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RESUMO

O estudo quimico da casca, folhas e l&ex de um especimen de Himatanthus
articulata (Vahl) Woodson (Apocynaceae) levou ao isolamento de estigmasterol, (1) +
sitosterol, (2); 24-metileno cicloartenol, (3); 3 PB-O-acetil + 3 B-O-cinamoil lup-20 (29)-eno-
(acetato + cinamato de lupeol, 4 + 5); 3 B-O-acetil + 3 B-O-cinamoil urs-12-eno e olean-12-
eno (acetato e cinamato de o. e B amirina 6 + 7), &ido 3 P-hidroxi-urs-12-en-28-Gico (&cido
urslico, 8); O-metil-mio inositol (inositol, 9); acido 1 [-D-glicopiranosil plumieridico
(&cido plumieridico glicosilado, 10) e 1 [-D-glicopiranosil plumierato de metila (plumierideo
glicosilado, 11).

As substancias 1, 3, 8, 10 e 9, foram isolados pela primeira vez no género
Himatanthus e o 3 B-O-cinamoil lup-20 (29)-en (5) estd sendo registrado pela primeira vez
na literatura.

As substincias 8, 9, 10 e 11 foram identificadas através de andlise espectrométrica
dos derivados acetilados (8a, 9a, 10a e 11a) e ésteres metilicos (8b, 8c e 11a).

O isolamento das substéncias foi feito através da elaboragdo dos extratos
hexénicos, cloroférmicos e metandlicos da planta e posterior fracionamento cromatogréfico

e cristalizagdo das substancias naturais e/ou derivados acetilados e metilados.



ABSTRACT

The chemical investigation of the hexane, cloroformic and methanolic extracts of
leaves sterms and latex of a specimen of Himatanthus articulata (Vahl) Woodson lead to
the isolation of: stigmasterol, (1) + sitosterol, (2); 24-methytene cycloartenol (cycloartenol,
3); 3 B-O-acetil + 3 B-O cinamoyl, 12 ursen and 12 oleanen [a and B amyrin acetate (6) and
cinnamate (7)], 3 p-O-acetil + 3 PB-O-cinnamoyl 20 (29)-lupen (lupeol acetate and
cinnamate, 4 + 5); 3 B-hydroxy-12-ursen-28 oic acid (ursolic acid, 8); O-methyl myo-
inositol (inositol, 9); 1 P-D-glicopyranosil plumieride acid (plumieride acid, 10); 1 B-D-
glicopyranosil plumieride) plumieride glucoside, 11).

The identification of compounds 8, 9, 10 and 11 were based on the spectral data of
their acetylated derivatives (8a, 9a, 10a and 11a) and methyl esters (8b, 8c and 11a) The
remaining spectral analyses were carried out on the natural compounds

This work describes the isolation of novel compound 5 and also the first

occurrence triterpenes 1, 3 and 8, iridoid glycoside 11 and sugar 9 in genus Himatanthus.



1. INTRODUCAO

As plantas possuem a capacidade de produzir substéncias organicas micro e
macromoleculares As substancias macromoleculares (proteinas, &acidos nucléicos, etc) sdo
produzidas pelos processos metabolicos primérios e sdo estudados pelos biogquimicos,
enquanto as substancias micromoleculares (alcaldides, flavondides, terpendides, lignoides,
etc.), sdo produtos dos metabolitos secundarios, e sdo estudados pelos quimicos de

produtos naturais.

A quimica de produtos naturais contribui para o desenvolvimento de diversas
dreas da ciéncia tais como: farmacologia, botanica, agricultura, quimica organica, evolugdo e

ecologiamicro molecular.

H& plantas que vém sendo utilizadas pelo homem através dos tempos como fonte
de recursos para cura de doengas e outras manifestacGes biologicas. Na medicina popular,
tais plantas sdo utilizadas de forma bastante empirica, através de maceracoes, infusdes e
cataplasmas!. Estes conhecimentos foram transmitidos pelos pais aos filhos, através dos

séculos.

Os avancos tecnologicos levaram o0s cientistas a sintetizarem substéncias

medi camentosas, abandonando deste modo as plantas como fonte de cura.

Atualmente o homem tem tentado evitar os produtos sintéticos, acusando-os de



serem economicamente invidveis e, as vezes prejudiciais a sua salude. A opc¢do considerada
mais razoavel tem sido a utilizagcdo das plantas, como fonte de cura. Mas, sem divida as

duas fontes de medicamentos devem ser desenvolvidas simultaneamente.

Deve-se considerar entretanto, que o uso de planta medicinais sem o
acompanhamento cientifico poderdo trazer consequéncias irreparaveis. Um extrato bruto
pode ser efetivo em determinado tratamento, mas pode ter componentes que, acumulados
no organismo, causam efeitos colaterais graves. Neste sentido € essencial o conhecimento
farmacognostico da planta Para isso sdo necessarios 0s conhecimentos fitoquimicos e
fitoterapicos dos extratos das plantas. O conhecimento dos componentes quimicos presentes
na espécie vegetal, dard uma nocéo prévia da estrutura e da atividade, além de permitir fazer

previsdo se ocorrerdo efeitos colaterais com o uso do extrato da espécie vegetal.

Apesar dos grandes interesses pela flora brasileira, poucos trabalhos tém sido
desenvolvidos na érea de quimica de produtos naturais. Alguns dos trabalhos ja
desenvolvidos no pais, tém sido explorados por pesquisadores estrangeiros. Acredita-se que
isso se deva principaimente a falta de uma politica dirigida no sentido de apolar os estudos
de plantas brasileiras, garantindo recursos financeiros suficientes, pelo tempo necesséario
para a conclusdo dos trabalhos. Em consequéncia disto, convivemos com uma deficiéncia
guantitativa de pessoa especializado no estudo fitotécnico, quimico, farmacolégico e clinico
das plantas. E necessario ressaltar, também a necessidade do desenvolvimento de
metodologias para isolar e identificar os constituintes quimicos hidrossoliveis, onde estdo
incluidos os componentes mais ativos das plantas. Sendo, entdo, a identificacdo dos
principios ativos hidrossolUveis de plantas brasileiras, ainda um desafio para os bioquimicos,
farmacéuticos e quimicos de produtos naturais?. Deve-se levar em consideracdo também,
gue sdo necessarios manejos adequados das espécies ativas em seu ambiente natural
evitando-se, assim, 0 desaparecimento de espécies que venham a ser exploradas

economicamente. Um bom exemplo de planta ameacada de extingdo € o caso do jaborandi



(Pilocarpus pennatifolius Lem.,), planta nativa do Maranhdo e Piaui que constitui a matéria-
prima para a producdo de sais de pilocarpina (la), alcal6ide usado no tratamento de
glaucoma. O uso de plantas sem o controle adeguado, vém contribuindo para o
desaparecimento de vérias espéciesS.

Outro desafio para as ingtituicdes brasileiras, € criar meios para evitar que 0s
frutos de pesquisas desenvolvidas com a flora nacional segam “"exploradas' apenas pelas
multinacionais Como exemplo destes casos podemos citar a glaziovina (2a) isolada de
Ocotea glaziovii, com acdo tranquilizante e ansiolitica, utilizada na composicdo do Suavedol
sob patente do laboratério Simes (Itélia); a anibina (3a) extraida de varias espécies de Aniba
(A. duckei, A. roseadora, A. coto e A. fragrans) com agdo antiespasmodica em doencas
cardiacas e pulmonares e no tratamento do coma por intoxicagdo morfinica e barbitirica sob
patente francesa (M.2665); o0 obtusaestireno (4a) e obtusaquinona (5a) obtidos de
Dalbergza obtusifolia usados como larvicida, microbicida e esterilizante de moscas fémeas

sob patente US Department of Agriculturez.
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Uma familia de plantas que tém despenado o interesse dos quimicos de produtos

naturais, devido ao uso muito difundido na medicina popular, em razdo de suas inimeras



aplicagdes de carater terapéutico sdo as Apocynaceas. Existem cerca de 200 géneros de

Apocynaceas divididas wn irés subfamilias: Apocinoudeae, Fomisideas & Plumeroidede.

-

Esta altima sub-familia contém cere

&

de 34 géneros, dos quais 20, possuem wma grande
2 v 1 k =
quantidade de alcaldides indolicos*” Algumas aspécies estudadas ravelaram a presenca de
il

rerpenoides® B2 10 1 iriddides  alicosilados® 3145 Havondides  whcosilados?,

lignoides?” 28.29 2 ot

Da sspécie Nerium ofeander uma Apocynaceae, coletada na regide Karachi no
Paquistdo, foram isoladas das folhas, o acido oleanderolico {(6¢}, e um iriterpenc fracamente
acido, o Kanerodiona (7c). Esses triterpenos demonstraram significativos potenciais
farmacologicos. As fragdes contendo esses constituintes mostraram-se depressivas ao

sistema nervoso ceniral de ratos®




Outra espécie de Apocynaceae, a Parahancornia amapa (Huber) Ducke, arvore
gue ocorre no estado do Amapa na regido amazbnica conhecida popularmente como
"amapa’, € utilizada pela populacdo local (casca e latex) como ténico e anti-sifilitico, foram
isolados e identificados do latex os triterpenos pentaciclicos lupeol (8d), B-amirina (13) o-
amirina (15) e seus derivados acetilados (9b), (14) e (16), &acidos alifaticos e mistura de
ésteres 3-O-aciMupeol (10b - 12)°.

A espécie Plumeria obtusa, uma Apocynaceae da sub-familia plumerioideae,
muito confundida com o género Himatanthus (género escolhido para a elaboracdo desta
tese) forneceu vérios triterpendides da série ursano e lupano dos extratos das folhas!O-11

A espécie Plumeria alba € largamente utilizada na medicina popular por
vietnamitas devido as acbes antiflogisticas. Esta espécie tem agdo inibitéria ao crescimento
de bactérias gram* e gram™. Estas manifestagdes foram atribuidas a0 plumierideo glicosilado
1712,

Este plumierideo glicosilado (17) foi isolado também do extrato metandlico da
casca de Plumeria obtusifolia3C.

Em 1983, ja existia cerca de 210 trabalhos envolvendo o estudo do caule, folhas e
raizes de varias espécies de Plumeria e Allamanda. Os iridoides isolados: isoplumericina
(18), plumericina (19), isolado de Nerium indicum, plumierideo (17), plumierideo cumarato
(20), e o plumierideo cumarato glicosilado (21), apresentaram com excecdo do plumierideo

(17), atividade anti-algas e cracast31°
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Outro exemplo de importancia desta classe de substancias € o iridéide alamandina

isolado do extrato etandlico de Allamanda cathartica. Este iridoide apresentou

(22),
atividade bioldgica significativa in vivo, contra leucemia P-388 em rato e atividade in vitro

contra células derivadas de carcinoma humana da nasofaringe (K. B.)14.



A Plumeria rubra, é onginaria da Indonésia, e ¢ utilizada no tratamenio de
gonorréia, e nas Filipinas, # utilizada como purgativo, efeito emético ¢ febrifugo Esta
espécie forneceu trés iridoides fulvoplumierina (23), alancina  {24) ¢ alamandina (22) ¢ a
quinona 2,5-dimetoxi-p-benzoquinona (25). Esias substincias sdo correspondentes das
fraches ativas dos extratos, éter de petréleo ¢ CHCl;. Foram isolados, também, compostos
citotoxicos da fracio aquosa das cascas de Plumeria rubra. Esta fragio forneceu um
iridoide, a plumericina (26), e a lignana, liriodendrina (27). Estas substincias apresenlaram
atividade citotoxica, aplicadas a uma linhagem de células de leucemia finfotica (P-388) de
ratos, ¢ em varios iipos de células cancerigenas humanas de varios tipos (seios, colon,
fibrosarcoma, melanoma, K B.). Os iridoides 15-dimetil-plumieridec (28), plumierideo (19),

a- alancidina (29), - alancidina  (30) ¢ 13-O-trans-plumierideo cumarato (20) foram
identificados como os constituintes inativos do extrato!®. O iridoide fulvoplumierina (23)
isolado, também de Plumeria rubira demonstrou potencial atividade ne sistema de HIV-

IRT. (ICSO 45 mg/ml)34,



Em relagio ao género Himatanthus, a literatura®17.18.19.35 revelou apenas 5
trabalhos sobre o estudo quimico de suas espécies Da espécie Himatanthus phagedaenica
foram isolados uma mistura de triterpenos acetilados das séries oleonano, ursano e lupano
além do B-sitosterol e trés lactonas sesquiterpénicas iridoidais (plumiericina (-), alamandina
(-) e isoplumericina). Do extrato etanolico aquoso acetilado foram isolados dois indoides
glicosilados: octa-O-acetil plumierideo cumarato glicosidico (31) e penta-O-acetil

plumierideo glicosidico (32) e uma mistura com sacarose acetilada (33).
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O presente trabalho consiste no estudo quimico de Himatanthus articulata
através do isolamento e determinacdo estrutural dos principais componentes do extrato
cloroformico do latex, hexanico e metandlico das cascas e parte do extrato metandlico da
folha. A espécie Himatanthus articulata € conhecida popularmente na regido amazonica por
fornecer l&tex, usado como expectorante, tonico, contra debilidades em geral, resolutivo de
emplastros em contusdes e anti-sifiliticos A literatura revelou dois trabalhos1819 sobre esta
espécime, a tese de mestrado M.A.C. Kaplan e o trabalho de V.N. Ferrigni, onde foram
isolados acetato e cinamato de o-amirina

Foram feitos testes farmacoldgicos pelo prof Dr. David G Kingston (Dept of
Chemistry and State University Blacksburg, Virginia, USA) O extrato metandlico do H.

52y

articulata apresentou atividade para o 1C}5”, sendo considerado um bom nivel de atividade

para extrato de plantas.

Himatanthus
articulata



2. A PLANTA E SEUS CONSTITUINTES

2.1. Aspectos Botinicos da familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae é por natureza interessante sob varios pontos de vista Ela
fornece madeira, flores, gomas elasticas e no interior do Brasil dio frutos como a

"Mangaba", "Mucugé" e "Pequia”.




As representantes desta familia apresentam o porte variando desde as menores
ervas e cipds, até as mais frondosas arvores.

Na histéria dos povos as Apocynaceas téxicas tiveram papéis importantes. Na
Asia menor, Palestina, encontramos referéncias a Nerium oleander L., suas folhas sdo
referidas como arma de crime e suicidios. Acredita-se que a vara que Moisés colocou nas
adguas de Mara para que esta se tornasse salobre, tenham sido desta arvore.

No continente americano os indios tinham o0 maior respeito ao "Aouai" (Thevetia
Ahouai AD.C.). Os hospedes dos indigenas deveriam ser avisados do perigo que elas
apresentavam, nas tabas proximas as adeias. As mulheres indigenas a utilizaram para
fazerem ch4, quando queriam se livrar dos seus maridos adUilteros?.

Antes do botanico Tournefort, quase todas as plantas produtoras de latex, eram
incluidas indistintamente na designacdo de Apocynum, origind&rio da palavra grega
"AOKUYOY" dada a uma planta da Grécia utilizada no envenenamento de cdes selvagens e
outros animais. Este grupo abrangia indistintamente as familias Asclepiadaceae,
Euphorbiaceae e Apocynaceae. Coube a Tournefort fazer a primeira separacdo em trés
entidades genéricas, apesar de multas Euphorbiaceae serem retiradas deste grupo
principalmente as de género Euphorbia

Em 1759, B de Jussieu admitiu a existéncia da familia Apocynaceae sob o nome
de Apocina, compreendendo também as Asclepiadeae. Neste tempo o0s géneros de
Apocynaceae estavam dispersos nas Sapoteae, Mursineae, etc.

Em 1810, Robert Brown estabeleceu o0s rudimentos fundamentais para a
classificacdo da familia Apocynaceae, separando-a das Asclepiadaceae, com 0 nome de
Apocyneae.

Finailmente em 1836, coube a Lindley empregar pela primeira vez o0 nome

Apocynaceae, que permanece em Uso até a presente data’l.
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2.2. Caracteres Gerais da Familia?l

Inflorescéncia: multivariada:  frequentemente em racemos modificados, cimos,
particularmente dicasios escorpidides - cincinus, decasios, helicoidais, racemos, tirsos,
dicécios agregados, panicula e corimbo.

Posicdo variada: lateral, axilar ou terminal.

Flores. actinomorfas, gamopétalas, heteroclamideas, hermafroditas, pentaneras,
freqlientemente coloridas e vistosas.

Célice: gamossepalo, via de regra 5 partido, lacinios iguais ou desiguais,
geralmente imbricados, com ou sem escamas na base da face interna. Escamas quando
presentes, opostas, alternas ou indefinidamente distribuidas, célice geralmente caduco,
podendo ser, porém persistente.

Corola:  tipicamente  gamopétala, geralmente  hipocrateriforme  ou
infundibuliforme, raramente campanulada, 5 partida, 5 fendida ou 5 lobada, na pré-antese
contorta, com lacinios sinistrorsos (sub-familia - Plumeroideae) ou dextrorsos. Abertura
superior do tubo da corola muitas vezes com listras longitudinais no tubo; face interna do
tubo glabra ou pilosa.

Estames. 5 inseridos em diversas alturas no tubo da corola: na base, na parte
média e na parte superior; anteras, geralmente formando um cone, livres (sub-familia
Plumeroideae) ou soldadas ao estigma; totalmente fértels (sub-familia Plumeroideae) ou
parcialmente estéreis, introrsas de varias formas. sagitadas (em alguns géneros de
Plumeroideae), ovais, oblongas, polen granuloso em gréos separados ou grupados em
tétrades, filetes curtos ou quase nulos, livres, glabros ou pilosos na face interna.

Estigmas: de formas variadas: cilindrico, fusiforme (Himatamhus Willd ex. R.S))

umbraculiforme,  pentagonal-sub-gloquidiano,  pentagonal-umbraculiforme,  pentagonal-
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fusiforme, capitado; o &pice pode ser inteiro ou biclUspide; e a base é muitas vezes
membranaceae; estilete filiforme, geralmente fendido na base.

Ovério: slpero, 2 carpelar, apocarpo ou sincarpo; por excecdo infero ou sub-
infero; 6vulos em nimero varidvel: poucos ou muitos (Himatanthus Willd ex. R.S))

Disco: geralmente presente, outras vezes pouco distinto ou nulo, quando
presentes, pode ser livre ou concrescido com o ovario, ou mais ou menos 2-5 lobado: 2
alternando com os carpelos ou 5 lobado, carnoso ou membranéaceo.

Fruto: variado, geralmente foliculo, em numero de dois menos freqlientemente
baga, raramente cépsula ou drupa.

Sementes: geralmente, comprimidas lateralmente, aladas, com pincel de pelos no
apice, ou sem esse cardter (na maioria da sub-familia Plumeroideae); totalmente pilosa ou
glabra

Folhas: geralmente opostas e descussadas, menos freguentemente alternas
(Himatanthus Willd. ex R.S.) mais raramente verticuladas, simples, inteiras, raramente com
0 limbo peltado, muito raramente dimorfas sobre a mesma planta.

Estipulas: ausentes (ou muitas vezes substituidas por glandulas intrapeciolares
em ndmero variavel).

Porte: ervas sub-lenhosas, sub-arbustos eretos, arbustos escandentes, arbustos e

arvores, usualmente com latex, nunca parasitas.

2.3. Caracteres da Sub-familia?l.

A familia Apocynaceae possui cerca de 200 géneros, 1300 espécies divididas em
3 subfamilias:
Apocinoideae

Echitoideae
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Plumieroideae - Esta apresenta lacinios da corola sinistrorsos. Anteras totalmente
férteis, livres (ndo soldados ao estigma); tecas ndo basalmente apendiculadas. Sementes sem
pincel de pelos no &pice. Ovério apocarpo ou sincarpo, bilocular, ocasionalmente unilocular.
Arvores, arbustos, trepadeiras lenhosas, raramente ervas rizométicas.

Esta sub-familia € composta de duas tribos a saber:

| - Tribo Ardumeae

[l - Tribo Plumiereae ovario apocarpo, 2 foliculos. Divididas em quatro sub-
tribos:

a) Sub-tribo Alstoniinae: calice sem escamas ha base da face interna. Fruto
seco, muitas sementes em cada |6bulo.

b) Sub-tribo Tabernaemontaninae

c) Sub-tribo Cerberinae

d) Sub-tribo Rauwolfiinae

2.4. ConsideragBes sobre o género Himatanthus?%-21,

O género Himatanthus Willd foi proposto pela primeira vez por Roemer e
Schultes, para espécies do noroeste do Brasil muito proximas de Plumeria sp. (Tourn) L.. A
separacdo dessas espécies, das do grupo Plumeria, baseava-se no cardter longas bracteas
distintas.

Posteriormente  Muell-Arg, seguido logo apdés por K. Schumann, seja por
desconhecimento ou por n&o concordarem com o trabalho de Roemer e Schultes,
consideraram o género Himatanthus Willd como sinbnimo de Plumeria L.

Em 1938, Robert E Woodson Jr. apds observar as profundas diferencas entre as
espécies do género Plumeria L., chegou a conclusdes de que o melhor caminho seria

separé-las em dois grupos (Himatanthus Willd e Plumeria L.)
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As espécies brasileiras de Plumeria (Tourn) L., com excecdo das duas espécies
Plumeria rubra L., e Plumeria pudica, passaram a pertencer ao género Himatanthus Willd,
ex R. et S.

O género Himatanthus € constituido de sete espécies, distribuidas na bacia

amazbnica e encontrada, também no nordeste do Brasil.

2.5. Caracteres do género Himatanthus?l22 willd. ex R. et S.

Inflorescéncia: tisiforme, terminal ou pseudolateral; flores avas, com numerosas
bracteas vistosas, largas, petaldides ou foliaceas, caducas, com numerosas glandulas
pectinadas na base.

Célice: geramente obsoleto ou formado de um a cinco lacinios agudos ou
acuminados, desiguais, sem escamas na base da face interna; &pice ndo glandular.

Corola: sinistrorsa, hipocrateriforme, tubo sem apéndices internamente.

Estames: de antera ndo soldadas ao estigma, com tecas totalmente férteis, sem
protuberancias  basais.

Estigma: fusiforme, 2 apiculado.

Ovério: 2 carpelar, apocarpo, tipicamente semi-infero, com muitos &vulos.

Disco: nulo.

Fruto. 2 foliculos apocarpo, deiscente ao longo da sutura ventral.

Sementes. muitas providas de ampla asa papirosa, mais ou menos concéntrica.

Folhas. alternas, de pecioladas até sesseis, sem glandulas na base da nervura
principal.

Porte: &rvore pequena ou média altura.
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2.6. Caracteristicas da espécie H. articulata (Vahl) Woodson?.

As espécies H. articulata apresenta como sinonimia: Plumeria articulata,
Himatanthus rigida Willd, ex R. et S, Plumeria drastica Mart., Plumeria fallax Muell e
Plumeria microcalyx Standl.

Ocasionalmente as folhas desta espécie assemelham-se a forma sub-sésseis como
das H. obovata, a partir das quais podem ser facilmente distinguidas, contudo, pela reluzente
superficie superior com sua nervura verrugosa, caracteristica.

O porte da H. articulata € preferivelmente de arvore delgada com 5 a 25 metros
de altura. S&o conhecidas popularmente como : Santa Maria, Suculba, Jauahuba (Lisboa), e
no estado do Amapé (Brasil) sdo confundidas com o "Amapazeiro”.

Segundo Conquiste Woodson?223 esta espécie é classificada botanicamente

como atabela abaixo:

Reino Plantae

Divisdo Magnoliophiton
Classe Magnoliatae
Subclasse Asteridae
Ordem Gentianales
Familia Apocynaceae
Sub-familia Plumieroideae
Tribo Plumierae
Sub-tribo Alstoniinae
Género Himatanthus
Espécie H. articulata (Vahl) Woodson

Denominacéo vulgar

Santa Maria, Suculba, Jauahuba,

Amapazeiro
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2.7. Constituintes isolados da Planta

HO

(1) A5 (6) 22(23) &)
(2) AS(6)

Cimanod
Aoa
Acetato
(4) R = Acetato (6) R1=CH;3,R%=H R = Cinamoil
{(5) R=Cinamol {6a) R!'=CH;.R2Z=H R = Acetato
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(11a) R=H. R'=Me



3. DETERMINACAO ESTRUTURAL

3.1. Determinacdo estrutural das substancias isoladas de Himatanthus articulata

3.1.1. Determinagdo estrutural de HACH-8P (1 + 2)

O espectro de RMN de H (Figura 1, Tabela 1) revela sinais correspondentes a
prétons olefinicos e, 5,35 (m), 5,05 (dd, J = 15,4 e 7,0 Hz) e 5,10 (dd, J = 154 e 7,0 H2z),
sinal correspondente a prétons carbindlicos em 3,55 (m). Estes dados aliados as feigBes dos
sinais em 0,64 (s), 0,97 (s) e os multipletos entre 0,76 6 e 0,92 & estdo de acordo com a
mistura de esterdides. Levando em consideragdo as observagbes anteriores e, 0S
deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos (CH e C) revelados nos espectros de RMN
de 13c PND. (Figura 2) e DEPT (Figura 3) e os picos m/z 414 (18,51%) e 412 (16 %)
presentes no espectro de massas (Figura 4, Esquema 1) pode-se propor a mistura de
sitosterol e estigmasterol. A comparacdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos e
hidrogénios (Tabela 1 e 1a) de HACH-8P com os padrdes da literatura3®3738  serviu para

confirmar as estruturas propostas para HACH-8P como: sitosterol (2) e estigmasterol (I).
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(A 5(6).22(23) Mad

DAS(EY=Mod 2

Tabela 1 : Comparagio dos dados de RMN de 'H (200,13 MHz) do HACH-8P (1 + 2)
com os padrdes da literatura36.37-38 (Mod. 1 e Mod. 2).

H 1+2 Mod. 1 Mod. 2
) 5,35 (m) 5,35 5,35
22 5,10 (dd) 5,15 -

23 5,00 (dd) 5,01 -

3 3,55 (m) 3,52 3,52
19 0,99 (s) 1,01 1,01
21 1,03 (d)2 1,02 1,02
26 0,84 (d)? 0,84 0,83
29 0,81 (1)2 0,80 0,84
27 0,79 (d)? 0,79 0,81 (d)
18 0,64 (s) 0,69 0,68

r‘multip]icidade dedurida apos conclusées das analises de RMN de LTS
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Tabela 1a : Comparagio dos dados de RMN de 13C (50,3 MHz, CDCl;) do HACH-8P
(1 + 2) com os padrdes da literatura36-37 (Mod. 1 e Mod. 2).

5C 5C
C 142 Mod. 1 Mod. 2
1 372 37,2 37.24
2 31.6 31.6 31.61
3 71.8 71,78 71.78
4 422 423 428
5 140.7 140,7 140,71
6 121.7 121.7 121.72
7 31,9 31,9 31.89
8 316 31,9 31.82
9 50,1 50.1 50,11
10 36,5 36,5 36.48
11 21,1 21.1 21.07
12 397 39,7 39,77
13 42,2 422 42.28
14 56,7 56,8 56.75
15 243 244 24.28
16 28.2 28,9 28.24
17 55,9 55,9 56.04
18 11.9 12.0 11.85
19 19,4 19.4 19.40
20 39,7 405 36.12
21 21,0 21.2 19.02
22 1383 33.8 1383 3392
23 129.2 29,1 129.2 29.13
24 51,2 45,8 51,20 45.80
25 31.9 29.0 31,90 26.06
26 19.8 21,10 18.77
27 18.7 19.00 19 80
28 254 23,0 2540 22.04

29 11,9 123 11,97
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1)

2 )

1 mvz412 (16%:

2 rvz 414 (1851 %)

Ho
1: mvz4lt (1.93%)
2 m/z413 (597 %)

_]+

_1+
RDA
Sy = 0L
H

HO
142 vz 138 (1639%) 1 miz 274 (331 %
142 1 miz 276 (135 %)
] ~ $(|_ 1)
Hyd W
— —~Lb
HO
\./ 1+2:mvz 162 (6,6] %)
-+
142 “] !
1 m'z 394 (1,94 %)
2. miz396 (9.5 %) Ty
_‘+ 1wz 112 275%)

2 mér 114 (118 %

+

7
“OH
.4 \%
HO

1+42:mvz372(529%)

+

1+2 mvz 255 (18,52 %)

1 miz 140 {1.39%)
2:mvz 142 (3.37%0)

HO'

1onvz 412 (16 %)

1+2 vz 41100 %)
2 m'zA1 4 (1R,S1 %)

1 mz309 (202 %)
2.z 371 (1,84 %)

Esquema 1 : Interpretacio do espectro de Massas de HACH - 8P (1 + 2)
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3.1.2. Determinacdo estrutural de HAL-3 (3)

O espectro de RMN 1H (Figura 5) possui sinais que conduziram as interpretagdes
abaixo:

a) Os dois dubletos em 0,31 & e 0,53 6 (J = 4,2 Hz) sdo correspondentes a dois
prétons metilénicos em anel de 3 membros com acoplamento entre si.

b) O multipleto em 3,28 & é correspondente ao préton carbindlico localizado no
C-3 de um terpendide

c) Os dois singletos largos em 4,64 & e 4,69 §, correspondem a dois prétons
olefinicos de um grupo vinilico sem acoplamento vicinal.

d) O multipleto em 2,12 & corresponde a um préton alilico que € vizinho a um
dos grupos metilicos, que absorve em 1,04 § (d).

e) A feicdo dos sinais entre 1,04 & e 0,73 & é coerente com um triterpeno
tetraciclico.

Os espectros de RMN 13¢ (P.N.D.) e DEPT (6 = 90° e 135° (Figura 6 e 6a)
apresentam sinais em 156,86 & (C), 1059 & (CH2) que estdo de acordo com a dupla terminal
proposta. O sina correspondente a CH (78,8 8) esta de acordo com a frequéncia de carbono
carbindlico sofrendo um efeito B de uma metila vizinha, isto confirma a proposta do
triterpeno tetraciclico.

As interpretacbes anteriores permitiram propor a estrutura do 24-metileno
cicloartenol registrado na literatura. O espectro bidimensional (2D) de correlagéo
homonuclear de hidrogénio e hidrogénio (*H x IH COSY) confirmou a dupla terminal
[H-31a (4,69 o) interagindo com H-31b (4,64 8)] e o anel de 3 membros, através da
observacdo das interagBes dos hidrogénios do carbono 19a [(0,31 9, interagindo com H-19b

em 0,53 d,) J= 4,2 Hz]. (Figura 7)
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A comparagio dos dados de RMN de 1H e 13C com a literatura*? [Mod. 3

(Tabela 2 e 2 a)} confirmou a estrutura (3) proposta para HAL-3.

3

3} = Mod 2

Tabela 2 : Comparagio dos deslocamentos quimicos (8) de 'H (200 MHz, CDCl;, TMS)
de HAL-3 (3) com os padrdes da literatura?? (Mod. 3).

H 3 Mod. 3
3la 4,69 4,72
3ib 4.64 4,60

3 3.25 3,28

23,25 2.2- 18 (m)

26 1.04 1,03 (d)
27 1,00 1,03 (d)
18 0,98 0,97 (s)
29 0,96 0.97 (s)
21 0,89 0.90 (d)
28 0,88 0,90 (s)
30 0,80 0.81 (s)
19a 0,31 0,33 (d)

19b 0,53 0,56 (d)
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Tabela 2a : Comparagio dos dados de RMN de 13C (50,3 MHz; CDCls) de HAL-3 (3)
com os padrdes descritos na literatura®? (Mod. 3).

C (3) Mod.3 C 3) Mod 3
1 31,9 321 17 52,2 52,4
2 30,3 30,4 13 18,2 18,1
3 788 78,3 19 29.8 29,9
4 404 405 20 26,4 26,2
5 471 472 21 18,3 18,4
6 21,1 212 22 34,9 35,2
7 290 282 23 31,3 314
8 479 480 24 1569 1568
9 20,1 20,1 25 33,8 33,9
10 254 262 26 21,9 21,9
11 260 261 27 22,0 22,1
12 355 357 28 19,3 19.4
13 452 454 29 13,9 14,1
14 487 489 30 25,4 255
15 329 330 31 1059  106.1

16 26,4 2066
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3.1.3. Determinacdo estrutural de HACH-20/23-3 (4+5) e HACH-20/23-1 (5)

A tabela 3 mostra os sinais observados no espectro de RMN de IH de HACH
20/23-3 (Figura 8 e 8a) e HACH 20/23-1 (Figura 9). O espectro de HACH-20/23-3 (4+5)
possui sete sinais simples correspondentes as metilas terciarias (1,02 9, 0,93 §, 0,88 9, 0,82
9, 0,81 & e 0,76 8) sendo um sinal em 1,66 & (S) correspondente a frequéncia de metila
ligada a carbono sp? Os dois singletos largos em 4,55 & e 4,66 & sio referentes a protons
vinilicos. O espectro de RMN de H (Figura 9) de HACH-20/23-1 possui 0S mesmos Sinais
citados anteriormente. Estes dados aliados aos sinais em 151,9 (s) e 109,3 (CHp) presentes
no espectro de RMN de 13¢ (Figura 10, 10a e 11) permitiu sugerir a estrutura de um
triterpeno da classe dos lupanos. A auséncia do sinal multiplo em 3,5 ppm e os sinais em
455 8, 4,46 & (dd), 7,68 & (d, J = 16 Hz), 6,46 & (d, J = 16 Hz), 7,59 & (m) e 7,37 & (m)
correspondente @ uma unidade cinamoila ligado no C-3 do triterpeno que é responsavel pela
desprotecdo no H-3 [4,46 ppm (Figuras 8, 8a e 9)]. A diferenca entre os dois espectros
(Figura 8, 8a e 9) é apenas na presenca do sina em 2,05 o (s). Isto permitiu sugerir na
amostra um segundo constituinte, o acetato de lupeol. A comparacdo dos deslocamentos
quimicos dos carbonos da unidade aglicona de 4 e 5 com os dados do acetato de lupeol
(Mod 4) e da unidade cinamoila do derivado oamirina (Mod 6) registrados na literatura™*
(Tabela 4) confirma as estruturas propostas para 0s constituintes destas fragdes.

O espectro bidimensional (1H x H - COSY) de HACH 20/23-3 (Figura 12,
Tabela 3 e 4) revela os acoplamentos entre os prétons [o (6,46 &) com B (7,59 d) e 2, 6
(7,59 8) com 3, 4, e 5 (7,37 9)] da unidade cinamoila, os sinais da aglicona [H-29 (4,66 6 e
4,55 6 com H-30 (1,66 o) H-3 (4,46 8)] estdo de acordo com as informagBes observadas no
espectro (2D), confirmando as estruturas 4 e 5 para as moléculas (Figura 12).

O espectro de Massas (Figura 13 e 14) acoplado com cromatégrafo a gas de

HACH-20/23-3 (4+5) confirma a presenga de dois componentes na amostra, através dos
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valores do jon molecular (M) m/z 468 (4) e m/z 556 (§) e os demais picos

correspondentes aos ions fragmentarios (Esquema 2).

Apesar de ser comum a presenga de cinamatos de triterpenos! 7+ em plantas, nio

foi encontrado na literatura o registro do cinamato de lupeol (Chemical Abstracts).

Camoil

A

(# R = Agstato = Mod 4
(5) R+ Cinamoil

Tabela 3 : Comparacio dos deslocamentos quimicos (8) dos protons (200 MHz) de
HACH-20/23-3 {4+5) e HACH-20/23-1 (5) comparados com padrdes da

literatura (Mod. 4, Mod. 6)

4+5 Mod 4
446 (dd, H-3) 445(dd,1=9e32Hz)
242 (m H-19) a
2.02 (s), MeCO-O 205 (s. MeCOy)
4.55 (m, H-29a) 456(d. )= 1.5Hz)
4,66 (m H-29) 168(d.J=15Hz)
1.66 (s, H-30) 1.70 (s. H-30)
1.02, 098, 0.89(s):CH; | 0.88,0.88, 0.88
0,82, 081. 0761s):CH, | 0.90,096.0.90
Cinamoil Cinamoil*
768 (d, =16 Hz. H-T) 7.66(d.) =16Hz 1H)
759 (m, H-2'. 6)

737(m H-3.4'e 5
646 (d, ] = 16 Hz. H-8)

7.25-755 (m 3H)

6.16(d. J =16Hz 1H)

4 Valor niio observado
* Valores do Mod 6
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Tabela 4 : Dados de RMN de 13C (50,3 MHz) de HACH-20/23-3 (4+5) e HACH-20/23-1
(5) comparados com padrdes da literatural7-43.44 (Mod. 4 ¢ 6).

C | 4+5 Mod 4 Cinamoil* Mod 6 Acetato  Mod 4
1 38,4 38,56 166,0 166,7 21,3 2117
2 | 237 21,61 1445 144,2 1713 170,43
3 1 809 80,68 134.5 134,7
4 37,7 37,68 130,5 130,0
5 55.3 55,29 1290 1282
6 | 18,2 17,95 1280  128,0
7 | 342 3417 118,7 1188
8 40,8 40,77
9 | 503 50,26
10 37,1 36,98 * Nio foram encontrados dados espectrométricos
11 20,9 20,61 do cinamato de lupeol. Por isso usamos o Mod 6
12 | 251 2664 (ci_nama.tov de o amirina) para comparagiio da
13 38.8 37.96 unidade cinamoila.
14 | 428 42,73
is 274 2738
16 | 35,6 35,50
17 | 429 42 88
18 | 482 48,21
19 | 480 4789
20 | 1519 150,39
21 | 298 2975
22 399 3994
23 | 279 28,00
24 | 159 15,94
25 16,5 16,14
26 | 16,2 16,46
27 14,5 14,46
28 | 18,0 17,49
29 1093 100,27
30 19,2 19,24




29

\j

5R
4 :mvz 468 (1,52 %)
5:mz556(1.29%) RO

4 mzdes(Ls20) 7508 v

(L4)

S:mv7.556 (1,29 %0)

4+5 mz192 (11,50 %)

4+5 vz 148(26,86%) 4+5:m'z 260 (3,59 %)

s
4
’ “OH O‘
j OH
o
5: vz 148 (R87%) 5 mz 1310100 % 8237 %)
- . OH
o BN
— A«LP $O$
CH
4. mvz60 (0 %) 4+5:m'z43 (4286 % ; 6,94 %)

L5 0

4+5:mz49 (799 (.50 %)

Esquema 2 : Interpretagio do espectro de massas de HACH-20/23-3 (4+5) e HACH-20/23-1 (5)
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3.1.4. Determinagdo estrutural de HAL-4 (6+7)

O espectro no 1.V. (Figura 15) de HAL-4 (6+7) revela uma forte absorcdo em
2950 cml que corresponde a estiramento C-H alifatico e uma forte absorcdo em 1720 cmd
que corresponde a estiramento C=0O de éster conjugado, 1200 cml estiramento assimétrico
de C-O-C que confirma a funcéo éster, e o estiramento em 1620 emd que pode ser atribuido
a estiramento de C=C aromético e olefinico.

O espectro de RMN de Iy (Figura 16 e 16a, Tabela 5) revela sina
correspondente a proton olefinico em 5,13 5, singletos intensos de metilas terciérias, e sinais
que podem ser atribuidos a metilas secundarias.

A auséncia do multipleto em 3,50 8, a presenca de sinal em 4,65 & (dd, J = 10,0 e
6,0 Hz, H-3), 7,62 5 (d, J = 16 Hz, 1 H), 7,52 & (m, 2 H), 7,37 & (m, 3 H), 6,41 & (d, J = 16
Hz, 1 H) e o sinal simples em 2,02 d (CH3-C=0) observado em uma amostra posterior a
HAL-4 (HAL-1/4 : 6a, 6b, 7a e 7b) (Figura 8 e 8a) revela a presenca de 2 grupos ligados ao
carbono carbindlico (C-3). Estes dados juntamente com os da literatura nos permitiu
identificar a presenca do grupo cinamoila e acetoxila ligados a aglicona44°.46:47.

O espectro de RMN de 13¢ totamente desacoplado com DEPT (Tabela 6, Figura
17, 17a e 17b), comprova o cardter triterpénico da amostra. Observando-se 0s sinais dos
prétons carbindlicos da mistura triterpénica concluiu-se que, esta amostra é formada de
triterpenos da classe dos ursanos e oleananos. As diferencas de absor¢Ges deste carbono é
devido ao efeito y (protecdo) da metila ligada ao carbono 19, sobre o C-13 da dupla ligagdo
que absorve em campo mais ato (139,6 ppm) e, também, devido ao efeito B (desprotecdo)
da metila do C-19 sobre o C-18, que sofre um efeito inverso, deslocando-se para campo
mais baixo (58,9 ppm). Subtraindo-se os valores dos & C ligados aos prétons da unidade

cinamoila (Figura 18), restam os valores 121,6, 145,2, 124,3 e 134,5 de carbonos spz, que
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apos comparagdes dos 8 C com modelos da literatura*s, permitiu identificar os triterpenos o
e B-amirina, constituindo a mistura de ¢ésteres na amostra.

O espectro de massa obtido em espectrémetro acoplado a gas (Figura 19)
apresenta sinal que confirma a presenga do cinamato ¢ acetato de o ¢ B-amirina através dos

valores do ion molecular (M™) e os demais picos dos ions fragmentarios (Esquema 3).

O
@Aﬂoﬁ
Cmamaotl
0
/“\O/"*;
) R' = CHy, R = He R? = (2) Cinamod Acelato
(b) Acetato

O R'=H R2=CH, e R?*> (1) Ciamoil
(b) Acetato

Tabela 5 : Comparacio dos deslocamentos quimicos dos protons de HAL-4 (6 + 7) com
modelos da literatura*:45.46.47 (Mod. 6)

6+7 Mod 6

H 8H (mult: J =1%) & H (mult: ) =H)
7 762(d; 16) 7.66(d: 16y, 1H
2,6 7,52 (m), 2H
a5 737 (m): 3H 7.25-7.55(m); SH
W 6.41(d; 16) 6,16(d; 163, 1H
12 513 (m) 5.20 (m), 1H
3 465 (dd: 10e 6.0} 4,72 (dd. 11,7y, IH

1,14 1.02(s). 3H

1.08 1.00(s), 3H

1,02 0,90 (s), 3H

1.00 0.89(s), 3H

0,99

0,95

092

0.87(s)

0.81(d)

0.80(s)
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Tabela 6 : Comparacio dos deslocamentos quimicos do espectro de RMN de 13C de HAL-
4 (6+7) com os dados descritos na literatura**4> (Mod. 6, Mod. 7).

BCde6+7 B¢ do Cinamoil

C Mod7 7 Mod6 6 C  6+7 Modé(a)+7(a)
1 382 382 384 384 " 1347 134.5
S
+ 16 179 37:6 37’9 3.5 1282 128.7

5 553 552 553 55.2 a 10O 01

' ’ 7 1442 144.2

6 183 182 183 182 ,

7326 328 328 325 8, 1188 : éz’g

8 397 393 40,1 399 9 166,7 ’

9 476 476 476 475 B3¢ do Acetato
10 368 37.1 368 368

1 234 237 175 235 C 6+7 Mod6(b)+7(b)
12 1215 1216 1241 1243
13 1449 1452 1394 1345 OCOMe 214 21,20

14 417 420 421 416 ocOMe —* 170,40

15 283 262 287 28,1

16 262 267 267 26,5 * Niio foi observado

17 325 3125 338 337
18 472 472 590 589
19 468 467 397 396
20 311 3L0 397 398
21 348 346 313 312
22 371 372 415 415
23 281 283 281 280
24 168 155 168 157
25 157 157 157 157
2% 168 168 168 168
27260 259 232 233
28 270 283 281 280
29 334 333 232 232
30 236 232 214 213
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R + .
] (6) R'=CH;. R =H. R’ = (a) cinamil
ou
(b acetato

7 R H.RE=ClL - R ta) cinamoil

Lad ou
(b)acetato
RO
(6a+7a): myz 556 (1.57 %o}
(6b+7Th): nvz 468 (6.06 o)
1 RPOH
—- ﬁi.
i (1.4}
(6b+7h): m'z 468 (6,06 %6)
(6a+72a) mvz 408 (3,75 %)
(6b+ 7 myz 408 (4,06 %)
R
R
L
RO
(6a+ 7a) m'z 338 (0 %) (6abc 7ab) mz 218 (100 %)

(6b+7h) myz 250 (0 %)

(6abe 7ah)

Ron .4

(Gae 7h) m'z 190 (288 %)
(Gbe Th) m'z 210 (0 %)

Esquema 3 : Interpretagio do espectro de massas de HAL 1/4 (6+7).



3.1.5. Determinagdo estrutural de HAFM-1 (8) e de seus derivados.

O espectro no |.V. (Figura 20) de 8 revela uma absorcdo em 3450 cmL
correspondente a estiramento de hidroxila de dlcool e éacido (YOH), a absorcdo em 2850
em L corresponde a presenca de grupos alquilas (vCH), a absorcdo fraca em 1620 cmL
correspondente a ve_- € a banda em 1040 cm-1 sugere a presenca de acool secundario na
molécula (vc-0). O sina de 8C (CH) em 79,7 ppm (Figura 22) confirma a presenca do
acool secundério.

O espectro de RMN de 1y (Figura 21) possui cinco sinais simples
correspondentes a metilas terciédrias (0,75, 0,84, 0,96, 0,96 e 1,11 &) e dois sinais duplos de
metilas secundarias (0,95 e 0,89 &). O sinal duplo em 2,2 & (J = 14 Hz) pode ser atribuido a
um proton metinico desprotegido. Os sinais em 525 6 (m) e 3,15 & (m) podem ser
atribuidos respectivamente, a prétons olefinicos e carbindlicos. Estes ultimos confirmam as
propostas para os sinais revelados no espectro de I.V. (Figura 20). O espectro de massas
(Figura 23) de 8, mostra o pico M+. 456 compativel com um triterpeno de formula
molecular C3yH405. A baixa solubilidade desta substancia em cloroformio motivou a
preparacdo de derivados de HAFM-1-(8).

O espectro de |.V. (Figura 24) do derivado acetilado (8a) mostrou além de
outros fortes absor¢gbes em 1730 cml, 1240 em™ confirmando a funcdo éster no produto. O
espectro de RMN de 13¢ (Figura 26 e 27) deste derivado possui, entre outros, os sinais
correspondentes a absorcdo de carbonila de &cido (184,94 ppm) e, éster (171,89). O grupo
&cido deste derivado € responsével pela banda larga em 11,30 ppm, e o acetato € confirmado
pelo sinal em 2,14 (s, 3 H) do espectro de RMN de 14 (Figura 25).

O espectro de RMN de *3C (P.N.D.) e DEPT [0 - 90 ° e 6 = 135°, 50,3 MHz
(Figura 26, 27 31 e 36)] permitiu identificar o nimero C, CH, CHy e CH3 (Tabela 7) e

concluir a formula molecular C3gH4803, que corresponde a estrutura do triterpeno da série



ursano. Os deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos sdo semelhantes aos valores
divulgados na literatura para o &cido 3-B-hidroxi-12-ursen-28-gico®™ ¢ 47,

A posicdo do grupo acido no C-26 é confirmada com o pico em 248 (100 %) e
208 (11%). Estes ions fragmentérios podem ser formados pelas fragmentagbes via Retro-
Diels-Alder do ion molecular (Esquema 4; Figura 23).

O espectro de 1.V do derivado metilado 8c revela uma absor¢do forte em 2920

1

cm™, correspondente a estiramento CH de compostos C-CHg3, absorcdo em 3400 cmd

corresponde a estiramento de hidroxila de &cool (von), absorcbes em 2835 emd e 1720
cmL correspondentes, respectivamente, a estiramento de CH (alcano) e estiramento de
carbonila de éster (vc=p). (Figura 34)

O espectro de RMN de Iy (Figura 31 e 35) mostra o sinal em 3,57 & (9)
correspondente a absor¢do de metoxila nos derivados 8b e 8c.

A Tabela 8 mostra as atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos carbonos dos
derivados 8a e 8c comparados com a literatura™ “® 4" (Figura 25, 26, 27, 29, 30, 35 e 36),
além das atribuicbes de HOMOCOSY (Figura 28) que permitiu definir as demais
frequéncias de absorches

As frequéncias de absor¢do H-1 8 dos carbonos vizinhos pode ser garantido com
base no acoplamento deste préton a duas ligagdes (2JcH) com C-17 (47,73 ppm) e a trés
ligagOes (SJCH) com C-19, C-20 e C-29 (38,81, 38,65 e 16,92) respectivamente, revelados

no espectro 2D de interagcdo heteronuclear (1H x 13c - COSY) do derivado acetilado

(Figura 29, 30 e 30a).

8) R=HR!' = H(Mod 8)
(8a) R = Ac: R - H (= Mod 8a)
(8b) R - AcR! = Me

(8¢) R -ILR! - Me( Mod 8c)
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Tabela 7 : Identificagdo dos carbonos mono{CH), di (CH,), tri {CH;) e ndo protonados (C)
de HAFM-Me (8c¢) obtide do espectro totalmente desacoplado (PN.D. e
DEPT) em CDCl; e TMS como referéncia interna.

C CH CH, CH;
178,03 (CO,R) 125,52 (=CH) 38,70 51,41 (OCH3)
138,10 (=C) 78,97 (0-CH) 36,60 28.10
48,04 55.18 32,94 23.59
41,95 52 83 30,61 21,15
39,43 47.52 27.98 17,50
18,58 39,00 27,18 16,99
36,93 38,82 2418 15,57
Cs CH; 23,37 15,40
18,27 (CHx), (OCH5)
(CHy)g

FM: C5 + (=C) + (CO4R) + (CH) + (=CH)5 + (0-CH) + (CHy)g + (CH3); + (OCH3) - OCH; =
CoHy505 + H(OH) + H(CO,H) = C3gH30, = 456 (MT").
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Tabela 8 : Dados de RMN de 'H ¢ 13C (PND e DEPT), [!H x 1H - COSY, 'H x 1¥C -
COSY (g e 1H x 13C - COSY-My (n = 2 ¢ 3 COLOC)] de 8a e 8¢
comparados com os padrdes da literatura®>. 46. 47 (Mod. 8 ¢ 8¢)

s Mod & Mod $¢
Re ‘uxPcoosy  'Hx"coosy'ln=2¢3) 'Hx'HOOSY  3C 811 5C
¢ sc sc SHCUJg) g em
1 3870 3800 12140 H-S 391 0.95-1,52(P) 388
2 2718 2B LW H-1 28,1 182 273
3 7897 8075 449 (m H-23 :—_—l 78,1 146 788
4 S0 3657 H4 195 388
5 5518 5222 085(m) HA 558 0.58 554
6 1827 1796 161{m) 188 156 f). 133 (B) 184
7 3z 3262 1.29(m) Hs 336 156 (), 133 33,0
8 3943 3026 H-26 ¢ H9 H27 40,0 396
9 470 4124 1% H-26e 1125 EUR| 162 415
10 365 3749 H-5 373 37.0
11 B30 234 L6 L2(w 236 194 169
12 12552 12548 522 H-18¢ H-19 ::l 1257 5.50 1255
13 138,10 137,76 H-18 H-11 1393 138,6
14 4195 4161 H-27 H-26.9.18, 12 425 420
15 2798 3041 150 287 120 23 (F) 282
16 2418 2381 1.80 249 202(): 197{p) 243
17 4804 4773 1-18e 122 IHIS 481 481
18 5283 5508  215(d,)- l4Hg) H-29 536 528
19 3900 388 1.29(m) H-18 :] -— 3935 1,45 391
20 3882 3865  1,66(m) H-2e H-18 47 394 093 Jg8
21 3061 2791 Le0(m) H-20 311 1.40 300
23660 BT L66(m) H-20 175 195 367
B I 2TYL UB4(s) H-5¢ H-3 288 X 282
241540 1655 0.85(s) H3, 5 16,5 1.01 15,5
25 1557 169 095(s) H-5 ¢ H9 157 087 15.7
2% 1690 1538 0.75(s) HO 17.5 1.04 169
271750 2B46 106(s) - 239 1,21 33
28 17803 18429 H-18 e H-16 179,8 177
9 1750 1692 084(s) H-18 - 17.5 0.9 236
30 2115 2115 095(s) - - 214 0.9% 21.2
R0 st - - - 514
HC o 2115 2108 204
CO 17100 171,89 H-3 4

BO 11,30
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iz 24837 %)

HO -
7

mz456 (11 %) mwz 456 7 207 (47 %)

B 1+
e l
RDA ‘
=
! CO,H

H;0
mz 208 (11 %) miz 248 (100 %)

o

mz 207 (47 %) mz 203 (55 %)

vz 189 {17 %)

Esquema 4 : Interpretagio do espectro de massas de HAFM - 1 (8)
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3.1.6. Determinagdo estrutural de HACM-Ac-7 (9) e I-HACM-Ac -3A (99

O espectro de RMN de 14 (200 MHz, MeODg4) de HACM - Ac-7 (9) possui dois
duplos dubletos (2,88 e 3,28 ppm), um tripleto (4,07 ppm) e um multipleto (3,53 ppm),
além do tripleto em 3,10 ppm, e dois sinais simples em 3,32 e 1,78 ppm (Figura 37).

Os dados interpretados acima e 0 niumero de carbonos deduzidos dos seis sinais
(mais intensos) correspondentes a CH (Figura 39), que permitem propor a estrutura de um
ciclitol cuja comparacdo dos 6 C de 9 com modelos da literatura®™, verificou-se tratar do
metil-mio-inositol [com um H equatorial e os demais axiais (Tabela 9)]. Estas deducbes
foram confirmadas pela andlise dos dados de RMN de 13C de 9a (Figura 40).

A andlise dos sinais do espectro 2D de interacdo heteronuclear (*H x 13c-COSY)
a uma ligacdo (1JcH) permitiu identificar os carbonos que estdo ligados aos respectivos
hidrogénios (Tabela 9, Figura 38). A comparagdo dos & C com a literatura®®*9 e levando
em consideragdo as conclusdes anteriores propds-se a estrutura 9 (metil-mio-inositol) para
HACM-Ac-7.

A amostra HACM-Ac-7 (9) foi acetilada com anidrido acético e piridina (1:1) e
obteve-se 0 produto peracetilado (9a). O espectro de 1.V. (Figura 42) de HACM-Ac-7 (9a)
tem uma forte absor¢do em 1750 cmL correspondente a estiramento de carbonila de éster
(Vo=c.oRr)» 1220 cm-1 (v c-0) 1320 cm™l deformagdo simétrica de CH3 e 1140 cml o
estiramento de C-O-C (de éter). O espectro de RMN de Iy (Figura 43) permite reconhecer
quatro sinais simples cuja a integragdo pode identificar o grupo metoxila (3,32 ppm) e cinco
grupos de metilas do acetato [2,16 (CH3) , 2,02 (CH3) e 1,98 (3 x CH3) ].

Os sinais em 3,40 6 (dd, J -10,6 e 2,7 Hz, 4,92 (dd, J = 10,6 e 2,7 Hz) e 5,71
(2,7 Hz) presentes no espectro de RMN de 14 confirmam as interacbes de dois protons em
axial com um préton em equatorial. Os demais sinais multiplos em 5,45 ppm, 5,37 ppm e

5,08 ppm (t, J = 10,6 Hz) correspondem aos protons com interagdes ax, ax. O espectro 2D
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('H x IH-COSY; Figura 44) de 9a revela as interagdes entre estes protons, permitindo

deduzir as configurag¢ s relativas representadas abaixo.

H Jaa Jae
Tax 106 27
2eg — 27
Jax 1086 -
4ax 06 —_
5ax 106
6 i 06 | 27

O espectro bidimensional (2D) de I-HACM-Ac-3A (9a) permite fazer as
atribuicdes dos nucleos que estdo ligados aos respectivos carbonos (Tabela 10) através de

uma tigagio (Jrp) e alguns nicleos que apresentam 2§y e 3¢y (Figura 45 e 43a).

. or OB (9) - R-H (-Mod 9)

5 RO 1

WARIA {
RO OMsz Do
(9a) = R /UB’, (= Mod 9a)

Tabela 9 : Dados espectrométricos de RMN de 9 registrados em MeOD, comparados com
os dados de literatura?8-4% (Mod 9)

C  SC(PND -DEPT) Mod 9 3 H(Mey-'Hx 13C-COSY) Hx IH-COSY

1 67.40 67,2 407 (t,1=2,5 Hz) H-6, H-2
2 80,63 80.1  2.88(dd,J=80¢2,5Hz) H-3
3 71,84 71.9 3,53 - 3,58 (m) H-4, H-2
4 73,84 72.8 3,10 (t, } = 8,0 Hz) H-5, H-3
5 71,16 70,4 3.53-3.58 (m) H-6, H-4
6 71,01 713 3.28(dd,J=8.0e2.5 Hz) H-5, H-1
OMe 56,28 56,8 3.22(s)

Os valores dos deslocamentes quimicos (5) e das constantes de acoplamento (J} foram deduzidos do
espectro de RMN 'H 200 MHz unidimensional.
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Tabela 10 : Correlagio dos deslocamentos quimicos de 13C (50,3 MHz, P.N.D. e DEPT) e
IH (200 MHz) de 9a registrado em CDCl3, comparados com os dados
descritos na literatura®®49 (Mod 9a)

9a
'"Hx® CO0SY 'H x'H0OSY Mod %a
C 5C SHUGgmult J=H) 2Joy oy 6C 5 H (mult: ] = Hz)

1 700 340 (dd 106 ¢ 2.7 OCH, :] 694 508 (dd: 10.5¢ 28)

2 6593 St 2T) :] 68.1 5.57(t; 2.8)

37076 4.92(dd; 27 ¢ 10,6) Ha :] 69,4 5.08 (dd: 10.5 ¢ 28)

4 6930 5,45 (t: 10,6) 2 oy 68.4 5.46 (t: 10.5)

s 7097 5.08 (t; 10,6) Hied e 116 :] 70,8 5,16 (t: 10.5)

6 6930 5.34(t; 106) Bl g 68,4 5.46 (t; 10,5)
MeO 5808 3,32(s) 3,17()
C=0 169,77 169,6; 1693

- 97 {3y 1 96 (32

CH, 2065-2035 198(x3),203:216 CI; 1-3.4.5¢6 20,6, 20,4; 2037 197 (x3). 1.96 (:2)

* (s valores dos deslocamentos quiniocs (8) e das constantes de acoplam ento (J) foram deduzidos do espectro de RMN de 1 H (200 MHz) umdim ensional

3.1.7. Determinagdo estrutural de COLUNA A-02 (10a) e S-HACM-9/10-Me (11a)

As substéncias 10a e 1la foram obtidas do fracionamento cromatografico do
produto de acetilacdo de fracBes sollveis em é&gua, ap6s particdo do extrato metandlico
(Esquema 16 el7) e, conseqlentemente, os produtos naturais (10 e 11) foram identificados
a partir de andlise dos dados espectrométricos do derivado acetilado (10a e 11a).

Os espectros de RMN de 13C [PND. e DEPT (0 = 90° e 135°), (Figura 46) da
fracgdo COLUNA A-02 e SHACM-9/10 (10a) possuem sinais de carbonos carbindlicos
correspondentes a uma unidade de glicose tetra-acetilada (CH : 98,18, 72,16, 73,81, 69,61,
73,17 e CH, : 62,86) Esta deducdo é baseada, também, na analise dos sinais presentes no
espectro de RMN de 14 (1D : Figura 47 e 2D : Figura 48) representados por um dubleto
correspondente ao préton anomérico (4,82, J = 8,0 Hz), trés tripletos [4,96, 5,16 e 5,03 (J =
8,0 Hz)], um sina multiplo em 3,74 6 e dois duplo-dubletos [4,31 (J = 12,6 e 4,4 Hz) e 4.10
(J= 12,5 e 2.0 H2)].
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Os valores de constantes de acoplamento e as interagbes de acoplamento
revelados no espectro 2D (*H x 1H-COSY) de 10a sio compativeis com a unidade 1-B-D-
tetra-O-acetil  glicopiranosil (Figura 48).

Os demais sinais presentes no espectro de RMN de 1H (Figura 47) sdo : quatro
sinais de protons olefinicos 7,41 (sl); 6,96 (sl) e 6,43 (m) que interage com prétons
representados pelo sinal em 538 (dl, J = 4,6 Hz; Figura 48), dois sinais de prétons
metinicos. 3,74 (m) e 3,10 [dl, J = 6,8 Hz], um singleto largo em 5,10 ppm e um quarteto
em 5,63 (J = 6,6 Hz) que interage com 0 grupo metila que absorve em 1,46 ppm [d, J = 6,6
Hz (Figura 48; Tabela 11)]. Estes sinais sdo compativeis com as absor¢des de hidrogénios
ligados a carbonos monoprotonados [olefinicos. 151,75, 148,50, 128,66 e 144,50;
metinicos: 40,90, 50,88, 66,18 e 93,33 e do grupo metila em 19,40 ppm, (Figura 46 e 47)]

Levando em consideracdo a natureza polar da substancia, as feicbes dos sinais e
as frequéncias de absorgbes dos préotons e carbonos revelados acima, fez-se comparagdo dos
dados da substancia isolada com os modelos da literatural® 16 € 52 pertencente a classe dos
iridoides. Os dados descritos acima e a formacdo de éster metilico (11a) obtido com
tratamento de 10a com diazometano estdo de acordo com a estrutura do acido 1-B-D-penta-
O-acetil-glicopiranosil  plumieridico [10a (Tabela 11)].

O vaor da constante de acoplamento do H-9 [6,6 (10a) e 8,1 e 3,3 Hz (118)] é
compativel com a interagdo trans H-5 (H-9) e cis H-1 [I-1-9, J = 3,3 Hz (11&)]. O préton H-7
possui constante de acoplamento (J = 5,7 e 15 Hz) responsdveis pela interacdo vicinal do
H-6 com H-7 e, en W, H-5 com H-7. O vaor 144,50 atribuido ao C-7, justifica o efeito B
desprotetor do oxigénio da espiro-lactona. Os valores 151,75 e 134,51 sdo compativels com
0os sinais de CH de carbono olefinico da enona o, P insaturada Estes dados
espectrométricos estdo coerentes com a estrutura do &cido 1-B-D-glicopiranosil

plumieridico 10 com a configuracdo relativa representada abaixo:



¢ __OR
O 1
™~ OR
a- ) 4,
OR
/2
R'O 3
(10) R=R'=H
(10a) R II:R'- Acetato

O éster metilico (11) foi isolado posteriormente como produto natural cujos
dados espectrométricos foram idénticos ao produto de metilacdo de 10a (Figura 49, 50 e
51).

Estes iridoides estdo registrados na literatura™ 16, 52 isolados de especies de
Apocynaceas como por exemplo : Plumeria rubra, com excegdo de 11, iriddide 10 estéd

sendo revelado pela primeira vez no género Himatanthus.

@0)R-R'"H
@0a) R=H: R!=Ac
“—0R' a1 R-Me:R'=H
o . AORI (1a) R=Me:R!=Ac
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Tabela 11 : Comparagio dos dados de RMN de 1D de !H e 13C (PN.D e DEPT) ¢ 2D
1H x 'H - COSY de COLUNA A - 02 (10a) ¢ S - HACM 9/10 - Me (11a) com
os padroes descritos na literatural5: 16.52 (Mod. 10, Mod 11a)

3C 8C & Hnul. J= Hz) 'Hx'1-cosY Mod 10* Mod 11a
C 10a** 1la 10a 1a Lo/l 1a 8 Gli(mh J=Hz) &C S H (muk., J= Hz)
1 9333 9216 510G 5.07 -— 0 564(d®) 924 508(d.3)
114850 14838 6.96(s]) 736.d. 14) 15136 7.08(s) 14933 739(d. 15)
4 Hes0 —— — 1074 — 115  —— o5
54090 3767 374(m) e 4065 420(m) 3785 377 (ddad 53 5)
6 128.66 12930 643(m) G40 (dd. 3761 5 14170 6,72(dd, 6,3) 139,01 6.44dd 56¢28)
7 14450 14838 SIR[A(1.68] 5.41{dd 57¢1,5 :j 12869 342(d.6) 12933 5454 55617
8 97313 9577 — —_— 9668 95,80 —_—
9 sogs 4861 3.10(dl): H.%]3.11(dd, 81¢3,3) - 012 3,12(m) 4879 3.15¢dd 83330
10 15175 14922 741(sD) 691(d. 1.4) 14970 8.00(s) 14846 6.94(d, 1.4)
11 134,51 13518 — 138.53 13435 o
12 17134 16929 ~— — 171,41 -— 16971 —_—
13 6618 649 —— 563 (dq. 66¢ 1) :_—_] 62,68  502(q.6) 6505 566 aTeld)
14 1940 1920 148(d. 66) 1.50(d. 6.6) 2302 1.66(d.G) 1922 192(d.6.7)
15 17450 17050  ——— e 168.81 —_ 166,22 —_—
o O9HIR 956 4.82(d,80)  ATT(, R0 j 008 5424, 8) 9580 4.82(d. R2)
e 7216 7054 496(1.8,0) 4,94, 16) 7473 4.1%(m) TFO.71 49T (&l 948D
T OBE T30 51680 5.14(t, 16) :] 7872 392(m) 740 3220.94)
4 6961 6790 303180 507, 16) 70,78 442 (m) 68,18 5.10(dd 34e9.5
5 7317 T21R 374(m) S 7816 428m) 733 3T ii 45,
Fa 628 6148 43dd 126e4 4 421G 1254 grio  442(m) 61.63 425(dd 124¢45)
h — —— &410@d 2028 —— :] — 41l 124624
MeQ 51.5 3.73(s) 51,59 375(s)
172,35 170,16
V=0 1713416929
M 207052050 212()  214() — — e nw 2106
2.06 (s) 1,08(s) —_ S 169,86, 20,53 2.07(s)
204(s) 206(s) — _ 16632053 203(s)
158(5) 200(s) S e 16930:205% 200(5)
Ol 17430 136(s) 1960 —_— 168882006 19209)

* solv

ente utilizado Pindma - dsg

** solvente MeOly

a _- -
sitial nio abservado



4. BIOGENESE

4.1. Aspectos gerais da biogénese dos compostos isolados em Himatanthus articulata

(Vahl) Woodson.

O estudo das fungBes enziméticas nas plantas através dos quais elas elaboram os
metabdlitos secundérios, serve de base para o entendimento da fisiologia e evolugdo dos
vegetais.

A fotossintese, o primeiro processo sintético realizado pelas plantas, o potencial
redoxi celular e os niveis de especializagBes dos esqueletos dos metabodlitos secundarios, sdo
0s caminhos usados para chegar as substéncias responsaveis pela biodiversidade das
espécies.

O estudo da biossintese dos metabdlitos de plantas através de marcagdes
isotépicas, permitiu propor mecanismos, para elaboracdo dos principais representantes das
diferentes classes de metabdlitos secundarios®3.

Para o quimico de produtos naturais o conhecimento dos precursores e, as vezes,
das etapas necessdrias para as elaboragBes das diferentes classes de substancias naturais € a

base fundamental de raciocinio para a determinacdo estrutural das substancias isoladas.
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Os esquemas a seguir revelam as propostas biossintéticas que, aliados com os
dados fisicos obtidos, permitiram chegar as estruturas das substancias isoladas de /.

articulaia.

20 |-

— HO

Cation 20

" OH

Tupanos

Ursanos

H- N

Okananos

Esquema 3 : Ciclizagdo do escaleno e formagdo de triterpenos pentaciclicos.



Esquema 6 :

oe-amima (R = CH;)

Ac. wsolico (R = COOH)

Formagio de triterpenos pentaciclicos a partir do cation de C-1917
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Esquema 7 : Inclusdo do grupo cinamoila nos terpenoides isolados.
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R HO b
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(R=CILCILCH = C(Cly), )

escaleno

NH,
N (8- Adenosil metionma )
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W
N |
7[\ H st COOH
HO
OHHO
H o H Nik,

Esquema 8 : Formagio do esteroide 24-metileno-cicloartenol (3)
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R = CH, CEl; CH - C (CFh),

SH

[O] das me-iiias Q

*/
TN
— -
HO C-4 ¢ C-14alé COOH
e perda de COy H
1
t
H+ n t/
N
4, \
—_ -
HC

HC

H!

\
b
[H]
—
HC =
H
1)

HQ
NH;

1)

B 5‘, COOH
OH HO \/Y
NH,

i i

(S -Adeposil - metonms )

Esquema 9 : Formagoes dos esterdides estigmasterol (1) e sitosterol (2).
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Esquema 10 : Caminho provavell”- 32. 33 para a biogénese de 1-B-D-glicopiranosil
plumierato de metila (11) e acido 1--D-glicopiranosil plumieridico (10).
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Esquema 11 ; Caminho provavel 32.33 de formagio do metil-mio inositol (9)



5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Material Vegeta

O espécime foi coletado na regido amazobnica, no estado do Amapa, e classificada
pelo boténico Benedito Vitor Rabelo (Museu Angelo Moreira da Costa Lima) no més de

fevereiro de 1991, exsicata registrada no herbario amapaense (HAMAB) sob o n° 0522.

5.2. Isolamento dos constituintes de Himatanthus articulata (Vahl) Woodson.

O material foi separado em cascas, folhas e latex. As cascas e as folhas foram
secas durante 1 més, e moidas em um moinho de facas.

O pb6 da casca (1680 g) e da folha (1404 g) foram submetidos, separadamente a
extracdo continua com hexano e metanol através de percolacdo a frio (Esguemas 12, 14 e
18). Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e foram
obtidos os residuos denominados. HACM (Himatanthus articulata casca metanol) e HACH
(Himatanthus articulata casca hexamico), HAFM (Himatanthus articulata folha metanol) e

HAFH (Himatanthus articulata folha hexénica) e HAL (Himatanthus articulata |atex).



5.3. Isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos dos extratos de Himatanthus

articulata.

5.3.1. Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos do extrato cloroférmico do

latex de Himatanthus articulata (Esquema 12)

O extrato cloroférmico do latex (21,5 g) foi submetido a cromatografia em
coluna seca utilizando silica gel como adsorvente e diclorometano como eluente.

As fragdes iniciais foram coletadas em erlenmeyers de 100 ml cada. Em seguida
cortou-se a coluna de nylon (6 = 2 cm) em 15 segmentos (Esquema 13).

As fragbes 1-4 da coluna seca foram reunidas (4,3717 g) por serem anaogas
segundo andlises cromatogréficas em camada fina. Estas fragcbes foram submetidas a coluna
flash, utilizando-se silica gel (Merck grade 60, 230/400 mesh ) como adsorvente e Hexano :
Diclorometano (1 : 1) como eluente. Foram recolhidas 10 fragGes. As fragcbes 1-6 desta
coluna foram reunidas e submetidas a cromatografia de camada delgada preparativa circular
(Chromatotron), usando como eluente, hexano : diclorometano (8 : 2). Foram recolhidas 20
fracbes, das quais, apenas as fragdes de 02-06 apresentaram interesses para estudos
adicionais. Estas fracbes de 02 a 06 foram reunidas e submetidas novamente ao uso de
cromatografia de camada delgada preparativa circular (Chromatotron) com o eluente hexano
: diclorometano (1 : 1). Foram recolhidas 10 fragbes. As fragbes de numero 03-07 foram
reunidas, secas em pistola de Abder Halden e, forneceram material pastoso amarelo
denominado HAL-4 (38,5 mg, pf 85-90 °C (6 + 7). As fracbes 8-10 (32,5 mg) foram
reunidas, e secas através da andlise dos espectros de |.V., RMN de IH e constatou-se que

tratava-se da mesma substancia (HAL-4).



As fracdes 7 a 10 da coluna flash foram reunidas, apés andlise em cromatografia
de camada delgada preparativa com o eluente cloroférmio : acetato de etila (9 : 1) obtendo-
se um sblido branco amorfo denominado HAL-3 (17 mg, pf 167-170 °C; 3)

As fragdes 05-07 recolhidas da coluna seca foram reunidas (150 mg), submetidas
a coluna flash com o eluente diclorometano (100 %) sendo recolhidas 4 fracdes. As fracOes
01-03 foram reunidas (113,2 mg) e cristalizadas com o metanol a temperatura ambiente
obtendo-se um solido amorfo denominado HAL-1 (50 mg, pf 130-132 °C). A cromatografia
de camada delgada analitica e analise dos espectros de |I.V. e RMN de IH de HAL-1
permitiram identificar a amostra como mistura de ester6ides3®4041  cujo componente
majoritério era o sitosterol. A fracdo de nimero 4 continha 0 mesmo material de HAL-1.

As fragBes 8-15 sdo constituidas de misturas de dlcoois aliféticos, com pouca

guantidade e por isso, dificeis de serem purificadas.

5.3.2. Extrato hexénico da casca (HACH)

AplGs extracdo exaustiva da solugdo das cascas com hexano e concentracdo a
vacuo, obteve-se um residuo marrom escuro (1682 g). submeteu-se 10,8 g deste residuo, em
processo cromatografico em coluna de silica gel utilizando-se como eluente inicial
diclorometano e depois aumentando gradativamente a polaridade com quantidades
crescentes de metanol. Esta coluna 1 nos forneceu 39 fracdes (Esguema 15)

A fragdo 2 da coluna 1, foi submetida a cromatografia em coluna (1,5988 Q)
utilizando-se hexano como eluente inicial e aumentando a polaridade com quantidades
crescentes de metanol. Foram recolhidas 142 fracdes. Destas 142 fracdes, as fragdes 1 a 15
(105 mg) apresentaram-se constituidas de material alifatico em pequenas guantidades e,

portanto, sem interesses para estudos adicionais.



56

As fracbes 20 a 23 (140 mg) foram reunidas e submetidas a um novo
fracionamento em cromatografia de camada delgada preparativa circular (chromatotron),
utilizando-se como eluente diclorometano : hexano (8 : 2) e, foram recolhidas 80 fracOes
Deste fracionamento obteve-se um 0leo denominado HACH 20/23-1 (5) (resultante da
reunido das fragdes 01 a 03 (15 mg) e HACH 20/23-3 (4 + 5) resultante da reunido das
fracbes 36 a 39 (15 mg). As fracbes 111-142 (200 mg) por apresentarem muitos
componentes em peguenas quantidades e com predominéncia de substancias glicosiladas, os
estudos posteriores foram considerados inviaveis.

As fracbes 5-6 foram reunidas (102 mg) com base em andise de cromatografia
de camada delgada. Foram submetidas a cromatografia de camada delgada preparativa (80
mg) com o eluente diclorometano : acetato de etila (9 : 1). Foram obtidas 6 fragdes das
quais a nimero 4 revelou por andise de cromatografia de camada delgada, um bom grau de
pureza. Esta amostra foi entdo seca em pistola de Abder Halden obtendo-se um solido
amorfo denominado HACH-4P (25 mg, pf70-74 °C)(1 + 2)

As fracbes 19-24 (104 mg) foram reunidas com base em cromatografia de
camada delgada e sujeitas a filtragdo em silica para retirar impurezas. O eluente usado foi
acetato de etila : isopropanol (1 : 1) ApOs esta filtracdo, parte da amostra (50 mg) foi
submetida a cromatografia de camada delgada preparativa circular (chromatotron), de onde
foram recolhidas 8 fragcbes. A fracdo 8 devido ao seu ato grau de pureza, foi seca em pistola
de Abder Halden e sujeita a andlises espectrais. Foi atribuido o codigo HACH-8P para esta
fragdo. Posteriormente verificou-se que HACH-8P e HACH-4P (1+2) (15 mg) sdo as
mesmas  substancias.

A andlise dos espectros de 1.V. e RMN de IH das fragdes 20 a 24, permite

verificar que se tratava de misturas aliféticas sem interesses para estudos adicionais.
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5.3.3. Extrato metandlico da casca (HACM).

Separou-se 3,0 g do residuo do extrato metandlico, e fez-se particGo com
solvente e obteve-se as fraches: éter de petrdleo (7 mg), cloroférmica (15 mg). butandlica
(80 mg), metandlica (100 mg). Estas fracbes foram submetidas a testes farmacol 6gicos??, e
0 extrato metandlico apresentou atividade bioldgica para IC%Y, sendo considerado um bom
nivel para planta

Com o restante do material (2,598 @) fracionado para teste farmacologico fez-se
teste para alcaldides com os reagentes de Hager, Dragendorf e reativo de Wagner3! . Apés
confirmacdo da eficiéncia dos reagentes usando a tropina como padrdo, fez-se a andlise do
extrato e, verificou-se a possibilidade de serem encontrados alcal6ides nos mesmos.

Submeteu-se 30,0 g deste extrato a extracdo &cido-base conforme Esguema 16. O
fracionamento ndo foi eficiente. Certamente, a quantidade de alcalGides neste extrato é
muito pequena. A maioria do material orgénico ficou soluvel na fragdo aguosa em pH = 12,
revelando assim a natureza acida e extremamente polar deste extrato (Esquema 17). Este
material foi congelado e submetido a uma filtragdo sob véacuo em funil de placa porosa. O
material filtrado foi neutralizado com HCI até atingir pH = 7. Adicionou-se acetona, e
concentrou-se a solucdo em evaporador rotativo sob vécuo, com temperatura variando entre
40 a 50 °C. Repetiu-se esta operagdo exaustivamente até obtermos um residuo marrom
oleoso. Este residuo (8,0 @), apdés seco em pistola de Abder Halden, foi submetido a
fracionamento com metanol seco 25, Obteve-se duas fragdes. uma fragdo sollvel e insollvel
em MeOH Estas fracBes foram concentradas e secas em pistola de Abder Halden, e
submetidas a acetilagdo com anidrido acético : piridina (1 : 1). (Tabela 15)

O residuo insolivel em MeOH acetilado (4 g) (I-HACM-Act - insolivel H.

articulata casca metandlico acetilado) foi submetido a fracionamento em coluna de silica

usando CHCl3 como eluente inicial e foram recolhidas 95 fragbes de 20 ml.



As fragcbes 1 a 14 foram reunidas, ap6s a andlise em cromatografia de camada
delgada analitica O espectro de 1.V. e RMN de 1H desta fragdo (15 mg) revelou a presenca
de misturas de componentes aliféticos, em pequena quantidade, de dificil separag@o, por isso
n&o mereceu estudos adicionais.

As fragdes 15 a 17 foram reunidas (30 mg) por terem cromatogramas analogos.
Esta fragcdo foi cristalizada em mistura de hexano : tetracloreto de carbono. Obteve-se
cristais brancos aciculares denominado I-HAMC-Ac-3A (15 mg, pf 114-116 °C) (9a), e um
6leo I-HAMC-Ac-3B. Este (ltimo foi analisado por RMN de 1H, 13C e I.V. e verificou-se a
presenca de misturas de iridoides, & coois e ésteres aliféticos de dificil separacéo.

As demais fracBes da coluna I-HACM-Ac sdo constituidas de material polar em
pequenas quantidades, de dificil andlise por C.C.D.A., de dificil separacdo e invidveis para
estudos adicionais. Apesar da pequena quantidade, a andlise por RMN de lH revelou
possuirem o I-HACM-Ac-3A (9a) como constituinte majoritério.

O residuo solivel em MeOH e acetilado, denominado S-HACM-Ac (solivel H.
articulata casca metandlico acetilado) foi trabalhado em 2 etapas:

12 Etapa

Utilizou-se o fracionamento cromatogréfico de 2 g de material usando como
eluente inicial CHCl3 : MeOH (9 : 1), até metanol 100 %; recolheram-se 95 fragOes.

A fragdo ndmero 7 forneceu 0 SHACM-Ac-7 (=I-HAMC-Act-3A = 9a 15 mg).
A fragdo nimero 24 (= HAMC-Ac-4), apds cristalizagdo com MeOH, forneceu um cristal
branco (50 mg) que foi identificado (na PUC do Rio de Janeiro pelo prof Reinaldo Calixto
de Campos da UFRRJ) como sal, cujos os ions principais si o Na' e outros elementos <
10% Si, Al, Ca, Fe, Mg, Cr, Cu, Ni; (Figura 52).

As demais fragbes apresentaram-se como misturas segundo a andlise em

cromatografia de camada delgada analitica e, os espectros de RMN de 1H, 13c e 1v
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apresentou sinais que sugerem a presenca de iriddides glicosilados em pouca quantidade, a
presenca de 9a como componente majoritario da mistura de dificil separacéo.

Uma segunda parte do material (2 g) foi submetida a particdo com solvente no
cromatégrafo de distribuicdo contracorrente 26 (Ito) com o eluente CHCl3 : MeOH : H20
(35 : 40 : 25), fazendo-se 0 CHCl3 como fase mével. O espectro de RMN de 1H revelou
que o material extraido pela fase movel era constituido de material alifatico sem interesse
para estudos adicionais. A fragdo polar € constituida de mistura de iridoides glicosilados, e,
provavelmente de acucares livres que ficaram retidos na fase estacionaria. Uma parte deste
material (56 mg) foi seco, e submetida a cromatografia de camada preparativa circular
(Chromatroton), usando como eluente inicial Hexano, aumentando gradativamente a
polaridade, até atingir MeOH (100 %). Recolheram-se 203 fragdes de 10 ml cada.

As fragbes 1-146 correspondiam a misturas de aglcares. O espectro de RMN de
IH apresentou sinais compativeis com a presenca da substancia pura denominada S-HACM-
Ac-7 (= I-HACM-Ac-3 A; 9a).

As fracbes 147-149 foram reunidas segundo andlise em cromatografia de camada
delgada analitica Logo apds a evaporagdo do solvente obteve-se um sblido amorfo
amarelado (15 mg) denominado 2-Chrom-2 (10a).

As demais fracbes sdo constituidas de iridoides, misturas de glicosidio em
pequenas quantidades de dificil separacdo.

22 Etapa

Da mesma forma descrita anteriormente, extraiu-se outra por¢do de S-HACM-Ac
(4 g). Parte do material (50 mg) foi fracionado usando-se cromatografia em camada
preparativa circular (Chromatroton) Obteve-se 80 fragdes utilizando como eluente a

mistura Hexano : Acetato de etila (1 : 1) com aumento da polaridade com adicdo de MeOH
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As fragbes 1-62 (35 mg) sdo constituidas de mistura de @&coois aliféticos
saturados em peguena quantidade. O espectro de RMN de IH revelou sinais compativeis
com a presenca do SHACM-Ac-7 (= I-HACM-Ac-3A; 9a), em todas essas fragoes

As fracbes 63-80 foram reunidas por possuirem cromatogramas analogos
segundo cromatografia de camada delgada analitica (C.C.D.A). Estas fragbes forneceram
um solido amorfo denominado S-HACM-Ac 9/10 (15 mg; 1la), como substancia natural.

Parte do material (2,5 g) foi submetido a particho com solventes organicos,
através de filtracdo em silica gel e, obteve-se as fragbes de acordo com o solvente.

Hexano: Forneceu cerca de 10 mg de material oleoso, aliféico, sem interesses
para estudos adicionais.

Cloroférmio: Forneceu cerca de 180 mg de material que apds cristalizagdo com
hexano mais tetracloreto de carbono em banho de gelo, obteve-se 30 g de mistura de
acucares de dificil separacdo e, 150 mg de material cristalino branco aciculares, com o
cddigo SHACM-CHCI3 (= SHACM-Ac-7, I-HACM-Ac-3A; 9a ).

Intermedidrio [AcOEt : MeOH (1 : 1)] : Forneceu 1,915 g de material que foi
submetido a fracionamento cromatogréfico em silica de coluna flash (Merck, 230-400
mesh). Foram coletadas 371 fragdes de 10 ml cada.

As fragdes de 163-171 foram reunidas segundo andlise em cromatografia de
camada delgada analitica. ApoGs evaporagdo do solvente, obteve-se um sbélido amorfo (15
mg) amarelado denominado COLUNA A-02. A andlise em cromatografia de camada
delgada analitica e RMN *H revelaram a presenca da substancia, a 10a. Esta fracdo por ser
muito polar foi metilada com diazometano (Tabela 13) e, obteve-se o derivado 1la

As demais fragdes s8o constituidas de iriddides, misturas de glicosidio em

pequenas quantidades de dificil separagdo (Esquema 17)
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5.3.4. Extrato metandlico da folha (HAFM).

Apbs extracdo exaustiva da solucdo metandlica da folha (percolacdo) e,
concentracdo sob vacuo em evaporador rotativo, forneceu um solido esverdeado (50 Q)
(Esguema 18). ApoOs concentracdo deste extrato houve a formacdo de um precipitado
amarelado (Esquema 19) de ata polaridade (pouco soluvel em MeOH). Este precipitado
constitui cerca de 50% do extrato. E um constituinte muito polar e foi dificil analisalo por
cromatografia em camada delgada analitica

Uma porcdo de 2,0 g do precipitado foi aquecido em MeOH e deixado em
repouso por 24 horas, obtendo-se um cristal branco denominado HAFM-I (8), que apos
andlises espectrométricas de I.V., RMN de 1H e 13C, foi submetido, a acetilagio (8 a) com
anidrido acético e piridina (1 : 1), acetilacdo e metilacdo (HAFM-Ac-Me; 8 b). e metilacéo
com diazometano (HAFM-Me; 8c). O produto foi analisado através das técnicas modernas

de RMN.

5.4. ReagOes usadas para obtengfes dos derivados das substéncias naturais isoladas.

5.4.1. Reagdes de Acetilagdo

Adiciona-se a quantidade (X) da substéncia em medidas iguais de anidrido acético
e piridina e, deixou-se em repouso por 24 horas. Apds 24 horas adicionou-se agua destilada
gelada, extraiu-se com CHCI3; lavou-se com HCI 5 % e depois com é&gua. Depois da
secagem com NapSO4 anidro, evaporou-se 0 solvente e obteve-se a quantidade (Y) do
produto. Se houver necessidade o produto podera ser filtrado em coluna de silica para

retirar eventuais impurezas (Tabela 12).
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5.4.2. Reacdes de Metilagio25.

Apés a preparagio da solugdo etérea de diazometano a partir do "Diazald"
adicionou-se gota a gota da solucio sobre (Y) até cessar o desprendimento do gas N,. O
éter foi evaporado em temperatura ambiente. Se houver necessidade o produto podera ser
metilado novamente, de acordo com os dados fornecidos pela cromatografia de camada

delgada analitica (Tabela 13)

Tabela 12 : Quantidades de substancias acetiladas

Substancia Quantidade do reagente (X) Quantidade do Produto (Y)
S-HACM 85¢g 8,0 g; (S-HACM-Ac)
I-HACM 44¢g 4.0 g, (I-HACM-Ac; 9a)
HAFM-1 20g 1,9 g; (HAFM-Ac; 8a)

Tabela 13 : Quantidades de substincias metiladas

Substancia Quantidade do Reagente (X) Quantidade do Produto (Y)
HAFM-1 (8) 59 mg 59 mg, (HAFM-Ac; 8a)
COLUNA A-02 (10a) 15 mg 15 mg, (COLUNA A-02-Me;11a)

HAFM-Ac (8a) 18g 1,8 g, (HAFM-Ac-Me; 8b)
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Latex

(472578 )
Extragic comMeOH
Residuo s6lido 2 Residuo liguido
FExtragdo com CHCI3
b ,
HAL Residuo
(2158

a.b misturas de componentes em pequenas quantidades, ndo mereceu estudos adicionais.

Esquema 12 : Fracionamento do latex de Himatanthus articulata
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Latex
215

1) Cohma seca
2) CH,CL (100 %)

l e

1-04 (150 mg) ‘15
43717 )
1) Cohma flash 1) Coluna flash (16.9783 g)
2) Hexano : Diclorometano (8 : 2) 2 CHCh Mistura de
; ¢
01 - 06 0710 (113.2 mg)
1) Chromatotron 1) CCP ll)Melmml
2) Hexano : Diclorometano (8 : 2) 2)CHCly HAL - 1

Acetato (9 : 1)

¢ $ & (50.0 mg)

01 02 - 06 07-20  HAL-3(17mg)
01-02 03 - 07 08 - 10
HAL - 4 HAL - 5 (= HAL - 4)
(38.5 mg) (32,5 mg)

Esquema 13 : Fracionamento do Extrato Cloroformico do Latex (HAL)



CASCAS
(f_’/'kg)

Extragdo com hexano

|

Extrato Hexanico - Torta
lDesti]aqﬁo sob vacuo l Extracdo com MeOH
HACH Extrato metandhico
(10,8 g) ,
£ lDestllagao sob vacuo
HACM
(30 g)

Esquema 14 : Elaboragio dos extratos das cascas de Himatanthus articulata,
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(Casca - Hexamea

(10,8 g)
nHec.
2) CH,Cl,
02 05 - 06 19- 24 25- 39
11,5988 ) (102 mg) (104 mg) *
Hc.c 1yCCP 1) Cohma filtrante
2) Lexano 2y CH2CR 2) Acetato de ctila
Acetato de etila (9:1) sopropanol {1 13
01-15 20-23 111- 142 3) Chromatotron (50 mg)
* (245 mg) (140 mg) * (200 mg) i
1) CH2CR - Hexano (8 - 2) 01-07 08
2) Chromatotron l
01-03 36-39 40 - 80 HACH - 8P
* { = HACII - 4D)
( | (15> mg)
HACH - 20723 -3 01 - 03 04 05 - 06

(15 mg)

HACI - 20/23 - 1
(15 mg)

* sturas de alcgois alifaticos

|

HACH - 4P
(253 mg)

Esquema 15 : Fracionamento do Extrato Hexanico da Casca (HACH)
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Casca - Metanolica

(30 g
1)HCl 5%
2) CHCl
* CHCL, fase aquosa
(09160 g) 1) NaOH 3 % (pH=12)
2) CHCl,
* CHCl, fase aquosa
(1,7087 g) (27.0)

* njo foram estudadas

Esquema 16 : Fracionamento do Extrato metandlico da casca (HACM)
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Fase Aquosa
1) Congelamento
2)HA 5% (pH=7)
3) Acctona (exxesso)

4) MeOH absoluto

' ;

Insolivel em MeQOH absoluto Solivel em MeQH absoluto

1) Secagem 1) Acetilagdo
2 tilagao B} 1) Coluna cromatografica 2) Distrbuigdo 4) Chromatotron | 5) Coluna
3) Coluna Cromatografica 2 . g ,
4) CHG, (2g) Contra - Corrente 1 Cromatografica
_ l l [ I 3) CCPC. (56 mg) 1-62 63-8%0
£ 1-6 7 8-23 24 25-95 &y
01-04 15-17 18-95 1-146 147-149 150 - 203
(a) ‘ S-HACM - Ac
’ S-HACM -Ac-7 |MeOH ¢ 9-10 - Me
l”Q‘“a“ma" (9a,15me) 2 Chrom- 2 [10a; (15 mg)] [15mg: (11a))
1-HACM - Ac - 3A (9a) SAL. [50 mg: (fracdo 24)]
(15mg) [ | | !
Hexdnico (10mg)  Clorofommico Intermediario (180 mg) Metanolico  MeOH
(a) (180 mg) (Acetato de etila : (40 mg) HO0©: 1)
| 1) Cristalizagdo MeOH (1:1)) (b) (30 mg)
l I (19115 mg) )
30 mg S- HACM - CHQL, - 1 (150 mg) l l i i I
®) ¢ 1-HAQGM - Ac-34, 12162 163-171 177190 191-377

$-HACM - Ac-7)

() (b)

) *
COLUNA A-02[15 me: (10a)]

CCPC. -Cromatografia de camada preparativa circular (Chromatotron) i 1) Metilagdo

(a) misturas de componentes alifaticos COLUNA A-02-Me [=S-HACM 9-10 -Me: (11a))

(b)misturas de irdoides e componentes glicosilados

Esquema 17 : Fracionamento da Fase Aquosa do Extrato metanolico da casca



Folhas
(1404 g)

\ 1) Extragdo com Hexano

Extrato Hexanico Torta
l desti]as:éo l Extragdo com MeOH
sob vacuo
Extrato metanolico
* HAFH
Destilagdo
(73,6 g) sob vacuo
3 HAFM
(50 g)

* Aguarda estudos posteriores

a - parcialmente estudado

Esquema 18 : Elaborag3o dos extratos organicos das folhas
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FOLHA - METANOLICO
(50 g)

|

Precmpttado * Residuo
(=25g)
1) Cristalizagdo
comMeOH

HAFM - 1 (8)

* Aguardar estudos posteriores

Esquema 19 : Fracionamento do extrato metanolico da folha (HAFM, 8)



6. CARACTERISTICAS FIiSICAS E QUIMICAS
6.1. Caracteristicas quimicas das substancias isoladas de Himatanthus articulata

HACH-8P (1+2) : estigmasterol e sitosterol; p.f 70-74 °C, RMN de 1H (Tabela
1, pag 20 ; Figura 1, pag. 80), RMN de 13C (Tabela 1a, pag. 21 ; Figura 2, 3, pag. 81, 82);
E.M. [mvz (%); Esquema 1, pag. 22 ; Figura 4, pag. 83]: 414 (M*", 18,51), 412 (M™", 16),
396 (9,85), 394 (1,94), 43 (100).

HAL-3 (3) : 24-metileno cicloartenol, p.f 167-70 °C, RMN de 1H (Tabela 2,
pag. 24 ; Figura 5, pag. 84), IH x IH - COSY (Figura 7, pag. 87) RMN de 13C (Tabela 2a,
pag. 25 ; Figura 6 e 6a, pag. 85, 86)

HACH 20/23-3 (4+5), HACH-20/23-1 (5) : 3 B-O-acetil-lup-20(29)-en + 3 B-O-
cinamoil-lup-20(29)-en; oleo, RMN de 'H (Tabela 3, pag. 27 ; Figura 8, 8a ¢ 9, pag. 88, 89,
90); IH x 1H - COSY (Figura 12, pag. 94), RMN de 13C (Tabela 4, pag. 28 ; Figura 10, i0a
e 11; pag. 91, 92, 93); EM. [m/z (%); Esquema 2; pag. 29 , Figura 13 e 14, pag. 95, 96],
556 (M1 1,57; 2,13), 468 (M™'", 1,52); 408 (4,97; 6,10), 189 (75,22; 47,94), 131 (82,37,
100); 95 (100; 19,50).

HAL-4 (6+7) : 3 B-O-acetil + 3 B-O-cinamoil-urs-12-eno-3 e 3 B-O-acetil e 3 B-
O-cinamoil-olean-12-eno-3; p.f. 85-90 °C; LV. VI;E; (cm1) (Figura 15, pag. 97), 2950,

1720, 1620, ¢ 1200. RMN de 'H (Tabela 5, pag. 31; Figura 16 e 16a, pag. 98, 99); 'H x IH
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- COSY (Figura 18, pag. 103), RMN de !13C (Tabela 6, pag. 32 ; Figura 17, 17a e 17b; pag.
100, 101, 102); EM. [m/z (%), Esquema 3, pag. 33, Figura 19, pag. 104}, 556 (M™" 1,57,),
468 (MT* 0,44), 408 (3,75), 218 (100), 190 (19,70); 131 (84,96).

HAFM-1 (8) : 3 B-O-hidroxi-urs-12-en-28-6ico (acido ursolico); p f. 226 °C. LV
em V,I,faB; (cm-1) (Figura 20; pag. 105); 3450, 2850, 1620, 1004, RMN de 'H (Figura 21,
pag. 106) RMN de 13C (Figura 22, pag 107), EM. [m/z (%); Esquema 4, pag. 38, Figura
23, pag. 108] 456 (M+°, 11), 248 (100); 408 (3,75), 208 (11), 207 (47), 203 (55), 190 (14)

KBr
Vnle(cm‘l) [do derivado acetilado (8a) Figura 24, pag 109 e LV. do

e 189 (17), LV,
derivado metilado (8¢) filme (NaCl) Figura 34, pag 120]; RMN de 1H e 13C de 8a, 8b e 8¢
(Tabela 7 ¢ 8, pag. 36 e 37, Figura 25, 26, 27, 31, 32, 35 € 36, pag 110, 111, 112, 117,
118, 121, e 122), IH x !H -COSY (Tabela 7 ¢ 8, pag. 36 ¢ 37, Figura 28, pag. 113); IH x
13C - COSY de 8a e 8b [Jy e Moy (n=2 e 3), Tabela 7 e 8, pag. 36 e 37, Figuras 29,
30, 30a e 33, pag. 114, 115, 116 e 119)

S-HACM-Ac-7 (9) : metil-mio-inositol p.f 114-116 °C; RMN de IH (Figura 37,
pag. 123); IH x 1H -COSY (Tabela 9, pag. 40, Figura 38, pag. 124) ; RMN de 13C (Tabela

VKBr
max (cm-1) [derivado acetilado (Figura 41, pag.128)};

9, pag 40, Figura 39, pag.125), L.V.
RMN de 1H e 13C de 9a (Tabela 10, pag 41, Figura 42, 43 e 40, pag. 128, 129 € 126); IH x
1H - COSY (Tabela 10, pag 41, Figura 44, pag. 130), 1H x 13C - COSY [UcgeMepy (n=
2 e 3), Tabela 10, pag 41, Figura 45 e 45a, pag 131, 132].

S-HACM-9/10a (10a) e S-HACM 9/10-Me (11a) : acido 1 B-D-tetra-O-acet
glicopiranosil plumieridico e 1 B-D-tetra-O-acetil glicopiranosil plumierato de metila |
material amorfo, RMN de 1H, 13C ¢ 1H x 1H (Tabela 11, pag. 44 ; Figura 46, 47, 48,49, 50
e 51, pag. 133, 134, 135,136, 137 ¢ 138)).

Fragdo n® 24 : (Figura 52, pag. 139).
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6.2. Especificagdo dos materiais e dos instrumentos.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Kofler com microscépio e
ndo foram corrigidos.

Os espectros de absorcdo na regido do |.V. foram obtidos em espectrémetro
Perkin EImer modelo 1420, utilizando como solvente CHCl3 ou pastilha de KBr. Os valores
para as absorcdes foram medidos em unidades de nimero de ondas (cm™l) e os espectros
calibrados com filme de poliestireno de 0,5 mm de espessura e a absorcdo em 1601 foi
utilizada como referéncia

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos em espectrémetros
modelo Finnigan 3100D existente na Central Analitica do NPPN (Nucleo de Pesquisa de
Produtos Naturais), UFRJ e, 0 CG/MS modelo HP5988A, existente no Instituto de Quimica
da USP. A coluna usada é de 12 m x 0,02 mm, temperatura programada de 100 a 300 °C
(20 por min), gés de arraste He (20 ml por min) e obtido a 70 ev.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN de 1H) foi
obtido no aparelho AC-200 da Briicker (1H : 200 MHz; 13C : 50,3 MHz) foram usados
solventes deuterados e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os deslocamentos
guimicos foram medidos em unidades ppm (8) da freqiéncia aplicada e as &reas relativas dos
picos de absorcdo obtidos por integracdo eletrbnica. As constantes de acoplamento (J)
foram medidos em Hertz (Hz).

As separacGes por cromatografia em coluna foram efetuadas usando-se silica gel
Merck (Art. 7734) e 60 H (Art. 7736) para cromatografia em camada fina, utilizou-se silica
gel Merck grade 60, 230/400 mesh 60A para coluna flash.

As separagbes por cromatografia de camada circular preparativa foram efetuadas
usando-se silica gel para camada fina de Aldrich (Art. 28,8551). As revelagbes dos

cromatogramas foram feitas com irradiacdo de U.V. (254 nm e 360 nm) em cuba saturada
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com iodo ressublimado e/ou solugdo alcodlica de &cido fosfomolibidico. Adotou-se como
critério de pureza a nitidez do ponto de fuséo e/ou observagdo de mancha uUnica em
cromatografia em camada delgada analitica (C.C.D.A.) variando sistema de solventes. A
identificagdo de substancia por comparacdo direta envolveu CCD.A utilizando no minimo
trés sistemas de solventes. As misturas foram feitas volume por volume (v/v). As reducfes
dos volumes de solventes nos extratos e fragbes foram feitas através de destilagdo sob

pressdo reduzida em evaporador rotativo.
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Figura 1 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz) de HACH-8P (1 + 2) registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 2 : Espectro de RMN de 13C - PND (50,3 MHz) de HACH-8P (1 + 2) registrado em CDCl3 e TMS como referéncia interna.
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Figura 3 - Espectro de RMN de 13C com DEPT (8 = 90 e § = 135°) de HACH-8P (1 + 2) registrado em CDCl; ¢ TMS como
referéncia interna.
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Figura 6 : Espectro de RMN de 13C (50,3 MHz) totalmente desacoplado e com experiéncias de DEPT (8 = 90 e 8 = 135°) de HAL-

3 (3) registrado em CDCl5 e TMS como referéncia interna.
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Figura 6a - Espectro de RMN de 13C de HAL-3 (3), expandido entre 10 a 58 ppm, registrado em CDCl; e TMS como referéncia

interna.

98



Figura 7 : Espectro bidimensional (2D) de correlagdo homonuclear (1H x !H - COSY) de HAL-3 (3) registrado em 200 MHz, em

CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 20 : Espectro de 1. V. de HAFM-1 (8) em KBr.
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Figura 21 - Espectro de RMN de 'H de HAFM-1 (8), registrado a 200 MHz em CDCl; como solvente e TMS como referéncia
interna.
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Figura 22 : Espectro de RMN de 13C totalmente desacoplado e com experi¢ncias de DEPT [(8 = 90° e § = 135°), 50,3 MHz] de

LOT

HAFM-1 (8) em CDCl; como solvente e TMS como referéncia interna.



File GERZ909 1dent:2198 Acq:29-3EP-1993 10:33:54 31:21:26 Cal:PFK2909
AutoSpecQ EI+ Magnet BpI:16389605 TIC:185111792 Flags:HALL

1oo§ 2
954
90
85

80

75]

703
65]

60]

55 203

50

454

133

Figura 23 : Espectro de massas de HAFM-1 (8).
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Figura 24 .
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Figura 25 : Espectro de RMN de 'H de HAFM-Ac (8a), registrado a 200 MHz, em CDCl; como solvente e TMS como referéncia

interna.
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Figura 26 - Espectro de RMN de 13C de HAFM-Ac (8a) totalmente desacoplado registrado em CDCl; e TMS como referéncia

it

interna.
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Figura 27 : Espectro expandido de RMN de 13C totalmente desacoplado e com experiéncias de DEPT [(6 = 90° e 6 = 135°), 50,3

a8

MHz] de HAFM-Ac (8a), entre 15 a 55,8 ppm registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 28 : Espectro bidimensional (2D) de correlagdo homonuclear ('H x !

em CDCl; e TMS como referéncia interna.

H - COSY) de HAFM-Ac (8a), registrado a 200 MHz,
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Figura 29 : Espectro bidimensional (2D) de correlagdo heteronuclear de hidrogénio-carbono-13 (1H x 13C- COSY - ey de

100

HAFM-Ac (8a), registrado em CDCl3 e TMS como referéncia interna.
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Figura 30 - Espectro bidimensional (2D) de correlagdo heteronuclear de hidrogénio-carbo

no-13 [MH x 13C - COSY My (n =

2 e n=3)] de HAFM-Ac (8a), registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 31 : Espectro de RMN de 'H de HAFM-Ac-Me (8b), registrado a 200 MHz e CDCl; como solvente ¢ TMS como

referéncia interna.
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Figura 32 - Espectro de RMN de !*C totalmente desacoplado [P.N.D. (50,3 MHz)] de HAFM-Ac Me (8b) registrado em CDCl; e

TMS como referéncia interna.
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Figura 33 : Espectro bidimensional (2D) de correla¢do heteronuclear [IH x 13C- COSY Mg (n =2 e 3)] de HAFM-Ac Me (8b),

registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 34 - Espectro de 1' V. de HAFM-Me (8¢) em filme (NaCl).
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Figura 35 : Espectro de RMN de 'H de HAFM-Me (8¢), registrado a 200 MHz, em CDCl5 como solvente e TMS como referéncia

mterna.
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Figura 36 : Espectro de RMN de !13C totalmente desaco lauo e com DEPT [(8 = 90 e 8 = 135°) 50,3 MHz] de HAFM-Me (8¢), em

CDCl; como solvente e TMS como referéncia interna.

441



Figura 37 = Espectro de RMN de 'H de HACM-Ac-7 (9), registrado a 200 MHz, em MeOD, como solvente e TMS como

referéncia interna.
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Figura 38 - Espectro bidimensional (2D) de correlagao homonuclear (IH x 'H - COSY) de S-HACM-Ac-7 (9), registrado a 200

MHz em MeODj4 e TMS como referéncia interna.
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Figura 39 : Espectro de RMN de !3C (P.N.D.) totalmente desacoplado com DEPT [(6 = 90° e 8 = 135°), 50,3 MHz] de S-HACM-

Ac-7 (9), em MeOD, e TMS como referéncia interna.
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Figura 40 - Espectro de RMN de 13C (P.N.D.) totalmente desacoplado (P.N.D.) de -HACM-3A (9a), em CDCl; como solvente ¢

TMS como referéncia interna

92



e G B740)

C-2 (80e3)
88 3 s

“Teinon

‘OMe (5828)

3

I ] 1R ; o
' "o, !
et , . | 0
, bt | L 2.0
T
, T ,  OH
| Y ! CHy0 OH
: el | OH
" '] 1 3 fo] 4 P SN S S 2
' e } OH
id 55) '1 H:l ! i
2,881 ,J:&O&)Sﬂz = ,,__,_h 'Ill, 1 | .
510(t,3:8,0H2) R G Tl i
328(s)  ©20!ddiFB0Zon p——— g}% | '
é I - ———hl ""'_— B -4 '
-358(m ) - ] . ! 3.5
3,5-358(m — = = _______h# 1 ;
1
I
a07{t, 3 85H) o S ——— __N'ﬁ vt
/ !
30 80 D) 50 50 0 Jo 20

Figura 41 : Espectro bidimensional (2D) de correlagdo heteronuclear (IH x 13C- COSY lJqy ) de HACM-Ac-7 (9), em MeOD; ¢

TMS como referéncia interna..
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Figura 42 : Espectro de I.V. de HACM-Ac-7 (9a) em KBr.
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Figura 44 : Espectro bidimensional (2D) de correlagdo homonuclear (1H x 'H - COSY) de I-HACM-3A (9a), registrado a 200 MHz

em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 45 - Espectro bidimensional (2D) de correlagdo heteronuclear (1H x 13C - COSY) de I-HACM-3A (9a), em CDCl; e TMS

como referéncia interna.
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Figura 45a : Espectro bidimensional (2D) de correlagdo heteronuclear [!H x 13C - COSY nJC_H (n=2en =3, COLOC)] de I-
HACM-3A (92a), registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Figura 46 : Espectro de RMN de !13C totalmente desacoplado € com DEPT [(8 = 90° e 6 = 135°), 50,3 MHz] de COLUNA-A-02

(10a) registrado a 200 MHz, em MeOD, como solvente e TMS como referéncia interna.
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Figura 47 : Espectro de RMN de !H de COLUNA-A-02 (10a) registrado a 200 MHz, em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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Espectro bidimensional (2D) de correlagdo homonublear (*H x '*H COSY) de COL

MHz, em CDCl; e TMS como referéncia intertia.
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Figura 49 : Espectro de RMN de 1H de S-HACM-9/10-Me (11a) registrado a 200 MHz em CDCl; e TMS como referéncia interna.
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tigura 50 : Espectro bidimensional (2D) de correlagdo homonuclear ({H x 1H - COSY) de S-HACM-9/10-Me (11a) registrado a

200 MHz, em CDCl; e TMS como referéncia interna.

LET



; ERE £
qa:i = A ~
%‘ % I .

U 1 1§

— 295
e B1 481
— AL R10
o A7.08H

Figura 51 : Espectra de RMN de¢ 13C tgtalmente desacoplado (P.N D) de S-HACM 9/10-Me (11a) registrado 2 200 MHz em

CDCl; € TMS comp referéncia interna.
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ANALISE ESPECTROGRAFICA QUALITATIVA

RESULTADOS
AMOSTRAS ELEMENTOS PRINCIPAIS QUTROS ELEMENTOS (< 10 %)
H.AM.C Acet. (Alaide/Mario ) 4 Na Si, Al,Cs Fe Mg, Cr, Cu, Ni

Cl: SQ‘NO; 7Br-‘5*
Cl.

Figura 52 : Analise espectrografica qualitativa da fragdo 24.
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