realizado na
India confirmou sua eficdcia no tratamento da asma bronquica (PARANJAPE, 2008) ¢
um trabalho recente confirma seu efeito antidiabético (KRISANAPUN et al., 2010).

Diferentes espécies de Pavonia sdo utilizadas e indicadas na medicina popular
do Brasil e em paises de clima tropical e subtropical para combater tumores de prostata,
adicionalmente agem como bactericida, vermifugo e purgativo. As folhas de Pavonia
varians Moric. (vulgarmente conhecida como cabeca de boi) sdo utilizadas, no Brasil,
para combater infec¢des do aparelho digestivo, bem como inflamagdes da boca e
garganta (LEAL, 2008). Pavonia zeylanica Cav. ¢ usada como vermifugo e purgativo
por nativos do Zambia (TIWARI; MINOCHA, 1980).

A espécie Gossypium herbaceum L. ¢é cultivada desde os tempos do Império
Romano e com evidéncias de ter-se originado da India, é a espécie de maior utilidade na
familia Malvaceae. Os pélos compridos e sedosos constituem o algodao, utilizados na
industria téxtil. As sementes contém 15-30% de um 6leo empregado na industria e na
alimentagdo, podendo substituir o 6leo de oliveira. A torta remanescente das sementes ¢
empregada para forragem e adubo. Além destes usos, as raizes ¢ a casca sdo usadas para
fins medicinais. Outras variedades sdo ainda cultivadas, a exemplo de G. barbadense,
G. peruvianum, G. hirsutum, G. arboreum ¢ alguns hibridos (SCHULTZ, 1968).

Uma outra espécie, Sida cordifolia L., conhecida no Brasil como malva branca
ou malva branca sedosa € tradicionalmente utilizada no tratamento de estomatites,
blenorreia, bronquite asmatica e congestdo nasal (SILVA et al., 2006). Na [ndia, esta
espécie ¢ conhecida como bala, e utilizada no tratamento de leucorréia, gonorréia,
reumatismo e dor cidtica, enquanto no Ird, ¢ utilizada no tratamento de disenteria

(LEAL, 2008).

1.2.2 — Aspectos Quimiotaxondmicos da familia Malvaceae
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Embora bastante diversificada, a quimiotaxonomia da familia Malvaceae
apresenta alguns grupos de constituintes quimicos que sdo muito caracteristicos, como ¢
o caso de certos tipos de acidos graxos, terpenoides e flavonoides.

Os acidos graxos se apresentam como importantes marcadores
quimiotaxondmicos para espécies da familia Malvaceae e suas estruturas envolvem
duplas e triplas ligacdes conjugadas com carbonilas (SCHIMID; PATERSON, 1988).
Também fazem parte da constitui¢do quimica de varias espécies, éteres metilicos com
enonas conjugadas, configurando a variabilidade estrutural dos acidos graxos na familia
(NAKATANI et al, 1994).

O género Gossypium € conhecido por produzir sesquiterpenoides com esqueleto
tipo cadineno (STIPANOVIC et al., 1980). As concentracdes destas substancias em
espécies deste género t€m sido atribuidas a uma atividade de resisténcia a insetos e
doencas. Gossypium hirsutum L., uma variedade de algoddo doméstico, cultivada por
longos anos, tem sido quimicamente estudada devido & sua grande importincia
econdmica, bem como a busca de mecanismos enzimaticos que levem a um aumento na
producdo de certos metabdlitos minoritarios, que em outras espécies exercem
importantes funcdes como herbicidas (WILLIAMS et al., 1995).

Espécies do género Abutilon, muito conhecidas por seus usos na medicina
Indiana, mostram uma constituicdo quimica diversificada, que inclui lactonas
sesquiterpénicas (SHARMA; AHMAD, 1989) e varios esteroides (AHMED et al., 1990;
AHMED et al., 1991).

Flavonoides ocorrem amplamente em malvaceas. Alguns deles sdo bastante
conhecidos, como por exemplo a luteonina e a quercetina, isolados anteriormente de
véarias espécies (WOLLENWEBER; DORR, 1996). Outros, foram isolados pela
primeira vez nos géneros Sida e Herissantia (SILVA et al, 2006; COSTA et al, 2009).
Do género Sida, além de flavonoides foram isolados outros derivados fenolicos,
cumarinas, alcaloides, esteroides e feoforbideo (SILVA et al, 2006). O género
Gossypium possui relatos da ocorréncia de flavonoides contendo unidades de agucar,
como a quercimetrina e quercetina 3'-O-glicosideo, que tém sido associados a
resisténcia de algumas espécies de algodao contra insetos (WAAGE; HEDIN, 1984). Da
espécie Hibiscus syriacus L. foram isoladas varias antocianidinas glicosiladas e seus
respectivos derivados esterificados com acido mevaldnico (KIM et al., 1989). Malva

sylvestris L. € uma espécie bastante difundida e utilizada no tratamento de doengas



Introdu¢do

infecciosas, ha relatos na literatura da presenca nesta espécie de acidos fenolicos além
dos alcoois 4-hidroxibenzil e tirosol (CUTILLO et al., 2003). Flavonoides
glucuronideos (BILLETER et al, 1991) e ainda agliconas contendo acido glicurénico e
sulfato (NAWWAR; BUDDRUS, 1981) também ja foram relatados para esta espécie.

O género Herissantia apresenta em sua constitui¢do triterpenos, esteroides,
acidos fenolicos, flavonoides e glicosideos flavonoidicos (SILVA et al, 2009; 2005;
2005A e COSTA et al, 2009).

Em estudos fitoquimicos de Thespesia populnea L., verificou-se a presenca de
alcaloides, carboidratos, glicosideos, saponinas, proteinas, flavonoides, taninos e
compostos fendlicos (YUVARAIJ et al, 2009).

A tabela abaixo (Tabela 1, pag. 37) relata inimeros constituintes quimicos
isolados de espécies da familia Malvaceae e suas respectivas atividades biologicas e/ou

farmacologicas.
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Quadro 2 - Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Malvaceae.

CH;3(CH,);C=C(CH,);C =0
\/

(2) Acido Esterciilico

CH,
(1) Acido Malvalico
CH3(CH2)7C§ —C H(C H2)7C =0

(3) Acido Diidroesterculico

éjCHZOH
|

(4) Citronelol

X
CHO
|

(5) Neral

2

(6) a-Terpineol

?

(7) 1,8-Cineol

=

(8) Bisabolol

o

(9) Cadineno

Q@O«ko

(10) Alantolactona

Continua
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Continuacdo Quadro 1: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Malvaceae.

H
HO o
HO. OH

(17) B-Sitosterol glicosilado

HO
(11) Terasterol (12) Cicloartenol
N e
HO OH
(13) Cicloeucalenol (14) B-Sitosterol
ol OH
(15) Estigmasterol (16) 22-deidrocampesterol
- 4
o
(6]

H
HO /- Y
HO OH

(18) Estigmasterol glicosilado

Continua
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Continuac¢do Quadro 1: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Malvaceae

COOH
COOH
OH
~
@)
OH
(19) Acido m-metoxi-p-hidroxi benzoico (20) Acido o-hidroxi benzoico
—O0
X
HO = OH
NS
—O0 O O
(21) Acido p-hidroxi cindmico (22) 6,7-dimetoxicumarina
—O0
L
HO O 0]
OH O
(23) 6-metoxi-7-hidroxicumarina (24) Quercetina
OH
OH
HO @)
OH
OH O OH O
(25) Luteolina (26) Herbacetina

Continua
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Continuac¢do Quadro 1: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Malvaceae

‘ "
o
Q OH
OH O
OH

(29) Canferol 3,7-di-O-0-L Ramnopiranosideo

OH
HO.
HO
OH (0] OH O
(27) Pentametoxiflavona (28) Gossypetina-8-O-ramnosideo
OH OH
HO. OH HO.
HO
o HO

OH (0]

(31) Canferol 3-O-B-D-(6"-E-p-cumaroil)
glicosideo

(33) Mangiferina

H
OHOH

(34) Cianidina

Continua
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Continuacdo Quadro 1: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Malvaceae

OH
_ NH
(35) Criptolepina (36) Efedrina
| 20
_N+ C\
| OH OH
N
AN
) L
N
NH
(37) Hipaforina (38) Vasicinina
OH
OH N
N AN
A
/EI/ A
N
HO 0
(39) Vasicinol (40) Vasicinona
I /\/©/OH
NH,
s

(41) pB-Fenetilamina

OH
O CH;,4

(42) Transferuloiltiramina
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1.3 — Consideragoes sobre o género Sidastrum

Estabelecido inicialmente como um gé€nero monotipico, Sidastrum foi
posteriormente ampliado por Fryxell que incluiu seis espécies do género Sida. Suas
espécies podem ser reconhecidas facilmente pelas flores que apresentam calices
reduzidos e carpidios curto-aristados, levemente reticulados ou ornamentados.
Distribui-se nos tropicos, principalmente nas Américas. No Brasil, a regido Nordeste ¢ a
que apresenta o maior numero de representantes deste género, sendo provavelmente o

centro de diversidade do género no pais (FRYXELL, 1978).

1.3.1 — Descri¢ao botéinica da espécie Sidastrum micranthum

Sidastrum micranthum é um subarbusto ereto de até 1,80 m de altura, com ramos
cilindricos ¢ tomentosos. Suas 1dminas medem de 1,0-12,5 cm de comprimento ¢ 0,6-
9,5 cm de largura. S0 membranaceas, discolores com base variando de cordada a
truncada. Apice agudo, margem crenada a serrilhada, velutina em ambas as faces. O
peciolo ¢ cilindrico, atingindo de 1,5-5,5 cm de comprimento, tomentoso; estipulas
filiformes, com 0,6 cm comprimento, tomentosas. Apresenta inflorescéncias axilares em
glomérulos. As flores de S. micranthum sdo subsésseis com pedicelo pubescente e
calice cupuliforme, velutino medindo 2,0 mm de comprimento. As lacinias apresentam
1,0 mm de comprimento. A corola mede 3,0 mm de didmetro com pétalas amarelas e
base estreita. O tubo estaminal atinge 2,0 mm de altura; possui 10 estames, com 1,0 mm
de comprimento; O ovario possui 5 loculos e 1 6vulo em cada loculo, com aspecto
tomentoso; O estilete encontra-se fora do tubo estaminal ¢ mede 1,0 mm de
comprimento. Os 5 estigmas sdo capitados. Possui 5 carpidios trigonos, com 3,0 mm de

comprimento x 2,0 mm largura e faces laterais lisas (BOVINI, 2001) (Fig. 1 pag. 51).

1.4 — Consideracoes sobre o género Wissadula

De acordo com Fryxell (1997), o género compde-se de 26 espécies distribuidas
do Texas a Argentina, estendendo-se também para o Velho Mundo. O género
caracteriza-se principalmente pelos carpidios constritos e freqlientemente com duas
sementes na constricdo superior ¢ uma na inferior. Fries (1908) agrupou as espécies de

Wissadula em duas se¢des (Wissadula e Euvissadula) com base no numero de 6vulos e
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propds inimeras combinagdes, descrevendo, portanto, 16 novas espécies (BOVINI,

2001).

1.4.1 — Descricao Botanica da espécie Wissadula periplocifolia

A espécie W. periplocifolia ¢ uma erva perene, de base lenhosa, caules eretos
estreitos e pouco ramosos ou simples de bases arredondadas e sem pélos superiores;
possui folhas modicas, peciolo de muitas laminas e ligeiramente arredondado. Sua
lamina apresenta-se oblonga-oval ou oval-lanceolada ou ainda triangular-oblonga,
longamente pontiaguda ou subcaudata, pontiaguda-obtusa com base truncada ou
obsoleta. Possui nervura herbacea descolorida e a parte superior sem pélo, de tecido
mole. As primeiras flores provém das axilas foliares, crescem abundantemente e em
pouco tempo, logo multifloram, surgem longos e graciosos ramos acessorios. Os
pedunculos filiformes foliares protegem partes sem pélos. Possui calice companulado
dificilmente em meio aos lobos ovalar-trianulares agudos; As pétalas em calice duplo,
com androceu no calice; tubo estamineo breve apresenta com filamentos livres sem
pélos e ovario subgloboso; O seu lobo ¢ peludo com hastes no androceu e céapsula
turbinada; Suas sementes sdo cordiformes com longas vilosidades inferiores e pubérulos

superiores (FLORA BRASILIENSIS, 1891) (Fig. 1 pag. 51)..

Figura 1: Sidastrum micranthum e Wissadula periplocifolia (Fotos: Yanna Teles, 2009)
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2. OBJETIVOS
2.1 - Geral

Contribuir para o estudo quimiotaxondmico da familia Malvaceae, através do
isolamento e caracterizacao estrutural de metabolitos secundarios encontrados nas espécies
Sidastrum micranthum (A. St.-Hil.) Fryxell e Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl.
2.2 - Especificos

» Isolar, purificar e caracterizar estruturalmente os constituintes quimicos das
espécies Sidastrum micranthum (A. St.-Hil.) Fryxell e Wissadula periplocifolia (L.)

C. Presl, através de métodos cromatograficos e espectroscopicos, respectivamente;

» Contribuir para o conhecimento fitoquimico de espécies vegetais pertencentes a

flora paraibana;

» Disponibilizar extratos, fracdes e substancias isoladas para estudos farmacoldgicos.
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3. METODOLOGIA

3.1 - EXPERIMENTAL GERAL

3.1.1 - Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico das espécies em estudo foi realizado no Chemical
Abstracts, Biological Abstracts, através do NAPRALERT (banco de dados sobre plantas
do ponto de vista quimico e biologico), bem como pesquisas na Internet e em anais de

eventos nacionais € internacionais.

3.1.2 - Isolamento e Purificacido dos Constituintes Quimicos

O isolamento, purificacdo e analise dos constituintes quimicos foram realizados

através de técnicas cromatograficas.

3.1.3 — Técnicas cromatograficas utilizadas

As cromatografias em coluna foram desenvolvidas utilizando-se como fase
estacionaria silica gel 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh) e
silica gel 60 flash (Macherey-Nagel, particulas com 0,04-0,063 mm / 230-400 mesh
ASTM) e Sephadex LH-20 (Merck), tendo como suportes colunas de vidro cilindricas
com dimensdes variando de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada.
Os solventes comerciais redestilados no LTF, foram utilizados como fase moével.
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi empregada para a andlise e
reunido das fragdes obtidas por cromatografia em coluna e a Cromatografia em Camada
Delgada Preparativa (CCDP) foi o método cromatografico empregado, quando
necessario, para o isolamento e purificacdo de constituinte quimico. As placas
cromatograficas foram preparadas utilizando-se como suporte placas de vidro com
dimensdes de 5x20, 10x20 e 20x20 cm e uma camada de silica gel PF,s4 7749 (Merck),
espessura 0,25 mm (CCDA) e 0,75 mm (CCDP) foi distribuida sobre o suporte,

suspensa em agua (2:1) (MATOS, 1997). As substancias em analise foram evidenciadas
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pelo uso de radiacdo ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e também

impregnacao das placas em cubas de vidro saturadas por vapores de iodo.
3.1.4 - Caracterizacio estrutural dos constituintes quimicos

A caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Sidastrum
micranthum e Wissadula periplocifolia foi realizada analisando-se os espectros obtidos
pelos métodos espectroscopicos no Infravermelho e Ressondncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono, utilizando técnicas uni e bidimensionais (HOMOCOSY,

HMQC, HMBC e NOESY), além de comparagdes com modelos da literatura.
3.1.4.1 — Infravermelho

Os dados espectrais na regido do infravermelho foram obtidos em aparelho
Perkin-Elmer, FT-IR-1750 do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica-UFPB,
utilizando-se de 1 a 3 mg da amostra em pastilhas de KBr, com frequéncia medida em

-1
cm .

3.1.4.2 — Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear das substancias isoladas foram
obtidos em espectrémetros Mercury-Varian a 200 (‘H) e 50 MHz ("*C) e Bruker a 500
MHz (‘H) e 125 MHz (**C) do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica-UFPB,
otimizado para técnicas uni e bidimensionais, utilizando-se quantidades variaveis de
amostras. Os solventes empregados foram CDCls, CsDsN, DMSO-dg e CD3;0OD, cujos
picos caracteristicos em RMN 'H e "*C serviram como padrio interno durante a

obtencao dos espectros.




Metodologia

3.2 — ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE Sidastrum

micranthum

3.2.1 — Coleta do Material Botanico

O material botanico, Sidastrum micranthum (partes aéreas), foi coletado no
municipio de Santa Rita - PB, em junho de 2006. Sua identificagdo botanica foi
realizada pela Prof* D" Maria de Fatima Agra do ntcleo de botanica do laboratorio de
tecnologia farmacéutica, sendo uma exsicata depositada no Herbario Professor Lauro
Pires Xavier do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da UFPB sob o codigo JPB
6865.

3.2.2 — Processamento da planta

As partes acéreas de S. micranthum foram desidratadas em estufa com ar
circulante a 40 °C durante 72 horas. Em seguida, o material seco foi submetido a

trituragdo em moinho mecanico fornecendo 5.090 g do p6 (Esquema 1, pag. 62).

3.2.3 — Obtencao do extrato etandlico e seu particionamento

O p6 da planta (5.090 g) foi submetido a maceracdo durante 72 horas a
temperatura ambiente, utilizando-se como liquido extrator etanol a 95 % sendo tal
processo repetido exaustivamente, obteve-se a solucdo extrativa, resultante do processo
anterior, que foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo, obtendo-se 800 g do
extrato etanolico bruto (EEB). Parte do extrato etandlico resultante (200 g) foi
dissolvido em uma solu¢do de EtOH:H,O (7:3) obtendo-se a solugdo hidroalcoolica, que
foi submetida sequencialmente a parti¢do liquido-liquido com hexano, cloroférmio
(CHCI,), acetato de ctila (AcOEt) e N-butanol. As solugdes obtidas foram concentradas,
separadamente, em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, resultando em 46,0 g da
fase hexanica; 10 g da fase cloroférmica; 6,9 g da fase acetato etilica e 8 g da fase n-

butandlica (Esquema 1, pag. 62).
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3.2.4 — Isolamento e Purificacio dos Constituintes Quimicos de Sidastrum

micranthum

3.2.4.1 — Processamento cromatogrifico da fase hexinica do extrato etandlico

bruto de Sidastrum micranthum

Uma porcdo da fase hexanica (10 g) foi submetida a cromatografia em coluna
utilizando silica gel como adsorvente e, como eluentes os solventes: hexano, acetato de
etila e metanol, sozinhos ou em misturas binarias, com gradiente crescente de
polaridade. Desta coluna foram coletadas 239 fragdes de 50 ml, concentradas em
evaporador rotativo, analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus fatores de
retengdo (Rf’s) (Esquema 2, pag 63) (Quadro 2, pag. 64).

A fracdo 39-43 forneceu 0,065 g de um precipitado na forma de um po6 branco
soltivel em cloroféormio, que apods analise por CCDA em varios sistemas de solvente e
revelagdo com vapores de iodo, mostrou-se pura, sendo codificada como Sm-1.

Uma outra amostra, a fragdo 51-53 forneceu um precipitado (ppt) na forma de
cristais incolores que foram separados do sobrenadante (ssb) e submetidos a
recristalizacdo com hexano. A referida fracdo foi analisada por CCDA e revelada com
vapores de iodo, sendo codificada como Sm-2 (0,079 g).

A fragdo 129/132 (0,280 g) quando submetida a um processo de cromatografia
liquida de média pressdo (CLMP) com silica gel flash utilizando como eluentes hexano
¢ AcOEt, puro e em misturas binarias, resultou em 90 subfragdoes de 50 mL cada, as
quais foram reunidas adotando-se a metodologia anterior. As subfracdes 58/64 (0,040 g)
e 71/83 (0,030 g) mostraram-se puras apo6s analise em CCDA, resultou em duas
substancias que foram denominadas como Sm-3 ¢ Sm-4 respectivamente (Esquema 2,
pag 63) (Quadro 3, pag 65).

A fracdo 144/151 (0,204 g), obtida por cromatografia da fase hexanica, foi
recromatografada em coluna com silica gel flash utilizando como eluentes hexano,
diclometano e metanol, resultando em 37 subfracdes de 50 mL cada, reunidas apds
analise em CCDA. Na subfracdo 34 foi observada a presenca de cristais incolores e,
apos analise em CCDA, mostrou-se puro sendo denominado Sm-5 (0,008 g) (Esquema
2, pag 63) (Quadro 4, pag 65).
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A fragdo 223 precipitou como um péd branco (0,065 g). Esta fracdo, quando
analisada por CCDA em varios sistemas de solvente ¢ revelada em iodo, apresentou

uma mancha tnica na placa, sendo codificada como Sm-6.

3.2.4.2 — Processamento cromatografico da fase cloroféormica do extrato etanoélico

bruto de Sidastrum micranthum

Parte da fase cloroférmica (6 g) foi submetida a uma filtragdo sob pressdo
reduzida, utilizando como fase estaciondria silica gel 60, tendo como suporte um funil
de Biichner com placa porosa e auxilio de papel de filtro. Como fase movel foi utilizado
Hexano, Hexano-AcOEt (90:10), Hexano-AcOEt (70:30), Hexano-AcOEt (50:50),
Hexano-AcOEt (30:70), AcOEt e AcOEt-Metanol (MeOH) nas proporgdes 90:10; 70:30
e 50:50. As solugdes extrativas foram concentradas em evaporador rotativo originando

suas respectivas fragdes (Esquema 3, pag. 66).

3.2.4.2.1 — Processamento cromatografico da fracido Hexano-AcOEt (50:50) da fase

cloroféormica do extrato etandlico bruto de Sidastrum micranthum

A fracdo Hexano-AcOEt (50:50) (0,823 g) da fase cloroféormica do extrato
etandlico bruto de Sidastrum micranthum foi submetida a cromatografia em coluna
seguindo a metodologia anterior (Esquema 4, pag. 67). Desta coluna foram coletadas
119 fragdes de 20 mL cada, concentradas em evaporador rotativo, analisados CCDA e
reunidas de acordo com seus Rf’s (Quadro 5, pag. 68). A fracdo 10/13 forneceu um
precipitado (0,005 g) o qual mostrou-se sob a forma de cristais em agulhas e, quando
analisadas em CCDA em varios sistemas de solventes, revelou-se pura, sendo, portanto,

codificada como Sm-7.

3.2.4.2.2 — Processamento cromatografico da fracio AcOEt-MeOH (50:50) da fase

cloroformica

A fragdo AcOEt-MeOH (50:50) (0,534 g) foi cromatografada em coluna com
sephadex LH-20 utilizando como eluente metanol. Desta foram obtidas 11 subfracdes

de 50 mL cada, que, apds analise em CCDA, foram reunidas (Esquema 4, pag. 67)
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(Quadro 6, pag. 68). A subfragdo 2/5 (0,359 g) foi recromatografada seguindo o mesmo
procedimento, sendo suas fracdes analisadas e reunidas utilizando-se a metodologia
anterior, o que resultou em 13 subfragoes (Quadro 7, pag. 69). A subfracdao 10-11 (0,015
g) apresentou-se como um pd amarelo e mostrou-se pura por CCDA, sendo denominada

Sm-8§.

3.2.4.3 — Processamento cromatografico da fase acetatoetilica do extrato etanoélico

bruto das partes aéreas de Sidastrum micranthum

A fase acetatoetilica (6,975 g) foi submetida a uma filtracdo sob pressdo
reduzida, utilizando como fase estacionaria silica gel 60, como suporte um funil de
Biichner com placa porosa e auxilio de um papel de filtro. Como fase movel foi
utilizado Hexano-AcOEt (70:30), Hexano-AcOEt (50:50), Hexano-AcOEt (30:70),
Acetato de etila (AcOEt) e AcOEt-Metanol (MeOH) nas propor¢des 90:10; 70:30 e
50:50. As solucdes extrativas foram concentradas em evaporador rotativo originando

suas respectivas fragcdes (Esquema 5, pag. 70).

3.2.4.3.1 — Processamento cromatografico da fracido Hexano-AcOEt (50:50) da fase

acetatoetilica do extrato etanoélico bruto de Sidastrum micranhum

A filtragdo sob pressdo reduzida da fase acetatoetilica, na concentragdo Hexano-
AcOEt (1:1), forneceu um precipitado na forma de um p6 amarelo e um sobrenadante.
O precipitado foi separado do seu sobrenadante e recristalizado em hexano com gotas
de AcOEt. Posteriormente, o referido precipitado (0,042 g) foi analisado por CCDA

mostrando-se puro e, portanto, codificado como Sm-9 (Esquema 6, pag. 71).

3.2.4.3.2 — Processamento cromatografico da fracido Hexano-AcOEt (30:70) da fase

acetatoetilica do extrato etandlico bruto de Sidastrum micranthum

A vpartir de 0,160 g da fracdo Hexano-AcOEt (30:70) submetidos a
cromatografia em coluna com silica gel 60 flash empregando-se hexano, acetato de etila
e metanol como eluentes, em ordem crescente de polaridade, foram obtidas 80

subfra¢des de 20 mL cada que foram concentrados em rotaecvaporador, analisados e
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reunidas por CCDA, de acordo com seus Rf’s. A subfragdo 45/48 forneceu 0,030 g de
uma substancia em forma de p6 amarelo, codificado como Sm-10 (Esquema 6, pag. 71)

(Quadro 8, pag. 72).

3.2.4.3.3 — Processamento cromatografico da fracio AcOEt da fase acetatoetilica

do extrato etanolico bruto de Sidastrum micranthum

A fragcdo AcOEt (0,320 g) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando-
se como adsorvente silica gel 60 flash e como eluentes hexano, acetato de etila e
metanol puros ou em misturas binarias adotando-se um gradiente crescente de
polaridade (Esquema 6, pag. 71), Desta cromatografia obteve-se 100 sub-fragdes de 30
mL cada, concentradas em evaporador rotativo, analisadas através de CCDA e reunidas
de acordo com seus Rf’s (Quadro 9, pag 73). A sub-fragdo 9/11 (0,019 g) apresentou-se
como cristais amarelos, sendo codificado como Sm-11, enquanto que a subfragdo 57/66

(0,120 g) mostrou-se em forma de um p6é amarelo denominada, portanto, como Sm-12.
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ESQUEMA 1. Obtenc¢ao e particionamento do extrato etanolico bruto das partes aéreas de

PLANTA FRESCA

Secagem e moagem

PO (5.090 g)
Maceracao em EtOH 95%

Concentrag@o em rotaevaporador

Sidastrum micranthum.

EXTRATO ETANOLICO BRUTO (200 g)

—

EtOH:H,0 (7:3)

SOLUCAO HIDROALCOOLICA I

Hexano

FASE HEXANICA (46 g) FASE HIDROALCOOLICA I

Cloroférmio

FASE CLOROFORMICA (10 g) FASE HIDROALCOOLICA II l

Acetato de Etila

FASE ACETATOETILICA (6,9 g) FASE HIDROALCOOLICA III l

n-Butanol

FASE N-BUTANOLICA (8 g) FASE HIDROALCOOLICA IV l
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Quadro 2 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fase hexanica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Sidastrum micranthum.

Eluente Fracoes Obtidas Fracoes Reunidas

Hexano 1-20 01

02/03
04/08
09/10
11/15
16/22

Hexano : AcOEt (98:2) 2125 23/27

Hexano : AcOEt (95:5) 26 — 38 28/30
31/33

34/38

Hexano : AcOEt (90:10) | 39 — 100 39/43
44/46

47/50
51/53
54/55
56/60
61/66
67/78
79/87
88/94
95/104
105/117

Hexano : AcOEt (80:20) 101 — 130 118/126

127/128
129/132

Hexano : AcOEt (70:30) 131 - 142 133/143
Hexano : AcOEt (60:40) 143 — 153 144/151

Hexano : AcOEt (50:50) 154 - 175 152/155

Hexano : AcOEt (40:60) 176 — 186 156/161

Hexano : AcOEt (30:70) 187 — 190 162/164

Hexano : AcOEt (20:80) 191 — 201 165/181

Hexano : AcOEt (10:90) 202 - 212 181/202

AcOEt 213 -223 203/222

AcOEt : MeOH (90:10) 224 — 228 223

AcOEt : MeOH (80:20) 229 - 234 224/229

AcOEt : MeOH (70:30) 235-239 230/239
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Quadro 3 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da
fragdo 129/132 da fase hexénica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

Sidastrum micranthum.

Eluente

Fracoes Obtidas

Fracoes Reunidas

Hexano

1-5

Hexano

: AcOEt (99:1)

6-10

Hexano :

AcOEt (98:2)

11-15

Hexano

: AcOEt (97:3)

16 -20

Hexano

: AcOEt (96:4)

21-25

Hexano

: AcOEt (95:5)

26 -90

01/04
05/11
12/13
14/17
18/20
21/23
24/26
27/29
30/36
37/39
40/44
45/47
48/57
58/64
65/70
71/83
84/90

Quadro 4 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da
fracdo 144/151 da fase hexénica do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

Sidastrum micranthum.

Eluente Fracoes Obtidas Frac¢oes Reunidas
Hexano — 01/05
Hexano : CH,Cl, (98:2) - 06/08
Hexano : CH,Cl, (95:5) — 09/16
Hexano : CH,Cl, (90:10) — 17/18
Hexano : CH,Cl, (85:15) | 1 19
Hexano : CH,Cl, (80:20) | 2 20/23
Hexano : CH,Cl, (70:30) |3 -6 24/28
Hexano : CH,Cl, (60:40) 7-8 §3/33
Hexano : CH,Cl, (50:50) 9-12 35
Hexano : CH,Cl, (40:60) 13-17 36
Hexano : CH,Cl, (30:70) 18 -20 37
Hexano : CH>Cl, (20:80) 21-23

Hexano : CH>Cl, (10:90) 24 - 28

CH,Cl, 29 -31

CH,ClI, : MeOH (98:2) 3237
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ESQUEMA 3. Fracionamento cromatografico da fase cloroféormica do extrato etanolico

bruto de Sidastrum micranthum.

Fase CHCl; (6 g)

- Cromatografia Liquida sob pressdo reduzida
- Silica Gel 60
- Hexano; AcOEt; MeOH

Vs

— Fragdao Hexano (0,280 g)

> Fragdao Hexano-AcOEt (90:10) (0,190 g) ]
— Fragdo Hexano-AcOEt (70:30) (0,367 g) ]

( N\

—> | Fracido Hexano-AcOEt (50:50) (0,823 g)

— Fracdo Hexano-AcOEt (30:70) (0,804 g)

— Fragdo AcOEt (0,976 g)

v

Fragdo AcOEt-MeOH (90:10) (1,430 g)

E— Fracdo AcOEt-MeOH (70:30) (2,690 g)

— | Fracio AcOEt-MeOH (50:50) (0,598 g)
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ESQUEMA 4. Continuagdo do fracionamento cromatografico da fase cloroférmica do

extrato etanolico bruto de Sidastrum micranthum.

Fase CHCI; (6 g)

- Filtragdo sob pressao reduzida - Silica gel 60
- Hexano; AcOEt; MeOH
- CCDA

[ Fraciao Hexano-AcOEt (50:50) (0,823 g) ] [ Fracao AcOEt-MeOH (50:50) (0,598 g) ]

- Silica gel Flash - Sephadex LH-20

- Hexano: AcOEt: MeOH - MeOH

- CCDA - CCDA

[ 10/13 (0,005 g) ] [ 02/05 ]
- Sephadex LH-20

- MeOH

- CCDA

Sm-7 (0,005 g)

e
|

Sm-8 (0,015 g)
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Quadro 5 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fragdo Hexano-AcOEt (50:50) da fase Cloroférmica do extrato etandlico bruto das

partes aéreas de Sidastrum micranthum.

Eluente Fracgoes Obtidas Fracoes Reunidas
Hexano - 01
Hexano : AcOEt (98:2) 1-5 02/03
Hexano : AcOEt (95:5) 6—25 04/06
Hexano : AcOEt (90:10) | 26 — 58 07/08
Hexano : AcOEt (85:15) | 59— 63 09
Hexano : ACOEt (80:20) | 64— 67 }gﬁ;
Hexano : AcOEt (70:30) 68 — 76 18/26
Hexano : AcOEt (60:40) 77-179 27/34
Hexano : AcOEt (50:50) 80 —83 35/39
Hexano : AcOEt (40:60) 84 — 87 40/48
Hexano : AcOEt (30:70) 88 -91 49/64
Hexano : AcOEt (20:80) | 92— 95 65/90
Hexano : AcOEt (10:90) | 96 ?(1)3?1 .
AcOEt 97 -99

111/119
AcOEt : MeOH (98:2) 100 — 102
AcOEt : MeOH (95:5) 103 — 108
AcOEt : MeOH (90:10) 109 — 112
AcOEt : MeOH (80:20) 113-116
AcOEt : MeOH (70:30) 117-119

Quadro 6 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fracio AcOEt-MeOH (50:50) da fase Cloroférmica do extrato etanolico bruto das

partes aéreas de Sidastrum micranthum.

Eluente Fracgoes Obtidas Fracoes Reunidas
MeOH 1-11 01

02/05

06/08

09/10

11
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Quadro 7 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

subfracdo 02-05 da fracio AcOEt-MeOH (50:50) da fase Cloroférmica do extrato

etandlico bruto das partes aéreas de Sidastrum micranthum.

Eluente Fracgoes Obtidas Fracoes Reunidas

MeOH 1-13 01
02
03
06
07
08
09
10/11
12/13
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ESQUEMA 5. Fracionamento cromatografico da fase cloroféormica do extrato etanolico

bruto de Sidastrum micranthum.

Fase AcOEt (6,975 g)

- Cromatografia Liquida sob pressdo reduzida
- Silica Gel 60
- Hexano, AcOEt, MeOH

Vs

— Fragdao Hexano-AcOEt (70:30) (0,013 g)

—> | Fracio Hexano-AcOEt (50:50) (0,042 g) ]
——> | Fracido Hexano-AcOEt (30:70) (0,160 g) ]

e ( Fracao AcOEt (0,890 g) )

> ( Fra¢ao AcOEt-MeOH (90:10) (0,245 g) )
— ( Fra¢ao AcOEt-MeOH (70:30) (2,397 g) )
L [ Fraglio AcOE&-McOH (50:50) (0,063 g) |
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Quadro 8 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da
fracdo Hexano : AcOEt (3:7) da fase Acetoetilica do extrato etanodlico bruto das partes

aéreas de Sidastrum micranthum.

Eluente Fracoes Obtidas Fracoes Reunidas
Hexano - 01
Hexano : AcOEt (90:10) — 02
Hexano : AcOEt (80:20) 1-15 03/04
Hexano : AcOEt (70:30) 16 — 31 05/07
Hexano : AcOEt (60:40) | 32— 38 08/09
Hexano : AcOE (50:50) | 39 — 66 ig/ 1
Hexano : AcOEt (40:60) 67 —70 13/14
Hexano : AcOEt (30:70) 71 =172 15/18
Hexano : AcOEt (20:80) 73 -174 19/33
Hexano : AcOEt (10:90) 75 34/37
AcOEt 76 38/40
AcOEt: MeOH (90:10) | 77 — 78 41/44
AcOEt: McOH (80:20) | 79 ‘s‘ggﬁ
AcOEt : MeOH (70:30) 80 25/20




Metodologia

Quadro 9 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da
fragdo AcOEt da fase Acetoetilica do extrato etanolico bruto das partes aéreas de

Sidastrum micranthum.

Eluente Fracoes Obtidas Fracoes Reunidas
Hexano — 01/04
Hexano : AcOEt (90:10) - 05/08
Hexano : AcOEt (85:15) - 09/11
Hexano : AcOEt (80:20) — 12
Hexano : AcOEt (70:30) | 1 —25 13/17
Hexano : AcOEt (60:40) | 26 — 39 18/22
Hexano : AcOEt (50:50) 40 — 46 gggg
Hexano : AcOEt (40:60) 47 —-49 31/32
Hexano : AcOEt (30:70) 50 —-52 33/35
Hexano : AcOEt (20:80) 53-54 36/38
Hexano : AcOEt (10:90) 55-56 39/45
AcOEt 57-62 46/51
AcOEt : McOH (98:2) 6371 52/56
. : 57/66
AcOEt : MeOH (95:5) 72 =175 67/74
AcOEt: MeOH (90:10) | 76— 79 75/81
AcOEt : MeOH (80:20) 80 — 89 82/84
AcOEt : MeOH (70:30) 90-100 85/90
91/95
96/100
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3.3 - ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE Wissadula
periplocifolia

3.3.1 — Coleta do Material Botinico

A espécie, Wissadula periplocifolia, foi coletada na Pedra da Boca, municipio de
Arartina — PB, em agosto de 2005. A identificacdo botanica foi realizada pela Prof* Dr*
Maria de Fatima Agra. Uma exsicata do material encontra-se arquivada no Herbario Prof.

Lauro Pires Xavier (CCEN/UFPB) sob a numeragao JPB 6498.

3.3.2 — Processamento da planta

O material coletado (Planta total) foi desidratado em estufa com ar circulante a 40
°C durante 72 horas. Em seguida, o material seco foi triturado em moinho mecanico

fornecendo 8.900 g do po6 da planta (Esquema 7, pag. 77).

3.3.3 — Obtencao do extrato etandlico e seu particionamento

O p6 da planta (8.900 g) foi submetido a maceragao durante 72 horas a temperatura
ambiente, utilizando-se como liquido extrator etanol a 95 % sendo tal processo repetido
exaustivamente, resultando na solugdo extrativa, que foi filtrada e concentrada em
evaporador rotativo, obtendo-se 705 g do extrato etandlico bruto. Uma aliquota do EEB
(250 g) foi dissolvido em uma solugdo de EtOH:H,O (7:3) obtendo-se a solucdo
hidroalcodlica, submetida sequencialmente a particdo liquido-liquido com hexano,
cloroférmio, acetato de etila e n-butanol. As respectivas solu¢des foram concentradas em
evaporador rotativo, resultando em 65 g da fase hexanica; 16 g da fase cloroformica; 10 g

da fase acetato de etila e 10 g da fase n-butanolica (Esquema 7, pag. 77).

3.3.4 — Isolamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos de Wissadula

periplocifolia
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3.3.4.1 — Processamento cromatografico da fase hexanica do extrato etanélico bruto

de Wissadula periplocifolia

Uma aliquota da fase hexanica (20 g) foi submetida a uma filtracdo sob pressdo
reduzida, utilizando como fase estacionaria silica gel 60, tendo como suporte um funil de
Biichner com placa porosa acoplado com um papel de filtro. Como fase movel foi utilizado
Hexano, Hexano-AcOEt (90:10), Hexano-AcOEt (70:30), Hexano-AcOEt (50:50),
Hexano-AcOEt (30:70), Acetato de etila (AcOEt) ¢ AcOEt-MeOH (90:10). As solugdes
extrativas foram concentradas em evaporador rotativo originando suas respectivas fragdes

(Esquema 8, pag. 78).

3.3.4.1.1 — Processamento cromatografico da fracdo acetato de etila da fase hexanica

do extrato etanoélico bruto de Wissadula periplocifolia

A filtragdo sob pressdo reduzida da fase hexanica, utilizando-se AcOEt puro,
forneceu um precipitado na forma de um pé branco e um sobrenadante. O precipitado foi
separado do seu sobrenadante e recristalizado utilizando-se MeOH. Posteriormente, o
referido precipitado (0,021 g) foi analisado por CCDA mostrando-se puro e, desta forma,

codificado como Wp-1 (Esquema 8, pag. 78).

3.3.4.2 — Processamento cromatografico da fase cloroformica do extrato etanoélico

bruto de Wissadula periplocifolia

A fase cloroférmica (8 g) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando silica
gel 60 como adsorvente e como eluentes os solventes hexano, acetato de etila e metanol,
sozinhos ou em misturas bindrias, com gradiente crescente de polaridade. Desta coluna
foram coletadas 100 fragdes de 50 mL, as quais foram concentradas em evaporador
rotativo, analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seus Rf’s (Esquema 9, pag. 79).

A fragdo 15-16 apresentou 0,063 g de um precipitado na forma de um p6 amarelo.
A fragdo foi analisada por CCDA e mostrou-se pura quando revelada com vapores de iodo,

sendo codificada como Wp-2 (Esquema 9, pag 79) (Quadro 10, pag. 80).
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3.3.4.3 — Processamento cromatografico da fase acetatoetilica do extrato etandlico

bruto de Wissadula periplocifolia

A fase AcOEt (3 g) do extrato etandlico bruto de W. periplocifolia foi fracionada
em coluna de Sephadex LH-20 usando-se como eluente MeOH, levando a obtengao de 102
fracdes de 50 mL cada, que foram comparadas por CCDA e reunidas de acordo com seus
Rf’s (Esquema 10, pag. 81) (Quadro 11, pag. 82). A fracdo 18/20 apresentou 0,072 g de

um precipitado e, apds analise por CCDA, mostrou-se pura e foi codificada como Wp-3.

3.3.4.4 — Processamento cromatografico da fase n-butandlica do extrato etandlico

bruto de Wissadula periplocifolia

A fase n-butanolica (2 g) foi fracionado em Sephadex LH-20 com MeOH, obtendo-
se 18 fragcdes que apoOs andlise por CCDA foram reunidas baseadas nos seus RF’s
(Esquema 11, pag. 83) (Quadro 12, pag. 84). A fracao 01/02 (0,898 g) foi
recromatografada utilizando a metodologia anterior, coletando-se 8 fra¢des, novamente
analisadas e reunidas por CCDA (Quadro 13, pag. 84), das quais a subfragdao 01/03 (0,280
g) foi recromatografada em coluna, adotando-se a mesma metodologia e deste processo
cromatografico obteve-se 6 fragdes (Quadro 14, pag. 84), destas, a fracao 06 se apresentou
na forma de um pé branco, quando analisado por CCDA em varios sistemas de solventes,

foi codificado, portanto, como Wp-4 (0,015 g).
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ESQUEMA 7. Obtencdo e particionamento do extrato etandlico bruto de Wissadula

periplocifolia

PLANTA FRESCA

Secagem e moagem

PO (8.900 g)
Maceracao em EtOH 95%

Concentracdo em rotaevaporador

EXTRATO ETANOLICO BRUTO (250 g)

EtOH:H,0 (7:3)

SOLUCAO HIDROALCOOLICA

Hexano

FASE HEXANICA (65 g)

FASE HIDROALCOOLICA I

Cloroformio

FASE CLOROFORMICA (16 g) FASE HIDROALCOOLICA 11 l

Acetato de Etila

FASE ACETATOETILICA (10 g) FASE HIDROALCOOLICA III l

n-Butanol

FASE N-BUTANOLICA (10 g)

FASE HIDROALCOOLICA IV
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ESQUEMA 8. Fracionamento cromatografico da fase hexancia do extrato etandlico bruto

de Wissadula periplocifolia

Fase Hexanica (20 g)

- Cromatografia Liquida sob pressdo reduzida
- Silica Gel 60
- Hexano, AcOEt, MecOH

— [ Fragao Hexano (0,731 g)

—— [ Fragdo Hexano-AcOEt (90:10) (3,369 g) ]

—p [ Fracdo Hexano-AcOEt (70:30) (3,004 g)

—> | Fracdo Hexano-AcOEt (50:50) (1,223 g)

- J

( N\

—> | Fracdao Hexano-AcOEt (30:70) (0,369 g)

> Fracdo AcOEt (0,499 g) -

SSB ]

— | Fracdo AcOEt-MeOH (90:10) (0,990 g)

— | Fracdo AcOEt-MeOH (70:30) (3,876 g)

—> | Fragdo AcOEt-MeOH (50:50) (2,456 g)

PPT

!

Wp-1a e Wp-1b (0,021 g)
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ESQUEMA 9. Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica do extrato etanolico

bruto de Wissadula periplocifolia

Fase Cloroférmica (8 g)

- Silica gel 60
- Hexano: AcOEt: MeOH
- CCDA

[ 15/16 (0,063 g) ]

Wp-2
(0,063 g)
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Quadro 10 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fase cloroférmica do extrato etandlico bruto de Wissadula periplocifolia.

Eluente Fracoes Obtidas Fracgoes Reunidas
Hexano — 01/06
Hexano : AcOEt (98:2) - 07/08
Hexano : AcOEt (90:10) 1-03 09/11
Hexano : AcOEt (80:20) 04 — 09 12/14
Hexano : AcOEt (70:30) | 10 —43 15/16
Hexano : AcOEt (60:40) | 44 — 53 17/18
Hexano : AcOEt (50:50) 54 -57 é?gg
Hexano : AcOEt (40:60) 58 —62 23/37
Hexano : AcOEt (30:70) 63 —-70 38/45
Hexano : AcOEt (20:80) 71 -175 46/47
Hexano : AcOEt (10:90) 76 — 80 48/52
AcOEt 81— 85 S3/57
AcOEt : McOH (95:5) 86 — 90 22;2%
AcOEt : MeOH (90:10) 91 -93 63/72
AcOEt : MeOH (80:20) 93 -94 73/76
AcOEt : MeOH (70:30) 95-100 77/%0
83/86
87/92
93/100
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ESQUEMA 10. Fracionamento cromatografico da fase acetatoetilica do extrato etanolico

bruto de Wissadula periplocifolia

Fase Acetatoetilica (3 g)

- Sephadex LH-20
- MeOH
- CCDA

[ 18/20 (0,072 g) ]

Wp-3
(0,072 g)
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Quadro 11 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fase acetoetilica do extrato etanolico bruto das partes aéreas de Wissadula periplocifolia

Eluente

Fracoes Obtidas

Fracoes Reunidas

MeOH

1-102

01/03
04/07
08/16
17
18/20
21/33
34/45
46/102
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ESQUEMA 11. Fracionamento cromatografico da fase n-butandlica do extrato etanolico

bruto de Wissadula periplocifolia

Fase n-butandlica (2 g)

- Sephadex LH-20
- MeOH
- CCDA

[ 01/02 (0,898 g) ]

- Sephadex LH-20
- MeOH
- CCDA

[ 01/03 (0,280 g) ]

- Sephadex LH-20
- MeOH
- CCDA

[ 06 (0,015 g) ]

Wp-4
(0,015 g)
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Quadro 12 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fase n-butandlica do extrato etanolico bruto das partes aéreas de Wissadula periplocifolia

Eluente

Fracoes Obtidas

Fracoes Reunidas

MeOH

1-18

01/02
03/05
06/08
17
09/12
13/16
17
18

Quadro 13 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fragdo 01/02 fase n-butanodlica do extrato etanolico bruto das partes aéreas de Wissadula

periplocifolia

Eluente

Fracoes Obtidas

Fracoes Reunidas

MeOH

1-38

01/03
04
05
06
07
08

Quadro 14 — Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fragdo 01/03 — 01/02 — fase n-butandlica do extrato etanolico bruto das partes aéreas de

Wissadula periplocifolia

Eluente

Fracoes Obtidas

Fracoes Reunidas

MeOH

1-6

01
02
03
04
05
06
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4.1 - CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE Sidastrum micranthum (A.
St.-Hil.) Fryxell

Das partes aéreas de Sidastrum micranthum foram isolados e purificados, por
meio de técnicas cromatograficas, treze constituintes quimicos, sendo um triterpeno,

trés esteroides, duas feofitinas, dois compostos fenolicos simples e cinco flavonoides

(um glicosilados e quatro agliconas) (Figura 2).

Figura 2 — Constituintes quimicos isolados de Sidastrum micranthum (A. St.-Hil.) Fryxell
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4.1.1 — Identificacao Estrutural de Sm-1

A substancia codificada como Sm-1 mostrou no seu espectro de 1V, (Figura 4,
pag. 92) uma absor¢do em 3417 cm™, caracteristica de deformagio axial de OH,
sugerindo que a molécula possui hidroxila em sua estrutura. Esta sugestdo foi
fortalecida pela banda em 1377 cm™ referente a deformagdo angular no plano de C-O de
grupo hidroxila (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). A auséncia de absor¢des intensas
na faixa de 1600-1450 cm™ elimina a presenca de grupo C=C de aromatico para a
molécula, o que mostra que o OH ¢ alcoodlico e ndo fendlico (PAVIA et al., 1996). A
presenca de grupos metinicos, metilénicos e metilicos revelou-se pelas absor¢des de
deformacdo axial entre 2958 e 2866 em™.

O espectro de RMN 'H (Figura 5, pag. 93) e suas expansdes (Figuras 6 a 8, pag.
94 ¢ 95) da substancia codificada como Sm-/ mostrou absor¢oes simples e multiplas na
regido entre oy 0,74 e dy 2,02 caracteristicas de hidrogénios metinicos, metilénicos e
metilicos ligados a carbono sp°, sugerindo que Sm-/ poderia ser triterpeno ou esterodide.
A presenga de um duplo dupleto em 6y 3,19 condizente com hidrogénio oximetinico da
posicdo 3 de ntcleo esteroidal ou triterpénico, fortaleceu a sugestdo. Este espectro
mostrou, adicionalmente, um dupleto em dy 5,21, caracteristico de hidrogénio olefinico
para o referido composto.

Nos espectros de RMN °C — APT (125 MHz, CDCls) (Figuras 9 a 11, p. 96 e
97) foi observada a presenca de 28 sinais. A presenca de um sinal em d¢ 78,97, tipico de
carbono oximetinico na posi¢do C-3, indica a presenca de uma hidroxila, fortalecendo a
proposta feita pelo espectro de IV. Observou-se ainda sinais para carbono sp> metinico
em O¢ 114,35 e ndo hidrogenado em &¢ 148,89 condizentes com a dupla ligacdo nas
posicdes 9—11.

A priori, pensou-se que o referido composto fosse um esterdide, pelo fato do
espectro de RMN "°C revelar a presenca de 28 sinais, todavia o espectro de correlagdo
bidimensional heteronuclear HMQC (Figuras 12 a 16, pag. 98 a 102) mostrou que as
absor¢des em oy 0,79 ¢ oy 0,75 correlacionam diretamente com um unico carbono em
oc 15,30, revelando, desta forma, que este sinal possui intensidade indicativa para 2
carbonos. Esta mesma situacao ocorreu para as absorgoes em 0y 1,01 e oy 0,88, os quais
correlacionaram diretamente com uma absorcdo em 6c¢ 22,14 e, face ao exposto, passou-

se a considerar que Sm-/ ndo se trataria de um esterdide, mas sim, de um triterpeno.
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O espectro de RMN 'H x *C-HMBC (Figura 17, pag. 103) e suas expansdes
(Figuras 18 a 21, pag. 103 a 107) exibiram uma correlagio a duas ligagdes (J*), entre o
hidrogénio da metila 24 e o carbono 4 (6y 0,79 / d¢ 39,66), como também correlagdes a
trés ligacdes (/) com 0 C-3 (8 0,79 / 8¢ 78,97) e, adicionalmente, com o C-5 (8 0,79 /
8¢ 52,38). Foi possivel inferir neste espectro correlacio a trés ligagdes (J°) entre o
hidrogénio da metila 23 com o carbono oximetinico na posi¢ao 3 (5y 0,96 / ¢ 78,97) e
com o C-5 (6y 0,96 / 6¢ 52,38), norteando, desta forma, a presenca de duas metilas na

posicdo 4, as quais sdo bastante comuns em nucleos triterpénicos (Figura 3).

Figura 3 — Correlagdes observadas no espectro de RMN 'H x *C-HMBC

Ainda utilizando os espectros de correlagdo heteronuclear HMBC foi possivel
assinalar inequivocamente as seguintes correlagcdes referentes aos hidrogénios dos
carbonos metilicos: entre o hidrogénio em dy 1,01 (CH3-25) com os carbonos 6¢ 39,66 e
Oc 52,38 (posicdes C-10 e C-5 respectivamente); entre o hidrogénio em oy 0,80 da
posicdo 26 com os carbonos em &¢c 41,01 (C-8), d¢ 36,81 (C-13), &¢c 38,21 (C-14);
posicdo 27 em dy 0,75 e os carbonos 8¢ 36,81, d¢ 38,21 e d¢ 52,09 (C-13, C-14 e C-18
respectivamente); entre os hidrogénios metilicos da posi¢cdo 28 em oy 0,74 e os
carbonos &¢ 42,87 (C-17) e d¢ 59,68 (C-21) e, por fim, os dois hidrogénios metilicos
localizados nas posicdes C-29 em (dy 0,80) e C-30 (dy 0,88) (CH3-30), ambos se
correlacionado a trés ligagdes com o C-21 (d¢ 59,68), caracterizando, desta forma, um
triterpeno do tido hopano para Sm-1.

A unido da analise espectral do IV com os dados de RMN 'H ¢ RMN "C uni e
bidimensionais (Tabela 3, pag. 91) e compara¢des com os dados da literatura (Tabelas

2, pag. 90) ratificaram a estrutura B-isoarborinol para Sm-1, triterpeno do tipo hopano,
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encontrado em outras espécies, como por exemplo em Polygonum bisorta L. (SUN et

al., 2007), todavia relatado pela primeira vez na familia Malvaceae.

B-isoarborinol
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Tabela 2 - Dados comparativos de RMN 'H e °C de Sm-1 (5, CDCls, 500 e 125 MHz)
com o modelo Mo-1 (SUN et al., 2007); (3, CDCls, 400 ¢ 100 MHz)

B-isoarborinol

Mo-01 (B-Isoarborinol)

Sm-1 (B-Isoarborinol)

C 8C 8H SC 8H
4 36,64 39,08
9 148,88 148,89
10 39,08 39,66
13 36,79 36,81
14 38,20 38,21
17 42,96 42,87
CH
3,20(dd,J=7,6 Hze J 3,19(dd,/J=4,5HzeJ
3 78,97 30 HY) 78,97 115 1)
5 52,34 52,38
8 40,99 41,01
11 114,33 5,22 (d, J=4,8 Hz) 114,35 5,20 (d, J=6,5 Hz)
18 52,11 52,09
21 59,65 59,68
22 28,21 30,76
CH,
1 36,07 36,10
2 27,83 27,85
6 21,44 21,45
7 26,69 26,70
12 36,02 36,04
15 29,66 29,67
16 35,94 35,96
19 20,18 20,18
20 28,21 28,21
CH;
23 28,21 0,89 (s) 28,23 0,96 (s)
24 15,63 0,81 (s) 15,30 0,79 (s)
25 22,12 0,95 (s) 22,14 1,01 (s)
26 17,03 0,80 (s) 17,02 0,81 (s)
27 15,29 0,76 (s) 15,30 0,75 (s)
28 13,99 0,75 (s) 13,99 0,74 (s)
29 22,98 0,86 (s) 22,97 0,80 (d,J=17,5 Hz)
30 22,12 0,83 (d) 22,14 0,88 (d, /=17,0 Hz)
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Tabela 3 - Dados de RMN 'H e *C-APT (8, CDCl3, 500 e 125 MHz, respectivamente)

da substancia Sm-1

HSQC HMBC
C 8¢ 8 2y 7
4 39,08
9 148,89
10 39,66
13 36,81
14 38,21
17 42,87
CH
3,19(dd,J=4,5HzeJ
3 78,97 =115 Ho)
5 52,38
8 41,01
11 114,35 5,20 (d, J = 6,5 Hz)
18 52,11
21 59,68
22 30,76
CH,
1 36,10
2 27,85
6 21,45
7 26,70
12 36,04
15 29,67
16 35,96
19 20,18
20 28,21
CH,
23 28,23 0,96 (s) C-3; C-5
24 15,30 0,79 (s) C-4 C-3; C-5
25 22,14 1,01 (s) C-10; C-5
26 17,02 0,81 (s) C-14 C-8; C-13
27 15,30 0,75 (s) C-13 C-14; C-18
28 13,99 0,74 (s) C-17 C-21
29 22,97 0,79 (d, J=7,5 Hz) C-21
30 22,14 0,88 (d, J= 7,0 Hz) C-21
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4.1.2 — Identificacdo Estrutural de Sm-2

A anilise do espectro de RMN 'H (Figura 22, pag. 112) de Sm-2 e suas
expansoes (Figuras 23 e 24, pag. 113) mostraram absor¢des simples e multiplas na
regido compreendida entre oy 0,64 e Oou 2,0 que caracterizam hidrogénios metinicos,
metilénicos e metilicos de carbono sp’ presentes em estruturas como triterpenos e
esteroides. Através do multipleto em Oy 3,48 pode-se inferir a presenca de um
hidrogénio oximetinico da posi¢do 3 de nucleo esteroidal e/ou triterpénico
(KONGDUANG, et al., 2008). O espectro revelou ainda um dupleto em &y 5,31
caracteristico de hidrogénio olefinico no C-6, sugerindo que pode tratar-se de um
fitoesteroide (AHMED, 1992). As referidas observagdes possibilitaram sugerir que Sm-
2 possui o nucleo esteroidal. Um multipleto em & 5,09 leva a sugerir que a substancia
em analise possui em sua estrutura hidrogénios de HC=CH da cadeia lateral de
esteroide.

A analise do espectro de RMN °C (Figura 25, pag. 114) e suas expansdes
(Figura 26 a 28, pag. 115 e 116) monstraram absorgdes para 58 atomos de carbono,
sugerindo portanto, que Sm-2 trata-se de uma mistura de dois esteroides. A presenca de
metilas esteroidais pode ser vista pelo conjunto de absorc¢des entre ¢ 11,80 e & 21,18,
caracteristicas destes grupos, refor¢ando, portanto, a proposta de nticleo esteroidal, pelo
espectro de RMN 'H. O numero de absor¢des presentes no espectro de RMN °C ¢ seus
respectivos deslocamentos quimicos corroboram a proposta que Sm-2 trata-se de uma
mistura de dois esteroides, codificados, entdo, como Sm-2a ¢ Sm-2b. Os sinais para
carbono sp2 metinico em d¢ 121,63 e ndo-hidrogenado em &¢ 140,70 condizentes com a
dupla ligagdo nas posigdes 5 e 6 tanto para o B-sitosterol como para o estigmasterol,
juntamente com as absor¢des em O¢ 129,20 e & 138,28 pertinentes aos carbonos
olefinicos C-23 e C-22, respectivamente do estigmasterol (KONGDUANG, et al.,
2008).

Os dados espectrais de RMN 'H e °C de Sm-2 (Tabela 5, pag. 111) quando
comparados com os modelos da literatura (KONGDUANG, et al., 2008) (Tabela 4, pag.
110) tornaram exequivel identificar as substancias como sendo o B-sitosterol (Sm-2a) e

o estigmasterol (Sm-2b), cujas presencas sdo observadas em varias espécies vegetais.
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B-sitosterol Estigmasterol
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Tabela 4 - Dados comparativos de RMN BC da substancia Sm-2a e Sm-2b (6, CDCl3,
50 MHz) com modelos Mo-2 ¢ Mo-3 (KONGDUANG, et al., 2008)

Mo-2 (Sitosterol) Mo-3 (Estigmasterol) Sm-2a Sm-2b
C dc oc dc dc
5 140,72 140,72 140,66 140,66
10 36,48 36,48 36,43 36,43
13 42,29 42.29 42.24 42.24
CH
3 71,80 71,80 71,71 71,71
6 121,71 121,71 121,65 121,65
8 31,87 31,87 31,82 31,82
9 50,08 50,08 50,06 50,06
14 56,73 56,83 56,69 56,80
17 56,00 55,90 55,98 55,87
20 36,12 40,50 36,09 40,48
22 - 138,32 - 138,28
23 - 129,22 - 129,20
24 45,78 51,21 45,74 51,19
25 29,08 31,87 29,05 31,82
CH,
1 37,21 37,21 37,19 37,19
2 31,62 31,62 31,45 31,45
4 42,18 42,29 42,13 42,10
7 31,87 31,87 31,89 31,89
11 21,07 21,07 21,02 21,02
12 39,73 39,64 39,70 39,62
15 24,28 24,34 24,25 24,31
16 28,23 28,92 28,20 28,89
22 33,90 - 33,98 -
23 25,99 - 25,98 -
28 23,02 25,40 22,98 25,37
CH;
18 11,84 12,03 11,80 11,92
19 19,38 19,38 19,35 19,35
21 18,75 21,05 18,73 21,18
26 19,81 21,20 19,78 21,06
27 19,00 18,95 18,97 18,93

29 11,96 12,25 11,99 12,22
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Tabela 5 - Dados de RMN 'H ¢ *C-APT (6, CDCl3, 200 e 50 MHz, respectivamente)

da substancia Sm-2a e Sm-2b

Sm-2a Sm-2b

C 6C 6H 8C 6H
5 140,66 - 140,66

10 36,43 - 36,43

13 42,24 - 42,24

CH - - .

3 71,71 3,48(m) 71,71  3,48(m)
6 121,65 5,31(d) 121,65 5,31(d)
8 31,82 - 31,82

9 50,06 - 50,06

14 56,69 - 56,80

17 55,98 - 55,87

20 36,09 - 40,48

22 - - 138,28

23 - - 129,20

24 45,74 - 51,19

25 29,05 - 29.05

CH, - -

1 37,19 - 37,19

2 31,45 - 31,45

4 42,13 - 42,10

7 31,89 - 31,89

11 21,02 - 21,02

12 39,70 - 39,62

15 24,25 - 24,31

16 28,20 - 28,89

22 33,98 - -

23 25,98 - -

28 22,98 - 25,37

CH; - - .

18 11,80 0,64(s) 11,92  0,66(s)
19 19,35 0,97(s) 19,35 0,97(s)
21 18,73 - 21,18 -

26 19,78 0,88(d) 21,06  0,88(d)
27 18,97 0,79(d) 18,93  0,79(d)
29 11,99 0,84(t) 12,22 0,84(t)




Resultados e Discussdo [HBA!

ppm

T80 vt

L 2122

T
2
[em}
116.30

L
-2.82

.90
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Figura 23-Expansio 1 do espectro de RMN 'H (5, CDCl3;, 200MHz) de Sm-2
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4.1.3 — Identificacdo Estrutural de Sm-3

O espectro de Infravermelho (Fig. 29, pag. 122) da substancia codificada como
Sm-3 mostrou a presenca de uma banda larga observada em 3446 cm™ caracteristica de
deformacdo axial de O-H ou de N-H de aminas. Bandas intensas em 2926 ¢ 2854 cm’
sugerem estiramento de C-H alifatico e de metoxila, respectivamente. Uma outra banda,
observada em 1375 cm™, fortaleceu a sugestdo da presenga de grupo amino, por tratar-
se de deformacao axial de ligacdo C-N conjugada (PAVIA, 1996). As referidas bandas
sugerem a presenca de um nucleo porfirinico na estrutura de Sm-3. Observou-se ainda
absor¢des em 1739 e 1701 cm’, caracteristicas de deformacdo axial de grupo
carbonilico de éster e de cetona conjugada.

O espectro de RMN 'H (Figura. 30, pag. 123) e suas expansdes (Figuras 31 e 32,
pag 124) revelaram a presenca de trés metilas olefinicas em oy 3,19, oy 3,39 e 6y 3,69,
além de um singleto em oy 3,91 caracteristico de metoxila. Sinais em &y 9,35, 8y 9,51 e
Ou 8,60 sdo tipicos dos hidrogénios olefinicos 5, 10 ¢ 20 do ntucleo porfirinico de
feofitinas, corroborando com a proposta do I'V.

Hidrogénios vinilcos observados em oy 7,95 (dd, J = 17,85 ¢ 11,48 Hz), oy 6,27
(d, J=17,95 Hz), oy 6,18 (d, J= 11,10 Hz) sdo compativeis com os hidrogénios ligados
aos carbonos 3' e 3% das feofitinas. O espectro mostra ainda um envelope de absor¢des
para hidrogénios metilicos ¢ metilénicos, sugerindo que a molécula possui o grupo fitil
¢ster, que nas feofitinas ocorre como substituinte no carbono C-17°.

A analise dos espectros de RMN *C-APT (Figuras 33 a 38, pag. 125 a 128)
revelou picos para 55 atomos de carbono, tendo-se observado sinais para 19 ndo
hidrogenados, 11 metinicos, 14 metilénicos e 11 metilicos.

Alguns sinais caracteristicos do nucleo porfirinico das feofitinas merecem
destaque. Por exemplo, a presenga dos carbonos metilénico e metinico em 6122,67 e
6129,97 correspondem aos carbonos 3% ¢ 3! das feofitinas, além do pico em & 53,07,
tipico de metoxila de éster. Os sinais observados em 611,09 e 064,65 sdo
correspondentes aos carbonos 7' (metilico) e 13 (metinico) da Feofitina a, sugerindo
que pode se tratar desta substancia.

A presenga do grupo fitil éster, bem como o nucleo porfirinico da Feofitina a,

sugeridos pelos dados espectrais de IV ¢ RMN 'H foram confirmados pela identificacdo
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dos sinais de carbonos correspondentes, utilizando comparativamente, modelos da
literatura (Tabela 7, pag 119) (NOGUEIRA, 2009; SILVA et al, 2006).

As analises dos dados espectroscopicos (Tabela 8, pag. 121) e comparagdes
com dados da literatura (Tabela 6 e 7, pag 119 e 120) permitiram identificar a
substancia Sm-4 como sendo a feofitina a, relatada pela primeira vez no género

Sidastrum.

Feofitina a (Sm-4)
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Tabela 6 - Dados comparativos de RMN 'H e °C de Sm-4 (8, CDCls, 500 e 125 MHz
respectivamente) com o modelo Mo-4 (5, CDCls, 500 ¢ 125 MHz) (NOGUEIRA, 2009)
e Mo-5 (8, CDCl3, 200 e 50 MHz) (SILVA et al., 2006).

Mo-4 Mo-5 Sm-4
C Sc¢ S Sc¢ Sn 8¢ Sn
1 142,34 148,98 141,97
2 131,10 131,78 131,75
2! 12,26 3,38 (s) 12,06 3,37 (s) 12,05 3,39 (s)
3 136,82 136,16 136,11
3 7,95 (dd,
\ 7,98 (dd, 7,93 (dd, J=17.8 >
3 129,19 1519 ¢ 11.39) 128,91 e 11.6) 129,97 J—1117£§e
6,28 (trans) (dd, 6,14 (cis) (dd, 6,27 (trans) (d,
5 J=15,19¢2.29) ¢ J=11,6 ¢ 1,6); J=17,95) ¢ 6,18
3 B g i @dd, PP 624 (rans) (dd, 12207 (cis) (d,
J=11,39 ¢ 2,28) J=17.8 ¢ 1,6) J=11,10)
4 136,51 136,40 136,36
5 97,66 9,36 (s) 97,39 9,30 (s) 97,35 9,35 (s)
6 155,55 155,55 155,53
7 136,14 136,05 136,00
7! 11,35 3,21 (s) 11,11 3,16 (s) 11,09 3,19 (s)
8 145,25 145,09 145,05
8! 19,60 3,66 (q) 19,32 3,64 (m) 19,29 3,63 (m)
82 17,52 1,68 (1) 17,37 1,65 (2) 17,36 1,66 (m)
9 150,92 150,86 150,84
10 104,59 9,50 (s) 104,32 9,45 (s) 104,29 9,51 (s)
11 138,14 137,83 137,80
12 129,03 128,80 128,77
12" 12,32 3,68 (s) 12,06 3,65 (s) 12,05 3,69 (s)
13 129,14 128,88 128,77
13" 189,81 189,66 189,71
132 64,90 6,26 (s) 64,66 6,25 (s) 64,65 6,30 (s)
13 169,77 172,95 169,64
13* 53,07 3,88 (s) 52,88 52,87 3,91 (s)
14 149,59 149,59 149,60
15 105,10 105,10 105,08
16 161,28 161,19 161,19
17 51,42 4,20 (m) 51,05 4,19 (m) 51,04 4,15 (m)
171 29,89 29,76 29,67
172 31,42 31,16 30,06
177 173,18 172,19 173,92
18 50,36 4,45 (m) 50,05 4,44 (m) 50,06 4,34 (m)
18" 2328 1,80 (d) 23,94 1,79 (d) 23,04 1,84 (d)
19 172,63 169,60 172,21
20 93,72 8,55 (s) 93,06 8,53 (s) 93,05 8,60 (s)




Resultados e Discussio

Tabela 7 - Dados comparativos de RMN BC da cadeia de fitil éster de Sm-4 (5, CDCl3,
125 MHz) com o modelo Mo-6 fitil éster (NOGUEIRA, 2009).

PlE  mia Pl P10 = PR P4 P2

AV el

=5 H
pl1l p7! P O

Fitil éster

Mo-6 Sm-3
C dc dc¢
Pl 61,69 62,07
P2 117,93 117,62
P3 143,02 142,84
P4 39,98 39,74
P5 25,17 25,58
P6 37,57 37,32
P7 32,93 32,70
P8 37,50 37,25
P9 24,60 24,37
P10 36,82 37,19
P11 32,79 32,55
P12 37,44 37,25
P13 24,95 24,82
P14 39,53 39,30
P15 28,14 27,92
P16 22,89 22,67
P17 22,80 22,55
P11 19,84 19,62
P7' 19,90 19,68
p3' 16,48 16,25
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Tabela 8 — Dados espectrais de RMN 'H e BC (6, CDClI3, 500 e 125 MHz,
respectivamente) de Sm-4

Feofitina a

C 8¢ Su
1 141,97
2 131,75
3 136,11
4 136,36
6 155,53
7 136,00
8 145,05
9 150,84
11 137,80
12 128,77
13 128,77
13! 189,71
13° 169,64
14 149,60
15 105,08
16 161,19
17° 173,92
19 172,21
CH
) 7,95 (dd, J= 17,85
3 129,97 Hz, 11,48 Hz)
5 97,35 9,35 (s)
10 104,29 9,51 (s)
132 64,65 6,30 (s)
17 51,04 4,15 (m)
18 50,06 4,34 (m)
20 93,05 8,60 (s)
CH,
6,27 (trans) (d, J =
2 17,95 Hz) ¢ 6,18
3 122,67 (cis) (d, J=11.10
Hz)
8! 19,29 3,63 (m)
17! 29,67
17 30,06
CH,
2! 12,05 3,39 (s)
7! 11,09 3,19 (s)
8’ 17,36 1,66 (m)
12! 12,05 3,69 (s)
13* (OMe) 52,87 3,91 (s)

18! 23,04 1,84 (d)
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Figura 29 — Espectro de IV (KBr, cm™) de Sm-3
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4.1.4 — Identificacdo Estrutural de Sm-4

A substancia codificada como Sm-4 mostrou-se como um po6 verde azulado e
apresentou no seu espectro de [V (Figura 39, pag. 134) bandas semelhantes ao espectro
de IV de Sm-3 (Figura 29, pag. 122) levando a sugerir que Sm-4 trata-se de uma
substancia com as mesmas caracteristicas estruturais da feofitina a (Sm-3).

O espectro de RMN'H e suas expansdes de Sm-4 (Figura 40 e 41, pag. 135 ¢
136), quando comparado com aquele da substancia Sm-3, revelou um conjunto de
absorc¢des semelhantes, o que fortaleceu a sugestdo levantada pelo IV de que Sm-4 pode
possuir a estrutura da feofitina. A tabela 9 (pag. 131) corrobora a sugestdo ao comparar
Sm-4 com Sm-3 e Mo-7.

A auséncia de um simpleto em aproximadamente oy 6,20 (Figura 41, pag.
136), caracteristico do hidrogénio H-13%, permite propor que a estrutura quimica de Sm-
4 difere de Sm-3, sugerindo que a substincia em analise possui uma hidroxila ligada ao

carbono C-132, (JERZ, 2007), compativel com a estrutura abaixo:

13%-hidroxi-(13’-S)-feofitina a (Sm-4)

Os espectros de RMN"C utilizando a técnica APT para Sm-4 (Figura 42 ¢ 43,
pag. 137 e 138) apresentou um total de 55 absor¢des, compativeis com o numero de
carbonos presentes em Sm-4. Todavia, um sinal em d¢ 89,00 ausente em Sm-3 (Figura

43, pag. 138), caracteristico de carbono ndo hidrogendo e oxigenado, fortalece a
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proposta levantada pelo RMN'H de que Sm-4 possui um grupo hidroxila na posi¢io C-
132 Comparagdes de Sm-4 com modelos da literatura Mo-7 (JERZ, 2007), Mo-8
(MELOS et al., 2007) e Sm-3 (Tabela 9 e 10, pag. 131 e 132) permitiram defender a
proposta de que Sm-4 tratava-se da 13-hidroxi-(13°-S)-feofitina a (Tabela 11, pag.

133), substancia isolada pela primeira vez no género Sidastrum.
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Tabela 9 - Dados comparativos de RMN 'H e C de Sm-4 (3, CDCl3, 500 ¢ 125 MHz,
Hz respectivamente) com o modelo e Mo-10 (JERZ, 2007) ¢ Sm-3 (5, CDCl;, 500 ¢ 125
MHz, Hz).
Sm-3 Mo-7 Sm-4

C Sy 3¢ Sy 3¢ Su 8¢

1 - 142,34 - 142,80 - 142,04

2 - 131,10 - 131,60 - 131,74

2! 3,39 (s) 12,26 3,45 (s, 3H) 12,40 3,46 (s, 3H) 12,07

3 - 136,82 - 137,00 - 136,50

7,95 (dd, 8,03 (dd, 8,01 (dd,
3! J=17,85, 129,19 J=17,8; 11,2, 129,40 J=18,0; 11,5 129,10
11,48) 1H) ,1H)
6,28 (trans
6,27 (trans) ?ﬁ%lgggng ) (d, J£18,0 ?
32 (d J=17.95) e 123,11 1H) ¢ 6,23 123,60 1,5 Hz) e 6,17 122,82
6,18 (cis) (cis) (d, (cis) (d,
(d, J=11,10) =114, 1H) J=11,5¢ 1,5
Hz)

4 - 136,51 - 136,30 - 136,32

5 9,35 (s) 97,66 9,60 (s, 1H) 98,40 9,58 (s, 1H) 97,92

6 - 155,55 - 150,90 - 151,06

7 - 136,14 - 136,30 - 136,25

7! 3,19 (s) 11,35 3,30 (s, H) 11,60 3,22 (s, H) 11,25

8 - 145,25 - 145,30 - 145,21

8! 3,63 (m) 19,60 3,77 (s,2H) 19,90 3,71 (s,2H) 19,70

8’ 1,66 (m) 17,52 1,70 (1) 17,60 1,68 (1) 17,40

9 - 150,92 - 155,40 - 155,35

10 9,51 (s) 104,59 9,46 (s, 1H) 104,70 9,46 (s, 1H) 104,24

11 - 138,14 - 138,40 - 137,85

12 - 129,03 - 129,40 - 129,40

12! 3,69 (s) 12,32 3,62 (s, 3H) 12,70 3,60 (s, 3H) 12,26

13 - 129,14 - 127,70 - 127,70

13! - 189,81 - 192,20 - 192,01

13° 6,30 (s) 64,90 - 89,40 - 89,00

13° - 169,77 - 173,30 - 173,56

13* 3,91 (s) 53,07 3,77 (s) 53,80 3,88 (s) 51,90

14 - 149,59 - 150,90 - 149,88

15 - 105,10 - 107,10 - 107,71

16 - 161,19 - 164,00 - 162,51

17 4,15 (m) 51,42 4,17 (m, 1H) 52,60 4,15 (m, 1H) 51,76

2.22¢2,95(m, 2,00 ¢ 2,78(m,

17! - 29,89 o) ( 31,60 o) ( 29,40

172 - 31,42 2,55(m, 2H) 32,00 2,30(m, 2H) 31,65

17° - 173,18 - 173,80 - 172,78

18 4,34 (m) 50,36 4,56 (m, 1H) 50,90 4,55 (m, 1H) 50,35

18! 1,84 (d) 23,28 1’637 (0“;’ = 22,90 1,65 (m) 22,65

19 - 172,63 - 173,00 - 172,43

20 8,60 (s5) 93,72 8,76 (s,1H) 95,00 8,60 (s,1H) 93,62
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Tabela 10 - Dados comparativos de RMN "°C da cadeia de fitil éster de Sm-4 (8,
CDCls, 125 MHz) com o modelo Mo-8 fitol (MELOS et al., 2007) e a cadeia fitil éster
de Sm-3 (5, CDCl3, 125 MHz)

P16 p14 P12 P10 P8 P6 F&, F‘Z
P11 p7 p3 OH
P17

%A{W
111 71 P31

16,1/0/' \9,40

o17 P11 p7 p3 o 173 R172
5 3 7 d \g
111 71 P31 \E‘
16,48 1,69
( ) Sm-3

5 3 g ] F; d \‘g
16 es/ \1 53
( ) Sm-4

Mo-8 Sm-4 Sm-5
C 8(; 6(: 8C
Pl 59,40 61,69 61,53
P2 123,10 117,93 117,95
P3 140,10 143,02 142,69
P4 39,80 39,98 39,82
P5 25,10 25,17 25,02
P6 36,60 37,57 37,40
P7 32,70 32,93 32,76
P8 37,20 37,50 37,30
P9 24,50 24,60 24,42
P10 37,30 36,82 36,65
P11 32,60 32,79 32,62
P12 37,30 37,44 37,27
P13 24,70 24,95 24,76
Pl4 39,30 39,53 39,36
P15 27,90 28,14 27,95
P16 22,70 22,89 22,68
P17 22,60 22,80 22,64
P11 19,70 19,84 19,48
p7' 19,70 19,90 19,70
p3! 16,10 16,48 16,03
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Tabela 11- Dados espectrais de RMN "H e *C/ HMQC de Sm-3 comparados com Sm-4
(5, CDCl3, 500 e 125 MHz, Hz).

lH X 13C lH X 13C
HMQC HMQC
Sm-3 Sm-4
C dc S 3¢ Sy
1 142,34 142,04
2 131,10 131,74
3 136,82 12,07
4 136,51 136,32
6 155,55 151,06
7 136,14 136,25
8 145,25 145,21
9 150,92 155,35
11 138,14 137,85
12 129,03 129,40
13 129,14 129,70
13! 189,81 192,01
13° 169,77 173,56
14 149,59 149,88
15 105,10 107,71
16 161,19 162,51
17 173,18 172,78
19 172,63 172,43
CH
7,95 (dd, 8,01 (dd,
3! 129,19 J=1785, 129,10 J=18.0,
11,48) 11,5)
5 97,66 9,35 (s) 97,92 9,58 (s)
10 104,59 9,51 (s) 104,24 9,46 (s)
13° 64,90 6,30 (s) 89,00 -
17 51,42 4,15 (m) 51,76 4,15 (m)
18 50,36 4,34 (m) 50,35 4,55 (m)
20 93,72 8,60 (s) 93,62 8,60 (s)
CH,
6,27 (trans) 6,28 (trans)
5 (d, J=17,95) (d,J=18,0) ¢
3 1231 ¢ 6,18 (cis) 12282 617 (cis) (d,
(d, J=11,10) J=11,5)
8! 19,60 3,63 (m) 19,70 3,71 (s)
17! 29,89 29,40
17 31,42 31,65
CH;
2! 12,26 3,39 (s) 12,07 3,46 (s)
7' 11,35 3,19 (s) 11,25 3,22 (s)
8* 17,52 1,66 (m) 17,40 1,68 (¢)
12 12,32 3,69 (s) 12,26 3,60 (s)
13* (OMe) 53,07 3,91 (s) 51,90 3,88 (s)

18 23,28 1,84 (d) 23,65 1,65 (m)
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4.1.5 — Identificacao Estrutural de Sm-5

Analisando-se o espectro de RMN 'H (Figura 44, pag. 143) e sua expansio
(Figura 45, pag. 144) de Sm-5, pode-se propor que esta substancia possui em sua
estrutura um grupo metoxila e outro aldeido. O primeiro foi definido pela presenca de
um simpleto com integracdo para trés hidrogénios em o 3,95 e o segundo grupo
apresentou-se como um simpleto em 6 9,81 com integragdo para um hidrogénio, sendo
tipico de hidrogénio de grupo funcional aldeido (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). E
sugerido para Sm-5 um sistema ABX ao exibir: um duplo dupleto com integragdo para
um hidrogénio em 6 7,41 acoplando orto (J = 8,4 Hz) ¢ meta (J = 1,8 Hz), um dupleto
com integracdo para um hidrogénio em & 7,02 com acoplamento orto (J = 8,5 Hz) e
outro dupleto em & 7,40 com integracdo para um hidrogénio em acoplamento meta (J =
1,7 Hz) (Tabela 13, pag. 142).

O espectro de RMN BC-APT (Figura 46, pag. 145) fortalece as sugestdes
anteriores da presenca de grupo metoxila e aldeido em Sm-5 ao exibir uma absorcdo
caracteristica de carbonila de aldeido em 6 190,91, bem como um sinal em & 56,10
referente a carbono de grupo metoxila. Este espectro mostrou ainda absor¢des para trés
carbonos metinicos e trés para carbonos ndo hidrogendos, o que corrobora com a
sugestdo anterior, dada pelo espectro de RMN 'H, de que a substincia em analise
apresenta um sistema ABX, ou seja, um anel aromatico tri substituido. Comparagdes
dos dados espectrais de Sm-5 com Mo-9 da literatura (Tabela 12, pag. 141) permitiram
propor que Sm-5 trata-se do m-metoxi-p-hidroxi-benzaldeido.

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC (Figura 49, pag.
148) e suas expansdes (Figuras 50 e 51, pag. 149) mostraram acoplamento a trés
ligacdes (J°) entre os hidrogénios do grupo metoxila (8 3,95) com o carbono C-3 (8¢
147,11) do anel aromatico, ¢ o espectro de correlagdo homonuclear NOESY (Figura 52,
pag. 150) evidenciou o acoplamento espacial entre os hidrogénios do grupo metoxila
(0g 3,95) com o hidrogénio da posicao C-2 (&¢ 7,40), o que permitiu definir que o grupo
metoxila na molécula de Sm-5 se encontra em posi¢do meta em relacdo ao grupo
funcional aldeido.

Espectros bidimensionais utilizando as técnicas COSY (Figura 47, pag. 146) e
HMQC (Figura 48, pag. 147), juntamente com os dados de HMBC e NOESY e
comparagdes com dados da literatura (FRANCA, 2002), ratificaram a proposta de que
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Sm-5 trata-se do m-metoxi-p-hidroxi-benzaldeido, comercialmente conhecido como

vanilina, ja isolado de Sidastrum paniculatum (Malvaceae).

OCH,
OH

m-metoxi-p-hidroxi-benzaldeido
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Tabela 12: Dados comparativos de RMN'H e C de Sm-5 (6, CDCls, 200 ¢ 50 MHz
respectivamente) com o modelo Mo-9 (8, C3D40, 500 e 125 MHz) (FRANCA, 2002)

Sm-5 Mo-9
Sm-5 (FRANCA, 2002)
C Sc 6H ac 8H
1 129,91 - 129,9 -
2 108,66 7,40 (d, J=1,70 Hz) 108,7 7,38 (d, J= 1,60 Hz)
3 147,11 - 147,1 -
4 151,61 - 151,7 -
5 114,33 7,02 (d, J= 8,50 Hz) 114,4 7,00 (d, J= 8,40 Hz)
6 127,58 7,41(dd,J=38,50¢1,70Hz) | 127,5 7,39 (dd, J=8,40 ¢ 1,60 Hz)
7 190,91 9,81 (s) 190,9 9,81(s)
OCH; 56,10 3,95 (s) 56,1 3,96(s)
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Tabela 13: Dados de RMN 'H ¢ "*C (3, CDCls, 200 ¢ 50MHz) de Sm-5

"Hx BC "Hx B¢ "THx™H| "HxH
HMQC HMBC COSY | NOESY
C dc ou J F - -
1 129,91 - H-7 H-5 - -
2 108,66 7,40 (d, J = 1,70 Hz) - H-6 - H-7, OCH;
3 147,11 - - H-5, OCH; - -
4 151,61 - - - - -
5 114,33 7,02 (d, J = 8,50 Hz) - H-1, H-3 H-6 -
6 127,58 | 7,41 (dd, J= 8,50 ¢ 1,70 Hz) - H-2 H-5 H-7
7 190,91 9,81 (s) - - - H-2, H-6
OCH; | 56,10 3,95 (s) - - - H-2
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4.1.6 Identificacao Estrutural de Sm-6

Os espectros de RMN 'H da substancia codificada como Sm-6 (Figura 53 a 56, p
154 a 156) mostrou um conjunto de absorgdes entre dy 0,67 ¢ Oy 1,40 comumente
atribuidas a hidrogénios metilicos de triterpenos e esteroides. Um dupleto em oy 5,05
com J = 7,6 Hz sugeriu a presen¢a de unidade de glicose com configuragdo 3 (KASAI
et al., 1987). Um multipleto em oy 3,96, referente ao hidrogénio carbinélico, permitiu
propor a existéncia de unidade osidica no C-3. Esta sugestdo fundamenta-se no
deslocamento para campo baixo do H-3 (dy 3,96) quando comparado com o mesmo
hidrogénio na aglicona (KOJIMA et al., 1990). Adicionalmente, o espectro de RMN 'H
revelou um multipleto em dy 5,35, o qual ¢ tipico do hidrogénio olefinico 6 de
esteroides (AHMED et al., 1992).

O espectro de RMN *C (Figura 57 a 62, pag. 157 a 160) corroborou com tais
sugestdes ao exibir valores entre d¢c 12,08 e d¢ 20,09, caracteristicos de carbonos de
metilas em esteroides. A presenca da unidade de acucar também pode ser reafirmada
pelo pico em &¢ 102,56, cujo valor encontra-se na faixa de absor¢do usualmente
atribuida ao carbono anomérico da glicose (AQUINO et al, 1988). Absor¢des em O¢
140,88 ¢ &¢ 121,91 correspondem, respectivamente, aos carbonos 5 ¢ 6 do esqueleto de
esterdides como o sitosterol.

Os dados de RMN 'H e¢ C de Sm-6 foram comparados com valores de
substancias ja isoladas (Tabela 14, pag. 152), permitindo identifica-la como sitosterol-3-
O-B-D-glicopiranosideo (Sm-6) (Tabela 15, pag. 153), substancia isolada pela primeira

vez no género Sidastrum.

150




Resultados e Discussdo [6h

Tabela 14 — Dados comparativos de Sm-6 (8¢, CsDsN, 500 MHz) com dados da
literatura (5, CsDsN, 400 MHz) (KOJIMA et al., 1990).

-
HO o
HO OH
sitosterol-3-O-B-D- Sitosterol
Sm-6 glicopiranosideo
C d¢ d¢
5 140,96 141,0 140,7
10 37,51 37,0 36,5
13 42,52 42,4 42,3
CH
3 78,16 78,3 71,8
6 121,91 122,0 121,7
8 32,10 32,1 31,9
9 50,39 50,4 50,1
14 56,87 57,0 56,8
17 56,18 56,3 56,0
20 36,41 36,5 36,1
24 46,09 46,1 45,8
25 29,53 29,5 29,1
r 102,61 102,6 -
2 75,35 75,4 -
3 78,63 78,7 -
4 71,75 71,7 -
5’ 78,47 78,5 -
CH,
1 36,96 37,6 37,2
2 30,29 30,3 31,6
4 39,38 39,4 42,3
7 34,25 32,2 31,9
11 21,31 21,4 21,1
12 39,99 40,0 39,8
15 24,53 24,6 243
16 28,55 28,7 28,2
22 34,25 34,3 33,9
23 26,47 26,4 26,0
28 23,44 23,4 23,0
6’ 62,89 62,9
CH;
18 12,78 12,0 11,9
19 19,03 19,3 19,4
21 18,98 19,1 18,8
26 19,24 19,5 19,8
27 19,42 20,1 19,0

29 12,00 12,2 12,0
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Tabela 15 — Dados de RMN "“C-APT e 'H (5, CDCls, 125 ¢ 500 MHz,
respectivamente) da substancia Sm-6

4

HO o
HO (0]
HO

OH

(Sm-6) Sitosterol-3-O- f-D-glicopiranosideo

C dc du
5 140,96
10 37,51
13 42,52
CH
3 78,16 3,98 (m)
6 121,91 5,31 (m)
8 32,10
9 50,39
14 56,87
17 56,18
20 36,41
24 46,09
25 29,53
1’ 102,61
2’ 75,35
3 78,63
4 71,75 4,27 (1)
5 78,47 4,04 (m)
CH2
1 36,96
2 30,29
4 39,38
7 34,25
11 21,31
12 39,99
15 24,53
16 28,55
22 34,25
23 26,47
28 23,44
6’ 62,89 4,57 (dd,J=12¢ 2,2 Hz)
4,43 (dd,J=12 e 5 Hz)
CH;
18 12,78 0,63 (s)
19 19,03 0,95 (s)
21 18,98 0,98 (d)
26 19,24 0,90 (s)
27 19,42 0,87 (d)

29 12,00 0,84 (d)
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Figura 55 — Expansio 2 do espectro de RMN 'H (5, CDCls, 500 MHz) de Sm-6
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4.1.7 Identificacao Estrutural de Sm-7

A substancia Sm-7 apresentou-se na forma de cristais transparentes em agulhas. O
espectro de RMN 'H e suas expansoes (Figura 64 e 65, p. 164 e 165) mostrou absorgoes
na regido de hidrogénios aromaticos, sendo evidenciados um duplo dupleto em oy 7,91
¢ um duplo tripleto em &y 6,91, um duplo tripleto em Sy 7,5 e um duplo dupleto em oy
6,99. No espectro de RMN "*C-APT (Figura 66, pag. 166) registrou-se absor¢des para
sete carbonos, sugerindo tratar-se de uma substancia com anel aromatico, possivelmente
com dois substituintes, pelo fato de mostrar uma absor¢ao em d¢ 174,19 semelhante ao
deslocamento quimico de carbonila de acidos aromaticos (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2000), bem como uma outra em O¢ 162,23, cujo valor para campo baixo, quando
comparados com carbonos aromaticos nao substituidos, sugeriu um grupo substituinte
oxigenado. Além destas absor¢des, observou-se ainda outro valor referente a carbono
ndo hidrogenado e quatro carbonos metinicos, o que reforca a sugestdo de dois
substituintes no anel.

Analisando-se os espectros de correlagdo bidimensional 'H x '"H-COSY (Figuras
71 e 72, pag. 171 e 172) tornou-se possivel determinar o acoplamento entre o duplo
dupleto em 8y 6,99 com as multiplicidades referentes ao duplo tripleto em dy 7,50;
Duplo tripleto em &y 6,91 com a absor¢do em oy 7,5 (duplo dupleto) e, igualmente, com
o duplo dupleto em &y 7,91. Os espectros de HMQC (Figuras 67 ¢ 68, pag. 167 ¢ 168)
estabelecem as correlacdes diretas dos hidrogénios com seus respectivos carbonos
metinicos. Estas interagdes permitiram sugerir que a substancia Sm-7 trata-se de um
anel aromatico orto-dissubstituido, contendo um grupo carbonila, conforme sugerido
pelo espectro de RMN "“C-APT (Figura 66, pag. 166). A outra substitui¢do seria um
grupo hidroxila, pois foi observado um simpleto em oy 10,37 referente a hidrogénios de
hidroxila quelada com carbonila. Foi possivel inferir a partir da comparacdo abaixo
(Figura 63), deslocamentos dos carbonos 1 e 3 em Sm-7, onde estes se encontram em
campo alto em relagdo ao acido benzoico devido a protecdo orto exercida pelo grupo

hidroxila.
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1726 COOH 17419COOH
1294 111,30 OH
130,2 130,89 162,23
1284 119,55 117,82
133,7 136,89
Acido Benzoico Sm-7

Figura 63 — Comparacio dos dados de RMN "°C de Sm-7 com os do 4cido benzoéico
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000)

Os espectros de HMBC (Figuras 69 e 70, pag. 169 e 170) e COSY (Figuras 71 e
72, pag. 171 e 172) ratificaram as observagdes feitas pelos espectros anteriores,
permitindo também atribuir os deslocamentos quimicos dos carbonos e hidrogénios e
identificar a substancia de Sm-7 como sendo o acido orto-hidroxibenzoico (Tabela 16,
pag. 163), constituinte com ampla distribuicdo na natureza, sendo aqui descrito pela

primeira vez no género Sidastrum.
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162

Tabela 16 — Dados de RMN 'H ¢ "°C (8, CDCls, 500 ¢ 125 MHz) de Sm-7

COOH
s _~_2-OH
5 3
4
HMQC HMBC COSY
1y 2y 37 "Hx'H
C 81-1 8C
1 111,30 H-5; H-3; OH-2
2 162,23 | OH-2 H-4; H-6
COOH 174,19 H-6
CH
3 6,99 (dd, J=8,25¢ 1,0 Hz) 117,82 H-5; OH-2 H-4
4 7,5(dt,J=7,75¢ 1,0Hz) 136,89 H-6 H-3
5 6,91 (dt,J=8,0e 1,0Hz) 119,55 H-3 H-4; H-6
6 7,91 (dd, J=8,25¢ 1,5Hz) 130,89 H-4 H-5
OH-2 10,37 (s)
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4.1.8 - Identificacio estrutural de Sm-8

Os espectros de RMN 'H de Sm-8 (Figuras 73 e 74, pag. 178 e 179)
apresentaram sinais para hidrogénios aromaticos, o que levou a sugerir que esta
substancia possui um nucleo flavonoidico, uma vez que os flavonoides sdo substancias
bastante comuns em Malvaceae (SILVA et al., 2005) (SILVA et al., 2006). Foi inferido,
neste espectro, a presenca de dois dupletos em campo baixo, referentes a hidrogé€nios
ligados a carbonos aromaticos, em oy 6,17 (J = 2 Hz) e &y 6,37 (J = 2,5 Hz), que estdo
de acordo com a presenca de substituintes oxigenados nos carbonos 5 ¢ 7 do anel A de
flavonoides (HARBONE, 1994). Este espectro, ainda revelou particularidades no que se
refere ao anel B, ao apresentar um duplo dupleto em 6y 7,62 (J = 8,5 e 2 Hz), atribuido
ao H-6, acoplando em orto e meta com H-5" ¢ H-2’, respectivamente; um dupleto em
oy 6,87 (J = 8 Hz), conferido ao H-5", acoplando orto com H-6" e outro dupleto em Oy
7,72 (J = 2,5 Hz), atribuido ao H-2’, correlacionando-se meta com H-6’, caracterizando,
deste modo, um sistema ABX (CHEN et al., 1997. A auséncia de sinal para o H-3 na
regido entre oy 6,39 e Oy 6,94, sugere que a posi¢do C-3 do anel C do flavonoide esteja
substituida. As sugestoes dadas para os anéis A, B ¢ C de Sm-8 e comparagdes com a
literatura (Tabela 17, pag. 175), permitiram propor para Sm-8 a estrutura do 3,5,7,3°,4’-

pentahidroxiflavonol.

Os espectros de RMN *C—BB (Figuras 75 ¢ 76, pag. 180 e 181) fortaleceram as
sugestoes anteriores, ao exibir 15 sinais referentes a dez carbonos ndo hidrogenados e
cinco metinicos. Os picos para carbonos metinicos em d¢c 99,26 e d¢c 94,45 foram
condizentes com oxigena¢des nos carbonos 5 ¢ 7 (HARBORNE, 1994). Os
deslocamentos quimicos observados para carbonos nao hidrogenados em &¢ 124,15 (C-

17), d¢ 146,21 (C-3’) e d¢ 148,77 (C-4’), além dos sinais para carbonos metinicos em ¢
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115,93 (C-2°), 8¢ 116,21 (C-5") e &¢ 121,62 (C-6), quando comparados com dados da
literatura (Tabela 18, pag. 176), permitiram propor para o anel B de Sm-8 um padrao de
substituicdo ABX.

As correlagdes diretas 'H x °C obtidas nos espectros de RMN 'H x *C-HMQC
(Figura 77 a 79, pag. 182 e 183) ratificaram a proposta estrutural para Sm-§ e sdo
apresentadas na Tabela 19 (pag. 177).

Os espectros de RMN 'H x "*C-HMBC (Figura 80 a 84, pag. 184 a 186)
permitiram atribuir, inequivocamente, os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e
carbonos da substincia Sm-8. A presenca do sistema ABX foi ratificada pelas seguintes
interagdes: correlagdes a trés ligacdes entre os hidrogénios H-2’ (&g 7,72) e H-6" (6
7,62) com o C-2 (5¢ 148,03); H-5" (81 6,87) com o C-1" (8¢ 124,15) e C-3” (5¢ 146,21),
além, do H-6 (8y 7,62) com o C-4’ (3¢ 148,77). Foi observado ainda correlagdes a duas
ligag¢des entre o H-6" (8y 7,62) e 0 C-5" (d¢ 116,21) e do H-2* (6 7,72) com C-1" (d¢
124,15). Foi possivel definir o anel A pelas correlacdes a trés ligacdes do H-6 (0 6,17)
com os carbonos 10 (&¢ 104,52) e 8 (3¢ 94,45), bem como, do H-6 (0y 6,17) a duas
ligagdes com o C-5 (¢ 162,48) e C-7 (8¢ 165,59) (Tabela 19, pag. 185).

Os espectros de RMN 'H x 'H-NOESY (Figuras 87 ¢ 88, pag. 189 ¢ 190)
mostrou correlagdes espaciais entre os hidrogénios H-5(0y 6,87) ¢ H-6’(0y 7,62).
Semelhantemente, o espectro de RMN 'H x '"H-COSY (Figura 85 e 86, pag. 187 e 188)
mostrou este tipo de correlagdo para hidrogénios vizinhos.

A interpretagio dos dados obtidos nos espectros de RMN 'H ¢ °C, em
comparagdes com dados da literatura (Tabelas 17 e 18, pag. 175 e 176), permitiu
identificar Sm-8 como 3,5,7,3°,4’-pentahidroxiflavonol (quercetina) (Tabela 19, pag
177), um flavondide de ampla distribuicdo na natureza (NIELSEN et al., 1998) e ja

isolado em Herissantia crispa (Malvaceae), todavia, inédito no género Sidastrum.

OH O

3,5,7,3’,4’-pentahidroxi-flavonol
(quercetina)
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Tabela 17 — Dados comparativos de RMN 'H de Sm-8 (8, CD;0D, 500 MHz) com Mo-
10 (3,CD;0D, 200 MHz) (COSTA, 2009) ¢ o modelo Mo-11 (5, CDCl;, 200 MHz)
(SILVA, 2006) da literatura

Sm-8 (quercetina)

Mo-10 (canferol)

Mo-11 (luteolina)

on on Su
D - - -
3 ; ; 6.51 (s)
4 - - -
5 - - -
6 6,17(d,J=2Hz)  616(d,1H,J=19Hz) 6,18 (d, =22 Hz)
7 - - -
8 637(d,J=25Hz)  637(d, 1H,J =19Hz) 6,41 (d,J=2,2Hz)
9 - - -
10 - - -
1’ - - -
2 772(d,J=25Hz)  8.07(d2H J=88Hz)  7.38(d,J=18 Hz)
3 i 6.89 (d.2H, J = 8.8 Hz) i
t ] ] ]
5 687(d,J=8Hz)  689(d2H, J=88Hz) 688 (d,J=8.8 Hz)
6 7.62(dd,J=85¢2Hz) 8.07(d 2H, J=88Hz) 7.42(dd,J=8.8¢ 1,8 Hz)
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Tabela 18 — Dados comparativos de RMN *C de Sm-8 (8,CD;0D, 125 MHz) com os
modelos Mo-12 (3,CD;0D, 50 MHz) (SILVA, 2006) ¢ Mo-13 (5,CD;0D, 100 MHz)
(LUO, 2009) da literatura

Mo-12 (luteolina) Mo-13 (quercetina)
d¢c d¢c
2 148,03 166,09 148,0
3 137,20 103,83 137,2
4 177,33 183,86 177,3
5 162,48 163,18 162,5
6 99,26 100,14 99,2
7 165,59 166,35 165,6
8 94,45 95,02 94,4
9 158,24 159,41 158,2
10 104,52 105,27 104,5
I’ 124,15 123,65 124,2
2’ 116,27 114,13 116, 0
3 146,21 147,03 146,2
4’ 148,77 150,99 148,8
5 116,10 116,78 116,2

6’ 121,62 120,30 121,7
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Tabela 19 — Dados espectrais de RMN 'H e '*C (5,CD;0D, 500 ¢ 125 MHz) de Sm-8

"H x"”C - HMQC "H x”C - HMBC "Hx'H-
Ve 2Juc Juc NOESY
u 8.
- 148,03
- 137,20
- 177,33
- 162,48
6,17 (d, J=2 Hz) 99,26 C-5 C-8, C-10
- 165,59
6,37 (d, J=2,5 Hz) 94,45
- 158,24
- 104,52
- 124,15
7,72 (d,J=2,5 Hz) 116,27 C-1’ C-4’
- 146,21
- 148,77
6,87 (d, J =8 Hz) 116,10 C-1’, C-3’ H-6’
7,62 (dd, J=8,5¢2Hz) 121,62 C-5’ C-4’ H-5
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Figura 73 — Espectro de RMN 'H (8,CD;0D, 500 MHz) de Sm-8
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Figura 74 — Expansdo 1 do espectro de RMN 'H (5,CD;0D, 500 MHz) de Sm-8
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Resultados e Discussdo k0]

O - o i W
; TR dea 2 Trii ] s ¥ By
i 4% 3 RE e : RifRRca = 8 83
; | ) YU oin b
~ n N o o m W I~ oo ¢l WO = ) sl
: . 251 ] adnans : \
: : ‘
| | Y |
‘ 1
' || |
‘
| \ | | | | | |
| I
I
| ; ‘ ‘
| [ \ ‘ ‘ \ , “ ‘ |
|| | |
| l
‘ | | \ | | |
| |
ﬂ ! \
| | ,
\ | i |
|
|
‘
. |
| | | H |
|
\ <
\
‘ \
{ \
: - w!. 0 RO L o
LA —— i T = i i & i
180 170 160 150 140 130 120 110 100 ppm

Figura 76 — Expansio do espectro de RMN °C BB (8,CD;0D, 125 MHz) de Sm-8



Resultados e Discussio

I o
I ™
: |
R .
:._ﬂ
[
o
% in
i L
¢ I o
f [ w
i7(:0
C &
L
o
Fe
- &
i’_o&
‘rm
- ‘ r[;i
. -3
L]
-
b
E
L3 .
- o
oo
‘—r-f
L
o
o
Fo
L.
Lo
<§
I |
o
- 0
o
S
RS TR i
w0 ~ L)} 3
- .
.
|
Lo
P

Figura 77 — Espectro de RMN 'H x °C HMQC (8,CD;0D, 500 MHz) de Sm-8

181




Resultados e Discussdo [

|

I 1 1
o | | q
A VD s S A YA S

| 72
‘ (ppm)| o

B

130 125 120 115 110 105 100 95

Figura 78 — Expansdo 1 do espectro de RMN 'H x *C HMQC (3,CD;0D, 500 MHz)
de Sm-8

‘M\
|
i‘

|
S SR

N el b i o b o W i i
A AL s A ki iy

&y
T 6.2 & |

T a

P

¢

RSP RN e
! I I

122 120 118 116 114 112 110 108 106 104 102 100 98 96 94

Fl1 (ppm)

Figura 79 — Expansio 2 do espectro de RMN 'H x *C HMQC (8,CD;0D, 500 MHz)
de Sm-8



Resultados e Discussio

o
o~
F o
Lo
i -
I
)
[
I
|
| v |
| i
| L4 L o
. — oy o~
i | a
L O
S’
é : | -
F 9 M
[ ] — ™
| i L
| |
o
<5
g |
| ] =]
| " ©
; b %
|
\
| £,
| T+
| : L B
\ ]
| -
|
\ L o
1 L2
F . ; ; ; I o
T T [T i 1 | |
g ™ w0y ) o o
! ~
oo
h o
B ') e Ty 1 5
i H |
I b 1
| | i
| N,
‘ [ ] |
| || i
| i |
! i i
i | 1
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Figura 85 — Espectro de RMN '"H x '"H COSY (8,CD;0D, 500 MHz) de Sm-8
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4.1.9 Identificacao estrutural de Sm-9

A substancia codificada como Sm-9 apresentou-se na forma de um p6 amarelo.
O espectro de IV (Figura 91, pag. 196) revelou uma banda larga em 3458 cm™, tipica de
deformacdo axial de O-H, sugerindo, desta forma, a presenca de hidroxila na molécula
em questdo. A presenca de anel aromatico pode ser sugerida pelas absorgdes fortes entre
1609 e 1510 cm™, caracteristicos de deformagio axial C=C deste grupo. Picos para C-H
metilicos, metilénicos e metinicos foram observados entre 2938 ¢ 2840 cm™ (BRUICE,
2006). O conjunto destas absor¢des, somado 4 banda intensa em 1665 cm™ condizente
com carbonila a, B insaturada e em ponte de hidrogénio (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2000), além de absorgdes em 1246 ¢ 1030 cm™ referentes a C-O de éter permitiram
propor que a molécula de Sm-9, possuia o ntcleo flavonoidico.

Os espectros de RMN 'H (Figuras 92 a 94, pag. 197 e 198) exibiram um
conjunto de absorcdes na regido de hidrogénios aromaticos, fortalecendo a proposta
feita pelo IV de que Sm-9 possui natureza flavonoidica. Um dupleto em &y 6,15 e outro
em Oy 6,32, ambos com uma constante de acoplamento (J) igual a 2,0 Hz, mostrando
acoplamento meta, sdo comuns aos hidrogénios 6 ¢ 8 do esqueleto flavonoidico
substituido nas posi¢cdes 5 e 7 do anel A. Dois dupletos em dy 7,72 e oy 6,89 para 2H
cada e J = 9,0 Hz, caracteristico de acoplamento orto, demonstraram a presenca de um
sistema AA’, BB’, permitindo assim sugerir para Sm-9 um esqueleto flavonoidico com
anel B para substituido. A presenca de um simpleto na em 8y 6,43 no referido espectro
sugere que a posicdo C-3 do anel C de Sm-9 ndo se encontra substituida. Um simpleto
em Oy 3,76 referente a metoxila ligada a carbono aromatico mostrou que Sm-9 possui
este grupo como substituinte.

Os espectros de RMN "*C—APT unidimensionais (Figuras 95 a 99, pag. 199 a
201) e os espectros bidimensionais de 'H x *C—HMQC (Figuras 100 e 101, pag. 202 ¢
203) mostraram absor¢des que suportaram as sugestdes feitas pelo RMN' H. Estes
ultimos ainda revelaram correlagdes diretas entre as absor¢des Oy 6,15/ 0¢c 99,13 € Oy
6,32/ dc 94,18, referentes aos hidrogénios e carbonos 6 e 8 respectivamente. Uma
absor¢do em O¢ 182,35 atribuido ao C-4 (C=0), ratifica a discussdo de que este valor de
absorcdo ocorre em flavonas nao substituidas por funcdo oxigenada na posicao 3, em

conformidade com o valor em d¢ 103,63, referente ao carbono 3, o qual, pelos espectros
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de HMQC (Figuras 100 e 101, pag. 204 e 205), evidenciaram correlagdes diretas com o
hidrogénio em & 6,43 (H-3). A presenga do sitema AA'BB’, sugerido pelo espectro de
RMN 'H, foi fortalecida pelas absor¢des exibidas no espectro de RMN °C, que mostrou
dois picos intensos em Oc 127,99 e 114,30, relacionados aos pares de carbonos
metinicos 2°,6 e 3°,5’, respectivamente.

Os assinalamentos de carbonos e hidrogénios sugeridos para Sm-9 foram
comparados com dados da literatura (COSTA, 2008) (Tabela 20, pag. 194), permitindo

propor para Sm-§ a estrutura da 5,7-diidroxi-4’-metoxi-flavona (Acacetina).

OCH,

OH O

A andlise dos espectros de RMN 'H x “C-HMBC (Figuras 102 a 105, pag. 204
a 206) permitiu confirmar que C-4’ possui, como substituinte, uma metoxila ao exibir
uma correlag@o a 3 ligagdes, entre os hidrogénios da metoxila localizada no C-4’ e o C-
4> (8y 3,76 / 6¢c 162,47). Este espectro ratificou a presenga do sistema AA’BB’ pelas
correlagdes entre os H-2°/6" com os carbonos C-1’, C-3" e C-5’ a duas ligacdes (Pea
trés ligagdes (J°) com os carbonos C-2 ¢ C-4". Ainda foi possivel inferir neste espectro
bidimensional correlagdes a J entre os H-6 com 0 C-5 8y 6,15 / 8¢ 161,5; H-8 com C-9
(O 6,32 / 8¢ 157,85); OCH3-4’ com C-4’ (8i 3,76 / 8¢ 162,47) e H-3 com C-3 (oy 6,43 /
oc 103,63) (Figura 89, pag. 192) (Tabela 21, pag. 195).

Figura 89: Correlagdes observadas no espectro de RMN 'H x *C-HMBC para Sm-9
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O espectro de RMN 'H x "H-COSY (Figuras 106 e¢ 107, pag. 207 e 208)
mostrou acoplamento entre os hidrogénios 3°/5° e 2°/6° (by 6,89 e 7,72
respectivamente), fortalecendo a sugestdo do sistema AA’ BB’, presente no anel B do
flavonoide em questao.

Através da analise do espectro de RMN 'H x '"H-NOESY (Fig. 108 ¢ 109, pag.
209 e 210) que mostrou acoplamento espacial entre os hidrogénios 3 (8y 6,43) ¢ 2°/6” (o
7,72), foi possivel confirmar a inexisténcia de uma substituicdo no carbono 3. Este
espectro ratificou a proposta da localizacdo de uma metoxila na posi¢do C-4’ ao mostrar
uma correlag@o espacial entre os hidrogénios da metoxila em & 3,76 (OMe-4’) com o
hidrogénio H-3’/ 5° (8u 6,89). A figura abaixo ilustra este tipo de correlagdo NOE
(Figura 90).

Figura 90: Correlagdes observadas no espectro de RMN 'H x '"H-NOESY para Sm-9

A unido da analise espectral do IV com os dados de RMN 'H e RMN "°C uni ¢
bidimensional (Tabela 21, pag 195) e comparagdes com os dados da literatura (Tabela
20, pag. 194) ratificaram a estrutura 5,7-diidroxi-4’-metoxi-flavona (Acacetina) para

Sm-9, flavonoide relatado pela primeira vez na familia Malvaceae.

OCH,

5,7-diiidroxi-4’-metoxi-flavona (Acacetina)
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Tabela 20 — Dados comparativos de RMN °C de Sm-9 (8,CDCl; com gotas de CD;0D,
125 MHz) com Mo-14 (3, CsDsN, 125 MHz) (COSTA, 2008) da literatura

OCH,

Mo-14 (Acacetina) Sm-9 (Acacetina)
C dc dc
2 164,4 164,05
3 105,0 103,63
4 183,2 182,35
5 163,3 161,45
6 100,4 99,13
7 166,3 163,99
8 95,3 94,18
9 158,9 157,85
10 105,4 104,44
I’ 124,4 123,35
2’ 128,9 127,90
3’ 115,2 114,30
4’ 163,6 162,47
5’ 115,2 114,30
6’ 128,9 127,90
OCH;-4’ 55,9 55,27
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Tabela 21 — Dados espectrais de RMN 'H e '°C (8, CDCl; com gotas de CD;0D, 500 e 125

MHz) de Sm-9

OCH,

'H x"”C - HMQC "H x"C - HMBC 'Hx'H "Hx'H -
e 2Ju.c STuc - NOESY
COSY
C Su Se
2 - 164,05 H-3 H-2°/6
3 6,43 (s) 103,63 H-2°/6
4 - 182,35 H-3
5 - 161,45 H-6
6 6,15(d,J=2Hz) 99,13 H-8
7 - 163,99 | H-6; H-8
8 6,32(d,J=2Hz) 94,18 H-6
9 - 157,85
10 - 104,44 H-3; H-6; H-8
I - 123,35 H-3
2 7,72(d,J=9Hz) 127,90 H-6 H-3°/5° H-3; H-3"/5°
3 6,89 (d,J=9Hz) 114,30 H-5° H-2°/6> | H-2/6’; OCH;3-4
4 - 162,47 OCH;-4’
5 6,89 (d,J=9Hz) 114,30 H-3° H-2°/6> | H-2/6’; OCH;3-4’
6’ 7,72(d,J=9Hz) 127,90 H-2’ H-3°/5 H-3; H-3"/5°
OCH;-4’ 3,76 (s) 55,27 C-4 H-3°/5
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Figura 91 — Espectro de IV (KBr, cm™) de Sm-9
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Figura 106 — Espectro de RMN 'H x 'H COSY (8,CDCl; com gotas de CD;0D, 500

MHz) de Sm-9



Resultados e Discussao

1 e s gl

e |
§
—

T

|
N4 o o
. . .
o w
|

~1
.
=

~I
»
|8

e v b b T

SN |
. .
oW

\\'ll‘ll\

~J
T

~3
.
o

1
-~ ~3
. .
® N
p b b e

L

L L R O I &

Fl (ppm)

T
7+9 T8 77 7.6 7:5 7:4 7.3 7:2 7T:1 70 6.9 6.8

R G R I s R

Figura 107 — Expansio do espectro de RMN 'H x 'H COSY (8,CDCl; com gotas de

CD;0D, 500 MHz) de Sm-9



Resultados e Discussao

BRI | s

b VP p

I

B il
LERE Y
N

%a 1t l$i i gi‘fui L ﬁ:‘l (]

L)
sxsalesvadiagslagiy

4

4

[ 3

o

w

LA B ']'1(';' L i LU TR S ;IR b 7 T i‘r L ‘)“.ny.-i;,:,,..l_‘,r__,. T "[ﬁfif'ﬁ'"'{.';‘lﬁ'l"'

2 8 7 [} 5 i 3 2 1 B

Figura 108 — Espectro de RMN 'H x "H NOESY (8,CDCl; com gotas de CD;0D, 500
MHz) de Sm-9



Resultados e Discussao

BF"_LIIII LRI L5 MLk o L o s A R e
7.8 T.6 7.4 T.2 7.0 6.8 6.8 6.4 €.3 6.0

Fl (ppm}

Figura 109 — Expansdo do espectro de RMN 'H x 'H NOESY (8,CDCl; com gotas de
CDs0OD, 500 MHz) de Sm-9



Resultados e Discussdo

4.1.10 Identificacao estrutural de Sm-10

A substincia codificada como Sm-/0 apresentou-se na forma de cristais
amarelos. Os espectros de RMN 'H (Figuras 112 a 114, pag. 215 e 216) apresentaram
grandes semelhancas com os espectros de RMN 'H de Sm-9 (Figuras 92 a 94, pag. 197
e 198), em todo o seu esqueleto flavonoidico. Isto pdde ser notado pelos sinais de dois
dupletos em campo baixo, referentes a hidrogénios ligados a carbonos aromaticos, em
du 6,20 (J = 2 Hz) e oy 6,53 (J = 2 Hz), que estdo de acordo com a presenca de
substituintes oxigenados nos carbonos 5 ¢ 7 do anel A de flavon6ides (HARBONE,
1994). Da mesma forma que Sm-9, o espectro de RMN 'H de Sm-10 revelou dois
dupletos em &y 7,99 (J = 9 Hz) e oy 7,02 (J = 9,5 Hz) condizentes com o sistema
AA’BB’, um simpleto em dy 6,43 referente a hidrogénio ligado ao C-3 e um simpleto
em Oy 3,76 atribuido a hidrogénio metoxilico. Estes dados espectrais permitiram propor
que Sm-10 seria um isdmero estrutural de Sm-9.

Os espectros de RMN *C—APT (Figura 115 ¢ 117, p. 217 ¢ 218), bem como os
espectros de RMN 'H x *C—HMQC (Figura 118 a 120, pag 219 e 220) de Sm-10 nio
revelaram diferengas significativas concernentes aos deslocamentos quimicos quando
comparados aos espectros de RMN °C de Sm-9 (Figura 95 a 99, pag. 199 a 201).

Para solucionar este aspecto problematico, quanto a sua isomeria, 0s espectros
bidimensionais HMBC e NOESY tornaram-se ferramentas decisivas para a elucidagdo
estrutural da referida molécula.

Os espectros de RMN 'H x *C—HMBC (Figura 121 a 124, pag. 221 a 223)
permitiram deduzir que o C-7 possui, como substituinte, uma metoxila ao exibir uma
correlacdo a 3 ligacdes, entre os hidrogénios metoxilicos localizados no C-7 e o C-7 (oy

3,85/ 8¢ 164,80) no anel A (Figura 110, pag. 211).

Figura 110: Correlagdes observadas no espectro de RMN 'H x *C-HMBC para Sm-10
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Os espectros de correlagdes homonuclear RMN 'H x 'H— NOESY (Figuras 125
e 126, pag. 224 e 225), ao exibir acoplamento espacial entre os hidrogénios metoxilicos
do C-7 (dy 3,76) e os hidrogénios localizados no C-6 (dy 6,20) e C-8 (6y 6,53) tornou
possivel confirmar que C-7 possui como substituinte o grupo metoxila (Figura. 111,

pag. 212).

NOE

NOE

Figura 111: Correlages observadas no espectro de RMN 'H x 'H-NOESY para Sm-10

A unido da analise dos dados de RMN 'H e RMN C uni e bidimensional
(Tabela 23, pag 214) e comparagdes com os dados da literatura (Tabela 22, pag 213)
ratificaram a estrutura 5,4’-diidroxi-7-metoxi-flavona (Genkvanina) para Sm-10,

flavonoide relatado pela primeira vez na familia Malvaceae.

5,4’-diidroxi-7-metoxi-flavona (Genkvanina)



Resultados e Discussdo

Tabela 22 — Dados comparativos de RMN *C de Sm-9 (8,CDCl; com gotas de CD;0D,
125 MHz), Sm-10 (6, DMSO-dq, 125 MHz) com Mo-15 (5, DMSO-ds, 100 MHz)
(COSTA, 2008) da literatura

OCH3-7 56,0 -
OCH3-4’ - 55,27 -
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Tabela 23 — Dados espectrais de RMN 'He PC (6, DMSO-ds,
,

500 e 125 MHz) de Sm-10

"H x"C - HMQC "H x"*C - HMBC "Hx'H-
Ve 2 Juc e NOESY
C 8H 8c
2 - 163,74 H-3 H-2/6’
3 6,84 (s) 103,99 H-2/6’
4 - 182,24
5 - 161,91
6 6,20 (d,J=2Hz) 99,38 H-8 OCH;-7
7 - 164,80 | H-6; H-8 OCH;-7
8 6,53 (d,J=2Hz) 94,52 H-6 OCH;-7
9 - 157,82
10 - 104,18 H-3; H-6; H-8
I - 123,29 H-3
2’ 7,99 (d,J=9Hz) 128,29 | H-3°/5 H-3; H-3"/5°
3 7,02(d,J=9Hz) 115,04 | H-2°/6 H-2/6’
4 - 162,77 | H-3’/5 H-2/6’
5 7,02(d,J=9Hz) 115,04 | H-2°/6 H-2/6’
6’ 7,99 (d,J=9Hz) 128,29 | H-3°/5 H-3; H-3"/5°
OCH3-7 3,85 (s) 56,02
H
OH-5 12,41 (s)
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Figura 117 — Expansio 2 do espectro de RMN °C APT (5, DMSO-de, 125 MHz) de
Sm-10
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MHz) de Sm-10
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4.1.11 Identificacio estrutural de Sm-11

A substancia Sm-11 apresentou-se como p6 amarelo. O seu espectro de IV
(Figura 128, pag 232) mostrou-se semelhante ao espectro da substancia Sm-9 (Figura
91, pag 196) isto devido a absor¢do em 3435 cm™, tipica de deformagdo axial de O-H,
sugerindo que a molécula possui hidroxila em sua estrutura. Esta proposicdo foi
fortalecida pela banda em 1246 ¢ 1029 cm’' referente a deformacio angular no plano de
C-O de grupo hidroxila (BRUICE, 2006). Este espectro ainda possibilitou sugerir a
presenca de anel aromatico devido as absor¢des fortes entre 1608 ¢ 1510 cm™,
caracteristicos de deformacgdo axial C=C deste grupo. Picos para C-H metilicos,
metilénicos e metinicos foram observados entre 2935 ¢ 2843 cm™. O conjunto destas
absor¢des, somado a banda intensa em 1664 cm’ condizente com carbonila o, B
insaturada e em ponte de hidrogénio (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000), sugerindo,
desta forma, que Sm-11 também trata-se de um flavonoide.

Através dos espectros de RMN 'H (Figuras 129 a 131, pag. 233 e 234)
observou-se um simpleto em oy 12,41 referente a hidrogénio de hidroxila em ponte com
carbonila. Este dado fortaleceu a proposta, feito pela analise do 1V, de que Sm-11 possui
um ntcleo flavonoidico. Um outro dado que corrobora a proposta € a presenca de um
simpleto em oy 6,84, sinal que mostra a auséncia de substituinte no C-3 do anel C.

Uma analise comparativa das expansdes dos espectros de RMN 'H das
substancias Sm-9 (Fig. 92 a 94, pag. 197 e 198) e Sm-11 (Figura 129 a 130, pag. 233 e
234) mostrou que enquanto Sm-9 possuia um anel A do tipo 5, 7 dioxigenado, fato
mostrado pela presenga dos dupletos em 6y 6,15 e 6,32 atribuidos aos hidrogénios 6 ¢ &,
o anel A da molécula de Sm-11 mostrou o anel A trissubstituido. Esta informacgéo foi
proposta pela auséncia do dupleto referente ao hidrogénio 8 e presenca apenas de um
simpleto em &y 6,53 atribuido a um hidrogénio do anel A.

A presenga de dois duplos dupletos em 6y 7,12 e oy 8,09 integrando para dois
hidrogénios cada e constante de acoplamento (J) igual a 7,0 e 2,0 Hz, permitiu propor
que Sm-11 possui um sistema AA’BB’ no seu anel B (SILVERSTEIN; WEBSTER,
2000).

Dois simpletos em oy 3,88 e 3,85 referentes a metoxilas ligadas a carbonos
aromaticos mostraram que Sm-11 possui estes grupos como substituintes (Figura 131,

pag. 234).
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A anélise dos dados de IV ¢ RMN 'H sugerem que Sm-I1/ possui a estrutura

abaixo:

__OCH,

O espectro de RMN C-APT unidimensional e suas expansdes (Figuras 132 a
134, pags. 235 e 236) mostrou 13 absor¢des na regido entre d¢ 95,73 e 182,4 atribuidos
a carbonos sp2 metinicos e ndo hidrogenados, todavia as absorgdes em oc 128,51 e
114,59, atribuidos a dois carbonos cada, referentes aos carbonos metinicos 2°, 6’ € 3’,
5’, respectivamente, somaram 15 carbonos, fortalecendo, portanto, as propostas feitas
pelo IV e RMN 'H , de um niicleo flavonoidico para Sm-11. A presenca de dois sinais
em Oc¢ 56,37 e 55,58 confirmam que a molécula em analise possui duas metoxilas.

O espectro de RMN 'H x *C—HMQC e suas expansdes (Figuras 135 a 137, pag.
237 e 238) mostraram absor¢des que corroboraram as sugestdes feitas pelo RMN 'H
para os hidrogénios do anel A e C: correlagdes diretas em 6,53 (s) / 95,73 ¢ 6,84 (s) /
103,03. A presenga do sistema AA’BB’ sugerido pelo espectro de RMN 'H, foi
fortalecida pelas absor¢des no espectro de RMN "°C, que mostrou dois picos intensos
em & 128,51 e 114,59 relacionados aos pares de carbonos metinicos 2°, 6” ¢ 3°, 5’ e
ratificada pelo HMQC através das correlagdes diretas entre H-2°,6" / C-2°,6” (d 8,09 /
128,51) e H-3",5° / C-3°,5" (6 7,12 / 114,59) (Tabela 25, pag. 233).

O espectro de RMN 'H x 'H-COSY (Figura 152 e 153, pag. 243 ¢ 244) mostrou
acoplamento entre os hidrogénios 3°’/5’ e 2°/6° (dy 7,12 e 8,09 respectivamente),
favorecendo a sugestdo do sistema AA’ BB’, presente no anel B do flavonoide em
questao.

Através da analise do espectro de RMN 'H x '"H-NOESY (Figura 154, pag. 245)
e sua expansdo (Figura 155, padg 246) que mostrou acoplamento espacial entre os
hidrogénios 3 (& 6,87) e 2°/6° (8 8,27), foi possivel confirmar a inexisténcia de uma
substitui¢cdo no carbono 3. Os hidrogénios metinicos 2°/6’ (dy 8,09) e 3°/5°(6y 7,12),

localizados no anel B, também se correlacionaram espacialmente corroborando, desta
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forma, a presenca do sistema AA’BB’. Adicionalmente, foi observado uma correlagdo
NOE entre a metoxila do C-4’ (dy 3,85) com os H-3’/5" (dy 7,12) (Figura 143, pag.
244).

Este espectro ainda revelou uma correlacdo NOE entre o simpleto em oy 6,53 € 0
simpleto referente a metoxila (5y 3,88) o que ratificou a proposta da localizagdo de um
carbono metinico vizinho a um carbono ligado a metoxila. A partir desta observacao,
foram sugeridas trés opgdes concernentes a substitui¢do de grupos quimicos para o anel

A (Figura 129, pag 230 ).

Figura 127 — Correlacdes NOE possiveis para o anel A de Sm-11

A proposta de localizacdo de uma hidroxila no C-8 e uma metoxila no C-7 na
molécula de Sm-11, fundamentou-se na comparagio dos dados de RMN "*C com os
modelos Mo-15, Mo-16 e Mo-17 exibidos pela tabela 24, pag. 230, onde pdde-se
observar que em Mo-16 ¢ Mo-17, 0 C-6 encontra-se mais desprotegido, (6¢c 137,6 ¢ d¢
129,9, respectivamente) quando comparado com Mo-16 e Sm-11, os quais absorvem em
campo alto (6¢ 95,6 e d¢ 95,73, respectivamente), certificando assim que o flavonoide

possui a estrutura abaixo.

OH O
A anélise dos espectros de RMN 'H x *C-HMBC (Figura 150 e 151, pag. 241 ¢

242) permitiu confirmar que C-7 possui, como substituinte, uma metoxila ao exibir uma
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correlacdo a 3 ligagdes com o C-7 (dy 3,88 / ¢ 154,39). Outras correlagdes puderam ser
inferidas como mostradas na tabela 25, pagina 231.

A unido da anélise espectral do IV com os dados de RMN 'H e RMN "°C uni ¢
bidimensional (Tabela 25, pag 231) e comparagdes com os dados da literatura
ratificaram a estrutura 5,8-diidroxi-7,4’-dimetoxiflavona para Sm-11, flavonoide

relatado pela primeira vez na familia Malvaceae.

5,8-diidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (7,4’-Di-O-Metilisoescutelareina)
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Tabela 24 — Dados comparativos de RMN BC de Sm-11 (6, DMSO-dg, 125 MHz) com
Mo-15 (8, DMSO-d¢, 125 MHz) com Mo-16 (6, DMSO-d¢, 100 MHz) ¢ Mo-17 da
literatura (HORIE, 1998)

C
6C 5c 6C 6C
2 163,4 163,6 163,2 163,56
3 102,9 103,1 103,0 103,03
4 182,3 183,2 182,1 182,41
5 153,0 139,6 146,1 157,08
6 95,6 137,6 129,9 95,73
7 154,2 108,2 154,3 154,39
8 126,1 138,6 91,1 126,26
9 1443 140,1 149,6 144,49
10 103,8 110,6 105,0 103,90
1 1229 1229 1229 123,00
2’ 128.,4 128,2 128,1 128,51
3 114,4 114,6 114,4 114,59
4 162,3 162,4 162,2 162,41
5 114,4 114,6 114,4 114,49
6’ 128.,4 128,2 128,1 128,51
OCH3-7 56,2 - 56,2 56,37
OCH3-8 - 56,8 - -
OCH3-4° 55,5 55,5 55,4 55,58
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Tabela 25 — Dados espectrais de RMN 'H e "*C (8, DMSO-ds, 500 ¢ 125 MHz) de Sm-11

H x‘-”? — HMQC "H x*C - HMBC "Hx'H "Hx'H-
Juc 2 3 - NOESY
Ju,c Ju,c COSY
C du ¢
2 - 163,56 | H-3 H-2°/6°
3 6,84 (s) 103,03 H-2°/6°
4 - 182,41| H-3
5 - 153,08 | H-6
6 6,53 (s) 95,73 OH-5 OCHj;-7
7 - 154,39 | H-6 OCH3-7
8 - 126,26
9 - 144,49
10 - 103,90 H-3; H-6
I - 123,00 H-3°/5
2’ 8,09 (dd,J=7e2Hz) 128,51 | H-3"/5’ H-3’/5| H-3;H-3"/5’
3 7,12(dd,J=7 e 2 Hz) 114,59 | H-2°/6 H-2’/6’ | H-2’/6’; OCH3-4’
4 - 162,41 H-2°/6’; OCH;-4’
5 7,12 (dd,J=7 e 2 Hz) 114,59 | H-2°/6 H-2’/6’ | H-2/6’; OCH3-4’
6’ 8,09 (dd,J=7e2Hz) 128,51 H-3/5° H-3’/5°| H-3;H-3"/5’
OCH;-7 3,88 (s) 56,37 H-6
OCH;-4’ 3,85 (s) 55,58 H-3/5’
H
OH-5 12,41 (s) C-5 C-10; C-6
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Figura 128 — Espectro de IV (KBr, cm™) de Sm-11
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Figura 131 — Expansio 2 do espectro de RMN 'H (8, DMSO-de, 500 MHz) de Sm-11
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Figura 132 — Espectro de RMN °C APT (8, DMSO-de, 125 MHz) de Sm-11
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Figura 133 — Expansio 1 do espectro de RMN "*C APT (8, DMSO-dg, 125 MHz) de
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Figura 134 — Expansio 2 do espectro de RMN °C APT (5, DMSO-de, 125 MHz) de
Sm-11
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Figura 135 — Espectro de RMN 'H x *C HMQC (8, DMSO-ds, 500 MHz) de Sm-11
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Figura 136 — Expansio 1 do espectro de RMN 'H x *C HMQC (8, DMSO-dg, 500

MHz) de Sm-11
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4.1.12 Identificacao estrutural de Sm-12

O espectro no IV da substancia codificada como Sm-12 (Figura 145, pag. 250)
apresentou bandas de absor¢do em 3460 cm’ e 3276 cm™ caracteristicas de deformacéo
axial de grupos hidroxilas em ponte intramolecular. Absor¢des fortes entre 1607 e 1501
cm’ pertinentes com estiramento de C=C de aromatico, indicativos da presenca de
nicleo aromatico na molécula. A presenca de carbonila conjugada ¢ em ligagdo de
hidrogénio intramolecular puderam ser inferidas por dois picos intensos em 1684 e 1655
cm’, respectivamente. O espectro no IV ainda sugeriu que a absor¢do observada em
1684 cm™ pode referir-se a uma carbonila conjugada de éster devido a presenca das
bandas em 1297 e 1068 cm™’ condizentes com estiramento C-O deste grupo
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

As analises dos espectros de RMN'H (Figuras 146 a 148, pag. 251 e 252)
sugeriram que Sm-12 possui um esqueleto flavonoidico 5,7-dioxigenado ao mostrar dois
dupletos em oy 6,11 e 6y 6,27 integrando para um hidrogénio cada e ambos acoplando
em meta com J = 2,0 Hz, os quais foram atribuidos aos hidrogénios 6 ¢ 8 do anel A,
respectivamente (SILVA et al., 2005). Um dupleto em 6y 6,79 (2H, J = 9,0 Hz),
indicando acoplando em orto com outro hidrogénio em oy 7,96 (2H, J = 9,0 Hz),
sugeriu a presenca de anel aromatico com sistema do tipo AA’BB’. Este dado permite
propor que Sm-12 possui anel B de nucleo flavonoidico p-substituido, sugestdo esta
fortalecida quando comparados os dados de Sm-12 com os modelos Mo-19 e Mo-20
(Tabela 26, pag. 248).

Os espectros de RMN'H (Figuras 146 a 148, pag. 251 e 252) sugeriram, ainda,
que Sm-12 era um [ glicosideo, ao exibir um dupleto em &y 5,23 com constante de
acoplamento igual a 7,6 Hz referente ao hidrogénio anomérico (SILVA et al., 2005).
Esta sugestdo foi fortalecida pela presenca de dois duplos dupletos em oy 4,19 (dd, J =
11,8 ¢ 2,2 Hz) e dy 4,06 (dd, J = 11,6 e 6,4 Hz), inerentes aos hidrogénios metilénicos
do carbono C-6"" da molécula de glicose em questdo. O sitio de glicosilagdo no carbono
C-3 do anel C do nucleo flavonoidico de Sm-12 foi proposto pela auséncia de um
simpleto entre dy 6,39 e 8y 6,94, comum em flavonas (modelo Mo-19) cuja posi¢ao C-3
¢ ndo substituida (SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2005A (Tabela 26, pag. 248).

Um outro sistema AA’BB’ foi detectado no espectro de RMN 'H da substancia

em andlise pela presenca de um outro par de dupletos, um deles absorvendo em oy 6,77
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(2H, J = 8,6 Hz) e o outro em oy 7,28 (2H, J = 8,6 Hz). A presenca de outro sistema
AA’BB’ em Sm-12 aliada a dois dupletos em oy 6,0 (1H, J = 15,8Hz) e dy 7,38 (1H, J =
15,8 Hz), tipicos de hidrogénios olefinicos em configuracdo trans, sugeriram que esta
substancia também possui em sua estrutura uma unidade p-cumaroil (NASR et al.,
1987). Estes dados somados a banda em 1684 cm™ atribuida a carbonila de éster,
observada no espectro de IV (Figura 145, pag. 250), e comparagdes com modelos da
literatura (Tabela 26, pag. 248) permitiram propor que a unidade coumaroil encontra-se
ligada ao oxigénio do CH; (C-6"") da glicose, uma vez que, quando o grupo CH,OH
terminal da posicdo C-6" (glicose) possui hidroxila livre, seus hidrogénios absorvem
como duplo dupleto em torno de oy 3,20 a dy 3,60, algo ndo observado para Sm-12,
cujos hidrogénios absorvem como duplo dupletos em dy 4,06 (1H, J = 11,60 e 6,40 Hz)
e oy 4,19 (1H, J = 11,80 ¢ 2,20 Hz) (Tabela 26, pag. 248). Estes dados e comparagdes

com a literatura (SILVA et al, 2005A) levaram a propor para Sm-12 a estrutura abaixo.

canferol-3-O-B-D-(6’’-E-p-coumaroil) glicosideo

Os espectros de RMN "°C de Sm-12, utilizando a técnica APT (Figura 149 a 152,
pag. 253 a 255), mostraram sinais para 30 atomos de carbono. Comparagdes realizadas
com dados da literatura (SILVA et al., 2006) e (COSTA et al., 2007) demonstraram
semelhanca dos valores observados para Sm-/2 com o canferol 3-glicosideo no que se
refere ao nucleo flavonoidico (Tabela 27, pag. 249). O espectro de RMN *C permitiu
comprovar a presenga de um grupo carbonilico (C-4) em ligacdo de hidrogénio com o
grupo OH ligado ao C-5, bem como identificar a presenga de substituintes oxigenados
nos carbonos C-3, C-5, C-7, C-4’ e C-4""’ (Tabela 27, pag. 249).

A proposta de uma unidade osidica para Sm-12 foi fortalecida pela absor¢do em
dc 104,02 inerente ao carbono anomérico de glicose onde esta se encontra ligada ao

oxigénio C-3, esta sugestdo foi determinante ao observar-se que o C-2 foi registrado em
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Oc 159,27. Quando o C-3 possui como substituinte uma hidroxila fenolica, o C-2
absorve em torno de d¢ 148,00 (AGRAWAL, 1989), fato que ndo ocorre no espectro de
RMN "C/APT de Sm-12.

Os espectros de RMN C-APT (Figura 149 a 152, pag. 253 a 255) ainda
confirmaram a presenca de dois sistemas aromaticos 1,4 disubstituido sugerido pelos
espectros de RMN 'H (Figuras 158 a 160, pag. 253 e 254), ao exibir quatro sinais
intensos em O¢c 132,2, 8¢ 115,98, referentes aos carbonos 2°,6° ¢ 3°,5” atribuidos ao
anel B do flavonoide e 8¢ 131,16 ¢ 8¢ 116,73, referentes aos carbonos 2°°°,6°" ¢
3°°)5°> do anel p-substituido da unidade cumaroil. A localiza¢do desta unidade no
carbono 6’ da unidade de glicose baseou-se no fato do referido carbono, quando
apresenta hidroxila livre, absorver normalmente em &¢ 62,00, sendo este valor
deslocado para campo baixo quando ligado a por¢do cumaroil, conforme demonstrado
no modelo Mo-18 (CARLTON et al., 1990) abaixo (Figura 144), e observada para C-
6’’ da molécula de Sm-12.

15,98 OH
165,81 158,27 159,27 132,20 Y o
105,52 | 135,18 64,33 =
99,93 Y ,C
| F ’ ’ ' 78,1 OH
OH e} 104,03| oy 75,71 2 x on
sm12 OH O pfo-1§ HO 78
Sm-12
Canferol 3-glicosideo

Figura 144: Dados comparativos de RMN °C (8, CD;0D, 50 MHz) de Sm-12 com o
canferol 3-glicosideo (6, CD;0D, 75 MHz) (CARLTON et al., 1990).

Comparagdes realizadas entre os dados espectrais de RMN'H e "*C e modelo da
literatura (Tabela 26 e 27, pag. 248 e 249) tornaram possivel identificar a substancia
Sm-12 como sendo o canferol 3-O-B-D-(6"’-E-p-coumaroil) glicosideo, conhecido como
tilirosideo, isolado anteriormente de outras espécies de malvaceas como: Herissantia
tiubae (SILVA et al., 2005), Herissantia crispa (COSTA et al., 2007), Sida galheirensis
(SILVA et al, 2006) e Sidastrum paniculatum (CAVALCANTE, 2006) ¢ Backeridesia
pickelii (COSTA et al, 2007), todavia, isolado pela primeira vez na espécie Sidastrum

micranthum.
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Tabela 26 — Dados comparativos de RMN 'H (6, CD;0OD, 200 MHz) de Sm-12
comparados com os modelos Mo-19 (3, CD;0D, 200 MHz) (SILVA et al., 2006) ¢ Mo-
20 (5, DMSO-ds, 600 MHz) (NORBAEK et al., 1999)

27
67
37
57
17’
27 as”

6”

oou7’”’
Bou8”
22716’
3°7°/5°

6,51 (s)

6,18 (1H, d, J=2,1 Hz)

6,41 (d, J=2,1 Hz)
7,35 (d, J=1,8 Hz)

7,36 (dd, J=8,8 Hz ¢ 1,8 Hz)

6,88 (d, J=8,8 Hz)

On

6,21 (1H, d, J=1,8 Hz)

6,44 (d, J=1,8 Hz)
8,10 (d, J=9,0 Hz)
8,10 (d, J=9,0 Hz)
7,14 (d, J=9,0 Hz)
7,14 (d, J=9,0 Hz
5,47 (d, J=7,2 Hz)
3,09-3,23 (m)
3,60
3,56 (m)
3,33 (m)

On

6,11 (d, J=2,0 Hz)
6,27 (d, J=2,0 Hz)
7,96 (d, J=9,0 Hz)
7,96 (d, J=9,0 Hz)
6,79 (d, J=9,0 Hz)
6,79 (d, J=9,0 Hz)
5,23 (d, J=7,6 Hz)
3,15-3,47 (m)

4,06 (dd, J=11,8 e 2,2 Hz)
4,19 (dd, J=11,6 € 2,2 Hz)

6,05 (d, J=16 Hz)
7,38 (d, J=16 Hz)
7,25 (d, J=8,6Hz)
6,77 (d, J=8,6Hz)
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Tabela 27 — Dados comparativos de RMN "*C (8, CD;0D, 50 MHz) de Sm-12 com os
modelos Mo-21 (3, CD;0D, 50 MHz) (SILVA et al., 2006) ¢ Mo-22. (3, CD;0D, 50
MHz) (COSTA et al., 2007)

C Sc Sc ¢

2 159,27 159,2 159,2

3 135,18 135,2 135,23

4 179,30 179,3 179,32

5 162,80 162,8 162,85

7 165,81 165,7 165,81

9 158,27 158,2 158,27

10 105,52 105,5 105,54

1 122,61 122,6 122,63

4 161,45 161,4 161,46

COO 168,81 168,83 168,82

1 127,00 127,0 127,02

4 161,11 161,0 161,12
CH

6 99,93 99,9 99,92

8 94,83 94,8 94,85

2°/6" 132,20 132,1 132,21

3775 115,98 115,9 115,98

1 104,01 104,0 104,03

2 75,71 75,7 75,73

3 77,93 77,9 77,96

4 71,64 71,6 71,68

5 75,71 75,7 75,73

o 114,68 114,7 114,71

B 146,53 146,5 146,52

27706 131,16 131,1 131,15

3757 116,73 116,7 116,74
CH,

6" 64,33 64,3 64,37
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Figura 145 — Espectro de IV (KBr, cm™) de Sm-12
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4.2 - CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE Wissadula periplocifolia (L.)
C. Presl

Da planta total de Wissadula periplocifolia foram isolados e purificados cinco
constituintes quimicos, sendo dois esteroides glicosilados e trés flavonoides (um
glicosilados e duas agliconas) (Figura 2). A identificagdo estrutural destes constituintes
foi feita através dos mesmos métodos espectroscopicos utilizados para as substincias

isoladas de Sidastrum micranthum.

Figura 153 — Constituintes quimicos isolados de Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl
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4.2.1 — Identificacdo Estrutural de Wp-1

A substancia codificada como Wp-I mostrou-se como um péd branco amorfo.
Através da andlise do espectro de RMN 'H (Figura 154 a 156, pag. 261 e 262)
observou-se um conjunto de absor¢des entre oy 0,67 e oy 1,40 comuns a hidrogénios
metilicos de triterpenos e esteroides. Um dupleto em dy 5,05 com J = 7,6 Hz sugeriu a
presenga de unidade de glicose com configuragio [ (KASAI et al., 1987). Um
multipleto em 3y 3,96, referente ao hidrogénio carbinélico, permitiu propor a existéncia
de unidade osidica no C-3. Esta sugestdo fundamenta-se no deslocamento para campo
baixo do H-3 (6y 3,96) em Wp-1 quando comparado com o mesmo hidrogénio na
aglicona (KOJIMA et al., 1990). Adicionalmente, o espectro de RMN 'H revelou um
multipleto em 8y 5,35, o qual ¢ tipico do hidrogénio olefinico 6 de esteréides (AHMED
et al., 1992) e multipletos na regido entre dy 5,19 e dy 5,10, referentes aos hidrogénios
olefinicos 22 e 23 da estrutura do estigmasterol, sugerindo que a substancia em questao
tratava-se de uma mistura de esteroides.

O espectro de RMN Be (Figura 157 a 159, pag. 263 e 264) corroborou com tais
sugestdes ao exibir valores entre d¢c 12,08 e d¢ 20,09, caracteristicos de carbonos de
metilas em esteroides. A presenga da unidade de acucar também pode ser reafirmada
pelo pico em & 102,56, cujo valor encontra-se na faixa de absor¢do usualmente atribuida
ao carbono anomérico da glicose (AQUINO et al, 1988). Absor¢des em d¢ 140,88 e o
121,91 correspondem, respectivamente, aos carbonos 5 e 6 do esqueleto de esterdides
como o sitosterol e o estigmasterol, sendo que, para o ltimo, observaram-se ainda dois
sinais menos intensos em d¢ 138,80 e & 129,44 que se referem aos carbonos olefinicos
22 e 23, respectivamente.

Os dados de RMN 'H ¢ "*C de Wp-I foram comparados com valores de
substancias ja isoladas (Tabela 29, pag. 260), permitindo indenfica-la como sitosterol-3-
O-B-D-glicopiranosideo (Wp-1a) e estigmasterol-3-O-f-D-glicopiranosideo (Wp-1b),

substancias isoladas pela primeira vez no género Wissadula.
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HO

Wp-la

Wp-1b
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Tabela 28 — Dados de RMN 'H e °C (8, CsDsN, 200 ¢ 50 MHz) de Wp-1

HO—< 0
AR
HO OH
HO
sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo estigmasterol-3-O-3-D-glicopiranosideo

C OS¢ Sy S¢ Sy
5 140,88 140,88

10 37,01 37,01

13 42,56 42,56

CH
3 78,13 3,96 (m) 78,13 3,96 (m)
6 121,91 5,36 (m) 121,91 5,36 (m)
8 32,14 32,14
9 50,41 50,41

14 56,89 56,89

17 56,30 56,30

20 36,47 36,47

22 - 138,88 5,19-5,10 (m)

23 - 129,44 5,19-5,10 (m)

24 46,1 51,49

25 29,26 32,14
I 102,58 102,58

2’ 75,37 75,37

3 78,64 78,64

4 71,72 4,29 (t) 71,72 4,29 (t)
5 78,53 4,06 (m) 78,53 4,06 (m)

CH2
1 37,56 37,56
2 30,34 30,34
4 39,43 39,43
7 34,29 34,29

11 21,38 21,38

12 40,03 40,03

15 24,62 24,62

16 28,64 28,64

22 34,29 -

23 26,48 -

28 23,49 23,49
6’ 62,88 4,58 (dd, /=12 ¢ 2,4 Hz) 62,88 4,58 (dd, /=12 ¢ 2,4 Hz)

4,41 (dd, /=12 ¢ 5 hz) 4,41 (dd, J=12 ¢ 5 hz)

CH;

18 12,08 0,66 (s) 12,08 0,66 (s)
19 19,32 0,96 (s) 19,32 0,96 (s)
21 19,11 0,97 (d) 19,11 0,97 (d)
26 19,52 0,90 (d) 19,52 0,90 (d)
27 20,09 0,88 (d) 20,09 0,88 (d)

29 12,26 0,84 12,26 0,84
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Tabela 29 — Dados comparativos de Wp-1a e Wp-1b (8, CsDsN, 200 ¢ 50 MHz) com
dados da literatura (3, CsDsN, 400 ¢ 100 MHz), (KOJIMA et al., 1990).

sitosterol-3-O-D-  estigmasterol-3-O-B-  sitosterol  estigmasterol
Wp-la  Wp-1b glicopiranosideo D-glicopiranosideo

C d¢ d¢ d¢ Sc
5 140,88 140,88 141,0 141,0 140,7 140,7
10 37,01 37,01 37,0 37,0 36,5 36,5
13 42,56 42,56 42,4 42,4 42,3 42,2
CH
3 78,13 78,13 78,3 78,3 71,8 71,8
6 121,91 121,91 122,0 122,0 121,7 121,7
8 32,14 32,14 32,1 32,1 31,9 31,9
9 50,41 50,41 50,4 50,4 50,1 50,1
14 56,89 56,89 57,0 57,1 56,8 56,8
17 56,30 56,30 56,3 56,2 56,0 55,9
20 36,47 36,47 36,5 36,9 36,1 40,5
22 - 138,88 34,3 138,9 33,9 138,3
23 - 129,44 26,4 129,5 26,0 129,2
24 46,1 51,49 46,1 51,5 45,8 51,2
25 29,26 32,14 29,5 32,2 29,1
r 102,58 102,58 102,6 102,6 - -
2 75,37 75,37 75,4 75,4 - -
3 78,64 78,64 78,7 78,7 - -
4 71,72 71,72 71,7 71,7 - -
R 78,53 78,53 78,5 78,5 - -
CH,
1 37,56 37,56 37,6 37,6 37,2 37,2
2 30,34 30,34 30,3 30,3 31,6 31,6
4 39,43 39,43 39,4 39,4 42,3 42,3
7 34,29 34,29 32,2 32,2 31,9 31,9
11 21,38 21,38 21,4 214 21,1 21,1
12 40,03 40,03 40,0 39,9 39,8 39,7
15 24,62 24,62 24,6 24,7 24,3 24,4
16 28,64 28,64 28,7 29,4 28,2 28,9
22 34,29 - 34,3 - 33,9
23 26,48 - 26,4 - 26,0
28 23,49 23,49 23,4 25,8 23,0
6 62,88 62,88 62,9 62,9
CH3
18 12,08 12,08 12,0 12,3 11,9 12,0
19 19,32 19,32 19,3 19,3 19,4 19,4
21 19,11 19,11 19,1 21,7 18,8 21,2
26 19,52 19,52 19,5 21,4 19,8
27 20,09 20,09 20,1 20,1 19,0

29 12,26 12,26 12,2 12,6 12,0
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4.2.1 — Identificacdo Estrutural de Wp-2

Os espectros de RMN 'H (FiguraS 160 e 161, pag. 267 e 268) exibiram um
conjunto de absorcdes na regido de hidrogénios aromaticos, idéntico a substancia Sm-9
(Fig. 92 a 94, pag. 197 e 198): Um dupleto em oy 6,19 e outro em 6y 6,49, ambos com
uma constante de acoplamento (/) igual a 2,0 Hz, mostrando acoplamento meta, comuns
aos hidrogénios 6 e 8 do esqueleto flavonoidico substituido nas posi¢des 5 e 7 do anel
A. Dois dupletos em 6y 8,0 e 6y 7,09 para 2H cada e J = 9,0 Hz, caracteristico de
acoplamento orto, demonstraram a presenga de um sistema AA’, BB’, permitindo assim
sugerir para Wp-2 um esqueleto flavonoidico com anel B para substituido. A presenga
de um simpleto na em oy 6,83 no referido espectro sugere que a posi¢ao C-3, da mesma
forma que Sm-9, ndo se encontra substituida. Um simpleto em 6y 3,84 referente a
metoxila ligadas a carbono aromatico mostraram que Wp-2 possui este grupo como
substituinte.

O espectro de RMN BC—APT unidimensional (FiguraS 174 e 175, pag. 271 e
272) mostraram absorgdes que suportaram as sugestdes feitas pelo RMN' H. Este
espectro revelou grande similaridade com os espectros de Sm-9 (Figura 95 a 99, pag.
199 a 201): Absor¢des em O¢c 99,33 e oc 94,47, referentes aos carbonos 6 ¢ 8
respectivamente. Uma absor¢do em d¢ 182,35 atribuido ao C-4 (C=0); Um sinal em dc¢
103,63, referente ao carbono 3. A presenga do sistema AA'BB” , sugerido pelo espectro
de RMN'H, foi fortalecida pelas absor¢des exibidas no espectro de RMN B, que
mostrou dois picos intensos em d¢ 128,76 e 115,03, relacionados aos pares de carbonos
metinicos 2°,6” e 3°,5’, respectivamente.

Os assinalamentos de carbonos e hidrogénios sugeridos para Wp-2 foram
comparados com dados da literatura (COSTA, 2008) e Sm-9 (Tabela 30, pag. 268),
permitindo afirmar que Wp-2, trata-se da esturutra 5,7-diiidroxi-4’-metoxi-flavona

(Acacetina).

OCH,
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Tabela 30 — Dados espectrais de RMN 'H e °C de Sm-9 (8, CDCl; com gotas de CD;0D,
500 e 125 MHz) e Wp-2 (6, DMSO-ds, 500 ¢ 125 MHz)

OCH,

Sm-9 Wp-2

C Ou O C Ou S
2 - 164,05 2 - 164,72
3 6,43 (s) 103,63 3 6,83 (s) 103,97
4 - 182,35 4 - 182,22
5 - 161,45 5 - 161,90
6 6,15(d,J=2Hz) 99,13 6 6,19 (d, /=2 Hz) 99,33
7 - 163,99 7 - 163,76
8 6,32 (d,J=2Hz) 94,18 8 6,49 (d, /=2 Hz) 94.47
9 - 157,85 9 - 157,80
10 - 104,44 10 - 104,20
I’ - 123,35 I’ - 123,27
2’ 7,72 (d,J=9Hz) 127,90 2’ 80(d,J=9,5Hz) 128,76
3’ 6,89 (d,/J=9Hz) 114,30 3’ 7,09 (d, /=9 Hz) 115,02
4 - 162,47 4 - 162,76
5 6,89 (d,/J=9Hz) 114,30 5 7,09 (d, /=9 Hz) 115,02
6’ 7,72 (d,J=9Hz) 127,90 6’ 8,0(d,/J=9,5Hz) 128,76

OCH;-4’ 3,76 (s) 55,27 | OCH;-4’ 3,84 (s) 55,97
H H

OH-5 - OH-5 12,90 (s)
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4.2.3 — Identificacdo Estrutural de Wp-3

O espectro de RMN 'H (Figura 164 a 166, pag. 273 ¢ 274) da substancia Wp-3
mostrou absorcdes semelhantes ao da substancia Sm-71 (Figuras 129 a 131, pag. 233 e
234), isolada de Sidastrum micranthum e ja descrita neste trabalho. Observou-se um
simpleto em 6y 12,56 referente a hidrogénio de hidroxila em ponte. A presenca de dois
dupletos em oy 6,98 ¢ dy 7,96 integrando para dois hidrogénios cada e constante de
acoplamento (J) igual a 9 Hz, condizentes com o sistema AA’BB’. Este espectro ainda
mostrou a presenca de dois simpletos em 6,70 ¢ 6,49, referentes aos hidrogénios das
posi¢des 3 e 6 respectivamente. Adicionalmente, neste espectro, pode ser inferido a
presenga de dois outros simpletos em 6y 3,75 e dy 3,71 atribuidos a metoxilas nas
posicdes 7 ¢ 4°.

O espectro de RMN *C-BB unidimensional e suas expansdes (Figuras 167 a
169, pag. 275 e 276) mostraram-se idénticos aos espectros correspondentes de Sm-11
(Figura 129 a 130, pag. 233 e 234) ao exibir 13 absor¢des na regido entre 6c 95,63 e
182,30 atribuidos a carbonos sp> metinicos e nio hidrogenados, todavia as absorgdes em
Oc 128,40 e 114,48, atribuidos a dois carbonos cada, referentes aos carbonos metinicos
2’, 6% e 3’, 5, respectivamente, somaram 15 carbonos. A presenca de dois sinais em 6¢
56,27 e 55,49 confirmam que a molécula em analise possui duas metoxilas.

Através de comparagdes dos dados espectrais de RMN 'H e °C de Wp-3 com
Sm-11 (Tabela 31, pag. 272) foi possivel confirmar que a estrutura em analise trata-se

da 5,8-diidroxi-7,4’-dimetoxi-flavona, substancia inédita no género Wissadula.

OCH,
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Tabela 31 — Dados espectrais de RMN "He BC (6, DMSO-ds, 500 e 125 MHz) de Sm-11 ¢
Wp-3 (8, DMSO-dg, 500 ¢ 125 MHz)

Sm-11 Wp-3
C On Oc C On ¢
2 - 163,56 2 - 163,42
3 6,84 (s) 103,03 3 6,70 (s) 103,79
4 - 182,41 4 - 182,30
5 - 153,08 5 - 152,97
6 6,53 (s) 95,73 6 6,49 (s) 95.63
7 - 154,39 7 - 154,27
8 - 126,26 8 - 126,16
9 - 144,49 9 - 144,38
10 - 103,90 10 - 103,79
1’ - 123,00 1’ - 122,90
2 809(dd,J=7c2Hz) 12851| 2’ 796 (d,J=9Hz) 12840
3 702(dd,J=7¢2Hz) 11459| 3 698(d,J=85Hz) 11448
4 ; 16241 & ; 162,30
S 702(dd,J=7¢2Hz) 11459| 5 698(d,J=85Hz) 11448
6  8.09(dd,J=7c2Hz) 12851 6 796 (d,J=9Hz) 128,40
OCH,-7 3,88 (s) 56,37 | OCH,-7 3,75 (s) 56,27
OCHj-4’ 3.85 (s) 55,58 | OCH,-4° 3.71 (s) 55,49
H H
OH-5 12,41 (s) OH-5 12,56 (s)
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4.2.4 — Identificacdo Estrutural de Wp-4

Os espectros de RMN 'H (Figuras 171 a 173, pag. 281 e 282) mostraram
absorcdes que sugeriram que Wp-4 tratava-se de um flavonodide com o padrao de
substituicdo da luteolina ao exibir sinais tipicos do sistema ABX, revelados pelo duplo
dupleto em oy 7,43 acoplando orto (J = 8,5 Hz) e meta (J = 2 Hz); um dupleto em oy
7,5 acoplando meta (J = 2 Hz) e outro dupleto em 6y 6,88 acoplando orto (J = 8,5 Hz).
Além disso, absor¢des caracteristicas dos hidrogénios 3, 6 ¢ 8 em &y 6,73 (s), 6,43 (d, J
= 2 Hz) e 6,77 (J = 2,5 Hz), respectivamente, corroborando com o esqueleto de uma
5,7-dihidroxiflavona. Tais propostas estavam de acordo com os dados de RMN '*C
(Figuras 174 a 177, pag. 283 a 285) que foram comparados com a luteolina descrita na
literatura (MARKRAN et al., 1978) (Tabela 32, pag. 279). A diferenga se constituiu no
aparecimento de deslocamentos quimicos adicionais nos espectros de Wp-4. No
espectro de RMN 'H da substancia em anlise, observaram-se alguns multipletos entre
Oy 3,15-3,48 e um dupleto em oy 5,06 (relacionado a hidrogénio anomérico), com uma
constante de acoplamento de 7,20 Hz, sugerindo uma molécula de glicose com
configurago B, a qual estaria ligada ao esqueleto da luteolina. O espectro de RMN *C-
BB (Figuras 174 a 177, pag. 283 a 285) também mostrou absor¢des referentes a glicose,
pelos valores entre 6 60,63-77,16, além do carbono anomérico em & 99,91.

Diante da sugestdo de um nucleo flavonoidico com o padrao de substituicdo da
luteolina e da presenga de uma molécula de glicose, tornou-se necessario saber em qual
posigdo deste nucleo estaria ligada a unidade osidica. Como os espectros de RMN 'H
(Figuras 171 a 173, pag. 281 e 282) ¢ "°C (Figuras 174 a 177, pag. 283 a 285) ndo
revelaram deslocamentos quimicos para metoxilas ou outros substituintes, sugeriu-se
que as quatro substituicdes da luteolina seriam hidroxilas, havendo portanto quatro
possibilidades de glicosilacdo. A presenga de um simpleto em aproximadamente oy 13,0
no espectro de RMN 'H, correspondente a hidroxila em ponte com a carbonila (C-4)
eliminou a possibilidade da unidade de agucar estar na posicdo C-5. O espectro
bidimensional de 'H x 'H-NOESY (Figuras 188 a 190, pag. 293 e 294) mostrou
acoplamento espacial entre a absor¢do correspondente ao hidrogénio anomérico em dy
5,06 com hidrogénio da posicdo C-6 (6y 6,43) e o C-8 (8y 6,77), permitindo portanto,

atribuir o sitio de glicosilagdo como sendo na posi¢ao 7. Este espectro mostrou ainda as
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interagdes espaciais entre os hidrogénios 3 (dy 6,73) € 6’ (8y 7,43) e deste ultimo com o
hidrogénio 5’ (dy 6,88), favorecendo a atribui¢do dos demais substituintes na molécula

(Fig. 182).

Figura 170 - Interagdes NOE para Wp-4

As atribuigcdes inequivocas dos deslocamentos quimicos de carbonos e
hidrogénios foram feitas com base em comparagdo com dados da literatura (SILVA et
al, 2006) (Tabela 32, pag. 279), bem como nos espectros de RMN 'H x “C-HMQC
(Figuras 178 a 180, pag. 286 ¢ 287) e HMBC (Figuras 181 a 184, pag. 288 a 290). O
anel B teve os seus assinalamentos de carbono e hidrogénio determinados no HMBC
pelas correlagdes seguintes: H-3 e H-5" com C-1’ a tré€s ligagdes; H-6 com C-2’ (&¢
113,49) CJ); H-2> () com C-3’ (8¢ 145,82) e deste com H-5" (*J); H-5" (*J) e H-6" (*J))
com C-4> (8¢ 150,10) e H-2" com C-6 (8¢ 119,20) (*J). Os deslocamentos quimicos do
anel C foram confirmados pelas interagdes de H-3 (dy 6,73) a duas ligacdes com C-4
(0¢c 181,98) e de H-6 (6 6,43) ¢ H-8 (6y 6,77) a trés ligagcdes com C-10 (d¢ 105,34).
Quanto ao anel A, seus assinalamentos foram foram estabelecidos pelas correlagdes %/
de H-6 (8y 6,43) com C-5 (8¢ 161,13), de H-8 (dy 6,78) com C-7 (8 163,01) e C-9 (8
157,01), além das correlacdes a trés ligacdes de H-8 com C-6 (5¢ 99,54) e H-6 com C-8
(0¢c 94,74), todas exibidas na tabela 33 (p. 280).

Estas andlises em conjunto levaram a identificagdo de Wp-4 como sendo a
luteolina 7-O-B-D-glicopiranosideo (Cinarosideo), substancia ja isolada de Sida

galheirensis (SILVA, et al. 2006) no entanto, inédita no género Wissadula.
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Tabela 32 — Dados comparativos de RMN °C de Wp-4 (8, DMSO-ds, 125 MHz) com
luteolina (AGRAWAL, 1989) e luteolina 7-O-B-D-glicopiranosideo (SILVA et al.,
20006)

Wp-4 Luteolina Luteolina 7-0-B-D-
glicopiranosideo
C
ac 6C 8C

2 164,50 164,5 164,56
4 181,89 182,2 181,98
5 161,13 162,1 161,17
7 162,94 164,7 163,01
9 156,94 157,9 157,01
10 105,34 104,2 105,39
1 121,25 122,1 121,34
3 145,82 146,2 145,90
4’ 150,10 150,2 150,09
CH

3 103,10 103,3 103,16
6 99,54 99,2 99,57
8 94,74 94,2 94,81
2 113,49 113,8 113,66
5 115,99 116,4 116,33
6 119,20 119,3 119,20
1 99,91 99,92
27 76,39 76,44
37 77,16 77,20
4" 69,57 69,58
57 73,12 73,17
CH;

6"’ 60,63 60,64
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Tabela 33 — Dados espectrais de RMN 'H e °C (8, 500 ¢ 125 MHz, DMSO-ds) de Wp-

4
"H x PC-HMQC "H x C-HMBC "HxH-
NOESY
e “Jen Jen
C Su e
2 - 164,50 H-3 H-2’; H-6"
4 - 181,89 H-3
5 - 161,13 H-6
7 - 162,94 | H-6; H-8 H-1"
9 - 156,94 H-8
10 - 105,34 H-3; H-6; H-8
1 - 121,25 H-3 H-5°
3 - 145,82 H-2’ H-5°
4’ - 150,10 H-5° H-2’; H-6’
CH -
3 6.73 (s) 103,10 H-2’; H-6’
6 6,43 (d, J=2 Hz) 99,54 H-8 H-1”
8 6,77 (d, J = 2,5 Hz) 94,74 H-6 H-1”
2 7,4 (d, J=2 Hz) 113,49 H-6’
5 6,88 (d, 8,5 Hz) 115,99 H-6’
6" 6,44(dd,J=8,5¢2Hz) 119,20 H-2’ H-5’
1 5,06 (d, J=7,5 Hz) 99,91 H-6; H-8
2" 3,22 (m) 76,39
3 3,41 (m) 77,16
4" 3,20 (m) 69,57
57 3,22 (m) 73,12
CH,
67  3,70(d,J=10,5Hz) 60,63
3,48 (m)
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Figura 171 — Espectro de RMN 'H (8, DMSO-dg, 500 MHz) de Wp-4
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Figura 174 — Espectro de RMN "°C BB (8, DMSO-de, 500 MHz) de Wp-4
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de Wp-4



Resultados e Discussdo

= I
: \i
—
" i
i Afﬁ
r
. ¢
= ,
| -
| |
| L
._._J‘ 0 —n
| :
| e
" ] 4 r 0
7,,*;; ) '%Q b ~
j% ] [
! al
)ﬁ—=.,f‘ "W o4 r B
- o
|
‘ "o
I
| r
t [ Q
L oo
).
z L
| Lo
| :
Eq
}H
"M
é Lo
’ﬁ’ih T i “”i”‘ “““ Hi H“H“; “
A o M m v n o Hd N M
E w ! = w
"8
‘ﬂ‘\\‘ R \ IH VT
“ |;
||
| \
|

Figura 188 — Espectro de RMN 'H x 'H NOESY (8, DMSO-dg, 500 MHz) de Wp-4



Resultados e Discussao

3 [}
.
©

A L e S R e e T T T T T T T T
8.0 7.8 7.6 7-4 7.2 7-0 6.8 6.6 6.4 6.2

Fl1 (ppm)

Figura 189 — Expansdo 1 do espectro de RMN 'H x "H NOESY (8, DMSO-ds, 500
MHz) de Wp-4

F2
(pprm)

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

Fl (ppm)
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5. CONCLUSOES

» Através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas
de IV, RMN 'H e "C uni e bidimensionais em conjunto com os dados da
literatura foi possivel isolar e identificar 13 constituintes quimicos de
Sidastrum micranthum (A. St.-Hil.) Fryxell: B-isoarborinol; Uma mistura
de sitosterol e estigmasterol; Feofitina a; 13*hidroxi-(13°-S)-feofitina a;
m-metoxi-p-hidroxi-benzaldeido;  sitosterol-3-O-p-D-glicopiranosideo;
acido  orto-hidroxibenzoico;  3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavonol;  5,7-
diidroxi-4’-metoxi-flavona; 5,4’-diidroxi-7-metoxi-flavona; 5,8-diidroxi-
7,4’-dimetoxiflavona; canferol 3-O-B-D-(6’’-E-p-coumaroil) glicosideo.
Todas as agliconas, com excecdo da 3,5,7,3°,4’-pentahidroxiflavonol, sdo
inéditas na familia Malvaceae;

» O estudo fitoquimico de Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl. Levou ao
isolamento de 5 substancias: Uma mistura de sitosterol-3-O-3-D-
glicopiranosideo e estigmasterol-3-O-B-D-glicopiranosideo; 5,7-diidroxi-
4’-metoxi-flavona; 5,8-diidroxi-7,4’-dimetoxi-flavona; luteolina 7-O-f3-
D-glicopiranosideo, todas as substancias inéditas no género Wissadula;

» Testes farmacoldgicos em parceria com a equipe do Prof.° Dr.° José Pinto
de Siqueira Jr., do laboratério de biologia molecular, demostrou que os
flavonoides  5,7-dihidroxi-4’-methoxi-flavona (Acacetina) ¢ 5,8-
dihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (7,4°-Di-O-Metilisoescutelareina)
modularam a atividade de antibidticos frente a inibicdo de bomba de

efluxo bacteriana;
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» Ensaios de atividade antimicrobiana, realizados em parceria com a
equipe da Prof.* Dr.? Edeltrudes de Oliveira Lima, demostraram que a
feofitina a, isolada de Sidastrum micranthum, foi capaz de inibir o
crescimento de 20 cepas testadas nas seguintes concentragdes:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (CIM 75 ug/mL), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) (CIM 75 pg/mL), Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228) (CIM 75 pg/mL), B. subtilis (ATCC 6633) (CIM 75
ug/mL), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853) (CIM 150 pug/mL),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) (CIM 150 pg/mL), Escherichia
coli (Classic C) (CIM 75 pg/mL), Escherichia coli (ATCC 18739) (CIM
75 ng/mL), Escherichia coli (ATCC 8733) (CIM 75 pg/mL), Salmonella
flexineri (LM 412) (CIM 75 pg/mL), Candida albicans (ATCC 90028)
(CIM 36 pg/mL), Candida albicans (ATCC 76615) (CIM 36 pg/mL),
Candida albicans (LM 142 V) (CIM 75 ug/mL), Candida albicans (ICB
12) (CIM 150 pg/mL), Candida tropicalis (ATCC 13803) (CIM 75
ug/mL), Candida tropicalis (LM 028) (CIM 75 ug/mL), Candida krusei
(ATCC 6258) (CIM 75 ug/mL), Candida krusei (LM 12) (CIM 75
ug/mL), Candida gulliermondii (LM 2101) (CIM 75 pg/mL), Candida
guilliermondii (LM 011) (CIM 75 pg/mL).

» O composto canferol 3-O-B-D-(6"’-E-p-coumaroil)  glicosideo
(Tilirosideo) demonstrou atividade vasorelaxante em artéria mesentérica
de rato. Este teste farmacolégico foi realizado em parceria com a equipe
da Prof.® Dr.? Virginia Soares Lemos (UFMG).

» O extrato etanodlico e suas respectivas fases, das espécies estudadas,
demonstraram atividade antirradicalar, em um estudo feito pela equipe da
Prof.* Dr.? Temilce Simdes de Assis.

» Estudos farmacoldgicos comportamentais estdo sendo realizados com o
extrato etandlico bruto de Sidastrum micranthum pela equipe da Prof.?
Dr? Liana Clébia Soares Lima, tais estudos estdo demonstrando
alteracdes comportamentais semelhantes as drogas depressoras do

Sistema nervoso central.
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