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RESUMO

Neste trabalho é relatado o estudo fitoquimico de Sclerolobium rugosum,
espécie da familia Leguminosae, subfamilia Caesalpinoideae, uma planta
encontrada nas margens de rios da regiao Nordeste do Brasil.

N&o existe nenhum estudo cientifico sobre a espécie, exceto a propriedade
adstringente citado na medicina popular.

A investigagdo fitoquimica a partir dos extratos hexanico e etandlico da
casca e lenho da raiz de S. rugosum através de cromatografia de gel de silica,
levou ao isolamento e identificacdo do: lupeol, B-sistosterol e estigmasterol
glicosilados e um éster derivado do acido cinamico (trans-triacontila-4-
hidroxicinamato) (Tabela 01, pag. X).

Os derivados reacionais foram obtidos tendo em vista a confirmagéao das
estruturas, treinamento das técnicas usuais em laboratério e, visando efetuar em
etapa posterior, testes de atividades biolégicas.

Os compostos naturais foram isolados e purificados utilizando a técnica de
cromatografica em coluna de gel de silica (CC). A formagdo dos derivados
reacionais foi acompanhada através de cromatografia em camada delgada (CCD).

A determinacao estrutural dos produtos naturais e seus derivados foram
feitas por métodos espectrométricos incluido: RMN 'H e '*C (ressonancia
magnética nuclear), IV (infravermelho) e EM (espectro de massa). Com estas
técnicas também foi possivel estabelecer a configuracao relativa produtos naturais
e seus derivados.
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Tabela 01: Constituintes fixos isolados neste trabalho da espécie S.

rugosum.
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ABSTRACT

This work reports the study phytochemical investigation Sclerolobium
rugosum, specie of the Leguminosae family, subfamily Caesalpinoideae, a plant
found on the margins of rivers in the Northeast of Brazil.

There is no any scientific study about this specie, except the astringent
property cited in the folk medicine.

Phytochemical investigation of hexane and ethanol extracts of bark and
wood of the roots of S. rugosum using silica gel allowed to isolation and
identification of: Lupeol, B-sistosterol and stigmasterol glycosides and one ester
derivative of cinnamic acid (frans-triacontyl-4-hydroxicinnamate) (Table 01, p. X).

Derivatives reactions were obtained in order to determine structures, training
of the usual techniques in the laboratory and to make further studies of biological
activities.

Natural compounds were isolated and purified using the technique of column
chromatography on silica gel (CC). The formation of derivatives reactions were
accompanied by Thin-Layer Chromatography (TLC).

Structure determination of natural products and derivates were done by
spectrometric methods including: NMR 'H and '*C (nuclear magnetic resonance),
IR (Infrared) and MS (mass spectrum). With these techniques was also possible of
establish the relative configuration of compounds and derivatives.

XI
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Capitulo 01 - Introdugéo 1

1. INTRODUCAO

A quimica dos produtos naturais, que tem como um dos principais
objetivos o isolamento e caracterizagdo de constituintes quimicos de plantas
superiores, eventualmente, é acompanhada através da avaliagdo de atividade
biolégica das substancias isoladas com a perspectiva de um possivel
aproveitamento como fitoterapicos ou como modelos para sintese de
compostos como atividade farmacolégica.

Embora, de modo geral, diversas fontes na natureza contribuam com
um grande numero de substancias quimicas de importancia bioldgica,
entretanto, € o Reino Vegetal que tem contribuido de forma mais significativa
para o enriquecimento do arsenal de substancias Uteis no tratamento de
doencas que acometem os seres humanos [Philipson e Anderson, 1998].

O uso de plantas medicinais tem sua propagacdo associada ao
conhecimento popular. Nos ultimos anos a investigacdo dessas plantas, tem
como base dados cientificos que justificam seu estudo. Entre esses, pode-se
citar os testes de atividades biologicas a partir de extratos brutos, o isolamento
e caracterizagdo de componentes desses extratos e o registros de dados
espectrais que permitem associar conformag¢des moleculares a atividade
biologica. Nesse sentido, varios ramos das ciéncias tém contribuido para a
difusdo da utilizacdo terapéutica das plantas medicinais, favorecendo
significativamente a elaboragcdo de um banco de dados na literatura
englobando seus principios ativos.

Esse trabalho apresenta o estudo dos constituintes quimicos das
cascas e lenho da raiz de Sclerolobium rugosum (Leguminosae).

O género Sclerolobium pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpinioideae [Polhill e Raven, 1981; Joly, 1993], cujas espécies com seus
respectivos nomes populares sado: S. aureum Benth (Cravoeiro, craveiro e
sucupira preta), S. chrysophillum Poepp (Arapagu e inagaugu-preto), S.
desinflorum Benth, S. denudatum Vogel, S. guianense Benth, S. hypoleucum
Benth, S. odoratissimum Spruce, S. paniculatum Vogel (Veludo e velame), a
primeira especie a ser estuda e S. tinctorium Benth [Bentham, 1870].

Na pesquisa bibliografica realizada, foi encontrado apenas um trabalho
com as espécies S. desinflorum, S. aureum e S. paniculatum, relacionado ao

estudo quimico do género Sclerolobium, onde foi relatado a presenga de um
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acido graxo (acido lignoceérico), trés esterdides (#sitosterol, stigmasterol e 34
O-4-D-glicopiranosil-#sitosterol), quatro triterpenos (acido betulinico, 34-O-
acetil-lup-20(29)-en-28-al, 3p-O-acetil-lup-20(29)-en-28-0l e 4&cido 3-O-
acetilbetulinico) e um isoflavona (cabreuvina) [Bezerra et al, 1994] (Tabela 02,
pag. 03).

Com base em levantamento bibliografico realizado no Sci Finder®

School™

para espécie Sclerolobium rugosum Mart, nenhum estudo quimico
sobre sua constituicdo quimica foi encontrado, despertando assim o interesse

em estuda-la.
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Tabela 02 - Estruturas dos metabodlicos secundarios isolados do Género
Sclerolobium [Bezerra et al, 1994].

HO Ho

Bsitosterol

Estigmasterol

wo-3-Jon]cn,

Acido lignocérico

Cabreuvina
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Acido 3-O-acetilbetulinico

CHO

AcO

3B-O-acetil-lup-20(29)-en-28-al

AcO

34 0O-acetil-lup-20(29)-en-28-ol
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2. CONSIDERACOES BOTANICAS
2.1. Familia Leguminosae.

A familia Leguminosae (Leguminosas) € uma das maiores do reino
vegetal com ampla distribuicido geografica. E constituida por aproximadamente
18.000 espécies, distribuidas em 619 géneros, pertencendo boa parte
originalmente a flora brasileira. Uma caracteristica dessa familia € apresentar o
fruto do tipo legume, também conhecido como vagem (ha excecdes). E dividida
em trés subfamilias: Faboideae (ou Papilionoideae), Caesalpinioideae (ou
Caesalpiniaceae) e Mimosoideae (ou Mimosaceae) [Polhill e Raven, 1981; Joly,
1993].

As plantas que compdem esta familia tém habitos muito variados,
podem ser desde grandes arvores, tipicas das matas tropicais a arbustos,
subarbustos, ervas anuais ou perenes e também trepadeiras. Estdo dispostas
em distintos ambientes, com variagcées de altitude e latitude. As folhas séo
sempre de disposicao alterna, composta, pari ou imparidade. Suas folhas sao
variadas, sempre ciclicas, de simetria radial até fortemente zigomorfa, com
androceu formado de 4 a 10 estames, livres ou soldados entre si e Ovulo
sempre supero, unicarpelar e unicolar. Assim como as folhas, os foliolos sao
sempre pulvino, o que permite movimento diuturno. Apresenta fruto variado, em
geral legume e seco. As sementes sdo algumas vezes envoltas em mucilagem

ou polpa doce [Joly, 1998].

Como mencionado, a familia Leguminosae pode ser dividida em 3

importantes subfamilias:

e Mimosoideae: a menor dentre as leguminosas, compreendendo
cerca de 40 géneros. Dentre os géneros que se encontram no Brasil,
destacam-se pelo numero de espécies: Mimosa, Calliandra, Inga,

Pithecellobium, Parkia e Piptadenia.
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e Caesalpinioideae: esta subfamilia contém cerca de 150 géneros. O
género com maior numero de espécies é Cassia. Outros géneros freqlientes

sao: Caesalpinia, Dimorphandra, Bauhinia, Copaifera, Hymeneae e Swartzia.

¢ Papilionoideae: também conhecida por Faboideae, compreende
cerca de 400 géneros e é, portanto a maior dentre as leguminosas. Estao
incluidos nesta categoria todos os nossos legumes: Phaseolus (feijao), Pisum
(ervilha), Lens (lentilha), Vicia (fava), Cicer (grao-de-bico), etc. Os géneros
nativos que mais se destacam sado: Phaseolus, Crotalaria, Erythrina, Andira,
Sophora, Dalbergia, Indigoflora, Desmodium, Clitoria e Mucuma [Joly, 1998].

2.2. Género Sclerolobium Vogel.

O género Sclerolobium apresenta as espécies: S. aureum Benth, S.
chrysophillum Poepp, S. desinflorum Benth, S. denudatum Vogel, S. guianense
Benth, S. hypoleucum Benth, S. odoratissimum Spruce, S. paniculatum Vogel
(primeira espécie a ser estuda), S. rugosum Mart e S. tinctorium Benth
[Bentham,1870].

Flores dispostas em ramos espiciformes ou racenosos, mais ou menos
longos, ordenados em paniculas terminais multiflorais. Ovario oblongo ou
cilindro, com évulos dispostos ao longo da sutura do capelo. Fruto do tipo
legume drupécio [Barroso, 1991].
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2.3. Espécie Sclerolobium rugosum.

Harri Lorenzi (1998) descreve a espécie Sclerolobium rugosum (Figura

01, pag. 08), conhecida com nomes populares Inga-bravo e Anga-ferro:

“Arvore ou arbusto, 10-15 m, com ramos terminais angulares
ferrugineo-puberulentos e copa umbeliforme. Tronco curto e mais ou
menos cilindrico, revestido por casca rugosa, de 40-50 cm de diametro.
Folhas compostas paripenadas, espiraladas, com eixo comum de 15-30 cm
de comprimento. Foliolos sibcoriaceos, opostos, discolores, em ndmero de
6-10 pares, com glandulas discoides préxima ao pulvinulo, com face
superior glabra e rugosa e a inferior dourada-flocosa, de 8-16 cm de
comprimento por 2,0-5,5 cm de largura, sobre pecidlulo canaliculado de 3-6
mm de comprimento. Fruto legume (vagem) drupaceo, achatado,
indeiscente, lenhoso, glabro, transversalmente quebradico e esfoliante
quando maduro, contendo uma excepcionalmente duas sementes muito
duras. Florescem exuberantemente durante os meses de julho-agosto,

frutos amadurecem em maio-julho.”

Ainda segundo Lorenzi:

Obtengé@o de sementes - Colherem os frutos (vagens) diretamente
da arvore quando adquirem coloracdo palha e iniciarem a queda
espontanea. Estes ja podem ser considerados como “semente” para fins de
semeadura. A remocdo da semente verdadeira € um tanto trabalhosa,
entretanto permite escarificar quimicamente ou mecanicamente as
sementes e melhorar sensivelmente a taxa de germinacdo. Um Kg de

semente puras contém aproximadamente 4.000 unidades.

A espécie S. rugosum é usada popularmente como adstringente,
citado na pagina www.ritosdeangola.com.br/Ervas/ervaangoroi.htm.
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Figura 01: Fotografia da espécie de Sclerolobium rugosum e detalhes das folhas,
flores e sementes [Lorenzi, 1998].
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3. PESQUISA BIBLIOGRAFICA SOBRE ACIDO CINAMICO E SEUS
DERIVADOS ISOLADOS DE FONTES NATURAIS

O isolamento de um derivado de &cido cindmico de S. rugosum nos
motivou a uma pesquisa bibliografica sobre acido cindmico e seus derivados
isolados de diversos géneros e espécies de fontes naturais desde 1990 até os
dias atuais. Vale ressaltar que foi encontrado na literatura, apenas um relato
sobre o género Sclerolobium e ndo ha estudo fitoquimico sobre essa espécie.

A revisao bibliografica realizada sobre acido cinamico no Chemical
Abstracts, usando como palavra chave “cinnamic acid”, e refinado pelo “natural
products”, resultou em 466 referéncias, e, tendo como base a “activity
biological”, chegou-se a 50 referéncias. Através de um refino utilizando-se o
termo “natural products”, com o0 emprego da expressao “plant sources”, obteve-
se 48 referéncias.

Observou-se ainda que ao se fazer o refinamento juntando-se os
termos “activity biological” e “natural products”, resultou em 98 referéncias, das
quais, foram aproveitadas somente 22 para a realizagdo da pesquisa
bibliografica. Oitenta e dois compostos foram registrados, constando suas
respectivas espécies, referéncias, estruturas e suas denominagdes, que foram

agrupados nas Tabelas 03 e 04, paginas 10 e 12.

Figura 02: frans-triacontila-4-hidrocinamato.
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Tabela 03: Acido cinamico e seus derivados descritos na literatura.

Espécies Estruturas Referéncias
Rhodiola rosea 1-3 Panossian et. al., 2008
Dionaea muscipula e _
. 4 Krolicka et. al., 2008
Drosera capensis
o ) Haznedaroglu et. al.,
Posidonia oceanica 5-7
2007
) o Soleo de Funari et. al.,
Bacchatris dracunculifolia 8-11
2007
Engelhardia roxburghiana 12-15 Wu et. al., 2007
Populus trichocarpa 16-24 Christov et. al., 2006
Bromus inermis 25-26 Sterbova et. al., 2006
] ] Smolcic-Bubalo et. al.,
Croatian propolis 27-28
2005
Chenopodium album 29* Cutillo et. al., 2004
Ocotea quixos 30-31 Bruni et. al.,2004
Agrobacterium tumefaciens 32-35 Lynn et. al., 2003
Egyptian propolis 36-44 El Hady et. al., 2002
Prunus persica e
Rheum palmatum 45 Fan et. al., 2001
Baccharis dracunculifolia 46-57 Midorikawa et. al., 2001
Baccharis dracunculifolia,
Araucaria angustifolia e 58-59 Bankova et. al., 1999
Eucalyptus citriodor.
Apis mellifera 60-62 Bankova et. al, 1998
Mahonia repens 11" Grace et. al, 1998
Cinnamomum cassia 63-70 Kurokawa et. al, 1998
Boreava orientalis 71-73 Maoka et. al, 1997
Populus nigra e
74-76 Bankova et. al., 1994

P. canadensis

Zostera marina

77" e 78%,79-82

Todd et. al., 1993

Cinnamomi cortex

3*

Bae et. al., 1992




Capitulo 03 — Pesquisa Bibliografica 11

Nesta pesquisa bibliografica foi observado que, para apenas cinco
substancias derivadas do acido cinamico: 3* (Antibacteriana), 29* (Alelopético),
11* (Antioxidante) e 77* e 78" (Antivegetativas) foram especificadas as
respectivas atividades biologicas.
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Tabela 04: Estruturas quimicas do acido cinamico e seus derivados.

CH=CHCHO

1
3-fenil-2-propenal

CH=—CH— CH,OH

2
3-fenil -2-propen-1-ol

CH=CH—CO.H

3

Acido 3-fenil-2-propendico

Acido 2E-3-fenil -2-propendico

CH=—CH —CO,H

HO
OH

5
Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-2-propendico

CH=CHCO,H

e

OCH,

6

Acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propendico

o)

g

CH
) 7
Acido (2R,3R)-2,3-bis|[[3-(3,4-dihidroxifenil)-
1-0x0-2-propen-1-ilJoxi]-Butanodioico

_ ~. ~CO.H
HO
74

Acido 2E-3-[4-hidroxi-3,5-bis
(3-metil-2-buten-1-il)fenil]-2-propendico

CH=CHCOH

HO
OCH;

9

Acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-2-propendico

M@%

Acido 2E-3-[4-hidroxi- 3 5-bis(3-metil-2-buten-
1-il)fenil]-2-propendico
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OH
OH
] 11
Acido (1S,3R,4R,5R)- 3-[[3-(3,4-dihidroxifenil)-1-
0x0-2-propen-1-ilJoxi]-
1,4,5-trihidroxi-Ciclohexanocarboxilico

O
ot
o 25
HO

OCH,

12
trans-hexacosila-4-hidroxi-3-metoxicinamato

O
SNt
O 21
HO

OCH,

13
trans-docosila-4-hidroxi-3-metoxicinamato

o]
Sot T
0 22
HO

OCHs

14
trans-tricosila-4-hidroxi-3-metoxicinamato

O
St
O 23
HO

OCH,

15
trans-tetracosila-4-hidroxi-3-metoxicinamato

CO2H

16
Acido 22-3-fenil-2-propendico

NN COzH

HO

17
Acidos 2E-3-(4-hidroxifenil)-2-propendico

O
HO
19

Acido 2E--3-(4-hidroxifenil)-fenilmetil-2-propendico

HO,
OH
) 18
Acido 27-3-(4-hidroxifenil)-2-propendico
O
CH=CH—C—

OCH3
. 20
Acido 3-(4-hidroxi-
3-metoxifenil)-fenilmetil- 2-propendico
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@]
0 I
I CH=CH—C—
CH=CH—C—
HO
HO
OH OH
21 - 22
Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-2-feniletil- Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-fenilmetil-
2-propendico 2-propendico
(0]
— O Il H_<::>
CH=CH—C—OCH,CH=C
] H
HO ° OH
] 24
. 23 Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-3-fenil-
Acido 2Z-3-(4-hidroxifenil)-fenilmetil- 2- propen-1-il -2-propendico
2-propendico
OH
OH
OCHj5 o COzH
HO X R
HO
HsC CH=CHCO2H OH
) 25 26
Acido 3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-2-propendico Acido (DR)-0-[[(2E)-3-(3,4-dihidroxifenil)-1-oxo-2-
propen-1-iljoxi]-3,4-dihidroxi- Benzenopropansico
OH
CH=CH—CO2H HO CH=CH—CO2H
27 28

Acido 3-(2-hidroxifenil)-2-propenéico

Acido 3-(3-hidroxifenil)- 2-propenéico

OCH
PoeE
AN
N ()]
HO HO.
OCHg3 O N

0]

29

3-(4-hydroxi-3-metoxifenil)-N-[2-
[4-metoxi-3-[(5,8,13,13a-tetrahidro-11-hidroxi-8-
0x0-6H-dibenzo[a,g]quinolizin-13-il)oxi]fenil]etil]-
2E-2-Propenamida [Chenoalbicine]

CH=CHCHO

OCHjs
30

3-(2-metoxifenil)-2-propenal
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(0]
N\ OCOCH; HLCO
X o/
(0]
31

Acido 2E-3-fenil-metil-2-propenéico

32
Acido 2E-3-[3-metoxi-4-(fenilmetoxi)fenil]- metil-2-

Acido (28,3S)-2,3-dihidro-2-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-7-metoxi-5-[(1 E)-3-metoxi-3-oxo-1-
propenil]- metil-3-benzofurancarboxilico

propendico
OCHs
OH
OCHs
6]
", OCHjs
S T
0 (0]
34

Acido (25,39)- 2,3-dihidro-2-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
7-metoxi-5-[(1 E)-3-metoxi-3-0xo-1-propenil]- metil-3-
benzofurancarboxilico

O
OCHs (HaC)oC=HC._ O)L cH—
HsCO CH=CH—CO,H = CH
OH
35 OH
Acido 3-(2,3-dimetoxifenil)-2-propendico 36
Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-
3-metil-2-buten-1-il-2-propendico,
O o]
QCHZCH/\OJ\ CH=CcH
\ /
OH
OH OH
38
37

Acido 2E-3-(4-hidroxifenil)-3-fenil-
2-propen-1-il-2-propendico

Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-
3-fenil-2-propen-1-il-2-propendico
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o) O
/lk/\o/U\CH —CH /Y\Q)LCH:CH
; OH OH
OH OH
39
Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)- 40
3-metil-3-buten-1-ila-2-propendico Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-
2-metil-2-buten-1-ila-2-propendico
I I
/J\C H— /J\C H—
Ao cH 4% CH
; OH OH
OH

41

Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-tetradecila-
2-propendico

OH

42

Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-hexadecila-2-propendico

o}
H3C).C=HC.
(HaC)e \O)LCH:CH

; ~OCHs
OH
43

Acido 3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-
3-metil-2-buten-1-ila-2-propendico

)k/\o)iCH:CH

OCH,
OH

44

Acido 3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-3-metil-3-buten-
1-ila-2-propendico-

@]
OH w
HO.

0
HO R ™o
s B,
R © | A
OH 0
45

4-[4-[[6-O-(1-oxo-3-fenil-2-
propenil)-2-O-(3,4,5-trihidroxibenzoil)-
BD-glicopiranosil]oxilfenil]-2-butanona

CH=CH—CHO

HO

OCHs;

46
Acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)- 2-propenal
[Aldeidocinamico, 4-hidroxi-3-metoxi]
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o OH
OH on
X
= N
HO
OH HO2
2 Acido (1S,3R,4R,5R)- 3,4-bis[[(2E)-
COoH 3-(3,4-dihidroxifenil)-1-oxo-2-propen-1-ilJoxi]-
2 1,5-dihidroxi-ciclohexanecarboxilico
47
Acido 2E-3-[4-hidroxi-3-(3-metil-2-buten-1-il)fenil]-
2-propendico
OH
OH OH
HO\@\/\( . ’
0L AL O X
Y i‘i‘ ~
o - ° HO.C™ X
CO,HOH 50
49
Acido (1a,3R,42,5R)- 3,5-bis[[(2E)-3-(3,4- Acido 2E-3-(2,2-dimetil-2H-
dihidroxifenil)-1-oxo-2-propen-1-ilJoxi]-1,4- 1-benzopiran-6-il)-2-propenodico
dihidroxi-ciclohexanocarboxilico
R OH
C(CH OH
_ (CHa)2
N o]
H02 / /O N
o) HO g
i o
OH 1.0 “on
HO

51
Acido 4-[(1 E)-2-carboxietenil]-2-(3-metil-
2-butenil) éster fenil-benzenopropanoéico

52
Acido (1R,3R,4S,5R)-3,4-bis[[(2E)-3-
(8,4-dihidroxifenil)-1-oxo-2-propen-1-ilJoxi]-
1,5-dihidroxi-, éster metil-ciclohexanecarboxilico

OH
OH

HO

53
Acido (18,3R,4R,5R)- 3,4-bis[[(2E)-3-(3,4-
dihidroxifenil)-1-oxo-2-propen-1-ylJoxi]-1,5-
dihidroxi-meti ésterl-ciclohexanocarboxilico

T

HOLC XX OH

54
Acido 2E-(+)-3-[3,4-dihidro-3-hidroxi-
2,2-dimetil-8-(3-metil-2-buten-1-il)-2H-
1-benzopiran-6-il]- 2-propendico
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CO2H
Acido benzenopropanmco, (2E)-4-[5-[(1E)-

2-carboxietenil]-2-hidroxi-3-(3-metil-2-buten-
1-il)fenil]-2-metil-2-buten-1-il

56
Acido 2E-3-[2,2-dimetil-8-(3-metil-2-buten-1-il)-2H-
1-benzopiran-6-il]-2-propendico

Zjé@*

Acido-2-propendico, 3- [2,3 -dihidro-7-(3-metil-2-

buten-1-il)-2-(1-metiletenil)-5-benzofuranil]-, (2E)-

(+)

CHs

o)
Il |
CH=CHCOCH2CH=CCH20H2CH=(|)—
H OQ/

58
Acido 3-(4-hidroxifenil)-3,7-dimetil-2,6-octadienil
éster-2-propendico

O

: CH= CHCOCHZCH C(CHa)s

Acido 3-(4-hidroxifenil)- 3 metll 2-buten-1-il- éster-

2-propendico

(CHg)2C=CH—CH

O

=

HO.CCH=CH

. 60

Acido 3-[2,2-dimetil-8-(3-metil-2-buten-1-il)-2H-1-
benzopiran-6-il]-2-propendico

i CH3CH=C(CH3)>

CH=CH— COgH

Acido 3-[4- hldrOXI 3-(3-metil-
2-buten-1-il)fenil]-2-propenéico

HO,C—CH=CH CH2CH=C(CHa)2

OH
CH.CH

62
Acido 3-[4-hidroxi-3,5-bis(3-metil-2-buten-1-il)fenil]-
2-propendico

SN

CH—C—CHO
63

3-fenil-2-metil-2-propenal

OCH,3

CH=—CH—CO,H
OCH,

64

Acido 3-(2,5-dimetoxifenil)-2-propendico
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H3CO

HsCO CH =CH-CO,H

@)
@)
T
» w

5

Acido 3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-propendico

@ I
CH=— CH—COCH,CHj

66

Acido 3-fenil-etil -2-propendico

CN

-

I
CH=C—CO,H
67

Acido 3-fenil2-ciano-2-propendico

HsCO
; ~CH=CH—CO,H

OCH,

68

Acido 3-(2,4-dimetoxifenil)-2-propendico

Hs

CH=CH—CO,H

£

9

Acido 3-(4-metilfenil)-2-propendico

agl
CH=CH—CO,H

70

Acido 3-(1,3-benzodioxol-5-il)-2-propendico

CH=CH-OH

HO

bS

OCHs

71

4-hidroxi-3-metoxicinamico alcool

|
HaC CH=—CH— COZCHZCHgT@—
HO: :;:

OCH,

72

Etanaminium-2-[[3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-
1-0x0-2-propen-1-ilJoxi]-N,N,N-trimetil

HO

-

CH=CH—CO,H
73

Acido 3-(4-formalfenil)-2-propenéico

CH=CHCOH
HaCO™ ;
OH
74

Acido 3-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2-Propendico
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@)

Il
CH=CHCOCH,CHjs
HO ;
OH

75

Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-etil-2-Propendico

O
I

CH=CHCOCH;
HO~ ;
OH
76

Acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-metil-2-Propendico

@)
X OH
HO

0
X OH
HO3SO
OH

OSOzH 78

77 Acido 2E-3-[3-hidroxi-4-(sulfoxi)fenil]-2-propendico

Acido 2E-3-[(4-hidroxi-3-sulfoxi)Fenil]-2-
propendico
O 0]
NN NS
Q/\)‘\ OCH; OH
HO3SO HO,SO

79 OCHjs
Acido 2E-3-[4-(sulfoxi)fenil]-1-metil- 2-propendico 80

Acido 2E-3-[3-metoxi-4-(sulfoxi)fenil]-2-propenéico

(0]
@/\/\‘\OH
HO5SO

81
Acido 2E-3-[4-(sulfoxi)fenil]-2-propenéico

o)
X OH
HO,SO

OSO4H

82
Acido 2E--3-[3,4-bis(sulfoxi)fenil]-2-propendico




Capitulo 4

Determinacao Estrutural



Capitulo 04 — Determinagao Estrutural

4 - DETERMINACAO ESTRUTURAL
4.1 - Determinacao estrutural de SR-1

A substancia denominada SR-1 (Fluxograma 01, pag. 100) foi isolada
através de tratamento cromatografico em coluna de gel de silica do extrato
hexanico (ltens 5.4.2. e 5.4.3, pags. 87 e 88), como um solido cristalino em
forma de agulhas, com faixa de fusao 172,2-173,9 °C.

No espectro de absorgédo na regiao do infravermelho (Fig. 04, pag. 25)
de SR-1 foram observadas absorg¢des caracteristicas de grupo hidroxila (von
3361 cm™), ligacdo olefinica (vcy 3071 e vec 1642 cm™), de bandas
correspondentes aos grupos metil, metileno e metino (vcy 2942 e 2868, o de
CHz em 1454 e de CHz em 1381 cm™), além de banda atribuida & deformacao
de ligacdo C-O (vcy 1040 cm™).

Os espectros de RMN '®C-BB (Figs. 05 e 06, pags. 26 e 27) de SR-1
mostraram trinta sinais indicando um composto de natureza triterpénica. A
comparacao com o espectro de RMN "*C-DEPT (Figs. 07 e 08, pags. 28 e 29)
permitiu reconhecer o padrao de hidrogenacao correspondentes a cada atomo
de carbono, sendo seis carbonos ndo hidrogenados, seis metinicos, onze
metilénicos (um olefinico) e sete carbonos metilicos (Tabela 05, pag. 22). Os
sinais em d¢ 109,54 (CH,) e 151,18 (C) caracterizaram uma ligacéo olefinica
A% (HzC29=C20) de triterpenos do tipo lupano [Pinheiro et al., 2004] que,
juntamente com o sinal em &c 79,25 correlacionado a um carbono metinico
oxigenado (CH-3) e as demais absor¢des relacionadas aos carbonos saturados
nao funcionalizados, permitiram chegar a formula molecular C3Hs00O de SR-1
(Fig. 03, pag. 25), com indice seis de deficiéncia de hidrogénio (IDH) e
compativel com um triterpeno pentaciclico.

Os espectros de RMN 'H de SR-1 (Figs. 09, 10 e 11, pags. 30, 31 e 32)
apresentaram sinais em o4 4,69 (1H, sl) e 4,57 (1H, sl) atribuidos aos
hidrogénios olefinicos geminados (=CH»-29), 64 3,20 (1H, dd, 6,7 e 11,2 Hz)
correspondente ao hidrogénio carbindlico (H-3) e é4 0,97 (3H, s), 0,76 (3H, s),
0,83 (3H, s), 1,03 (3H, s), 0,95 (3H, s), 0,79 (3H, s) e 1,68 (3H, s; metil vinilico),
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referentes aos hidrogénios dos sete grupos metila terciarios do esqueleto

lupano.

Finalmente, a comparagdo com dados de RMN *C e 'H registrados na
literatura [Pinheiro et al., 2004] e [Aratanechemuge et al, 2004] (Tabelas 06 e

07, pag. 23 e 24) permitiu reconhecer SR-1 como o triterpeno 34-Lup-20(29)-

en-3-ol, conhecido comumente como lupeol.

Tabela 05 - Deslocamentos quimicos de RMN '*C (500 MHz, CDCls) de SR-1
por padréao de hidrogenagéo.

Cc CH CH, CH; Total
151,18 79,25 109,54 28,22
43,23 55,56 40,24 19,54
43,08 50,70 38,96 18,23
41,09 48,57 35,83 16,34
39,09 48,22 34,54 16,22
37,42 38,32 30,09 15,59

27,66 14,79
27,70
25,41
21,18
18,56
Ce CeHs Ci1Hz C7Hz

1 x OH

C3OHSOO
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Tabela 06: Comparacgdo dos dados de RMN 'C-BB (§) para o triterpeno lupeol
de SR-1 os da literatura [Pinheiro et al., 2004].

#C Tipode C oC (SR-1) oC (Lupeol)
1 CH, 38,96 38,78
2 CH; 27,70 27,78
3 CH 79,25 79,05
4 C 39,09 38,91
5 CH 55,56 55,37
6 CH, 18,56 18,36
7 CH; 34,54 34,36
8 C 41,09 40,96
9 CH 50,70 50,51
10 C 37,42 37,26
" CH; 21,18 20,99
12 CH; 25,41 25,22
13 CH 38,32 38,13
14 C 43,08 42,90
15 CH; 27,66 27,51
16 CH, 35,83 35,64
17 C 43,22 43,04
18 CH 48,57 48,38
19 CH 48,22 48,03

20 C 151,18 150,96

21 CH, 30,10 29,92

22 CH; 40,24 40,06

23 CHs 28,22 28,04

24 CHs 15,59 15,40

25 CH; 16,34 16,15

26 CH, 16,22 16,03

27 CH, 14,79 14,60

28 CHs 18,23 18,05

29 CH, 109,54 109,36

30 CHs 19,54 19,36
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Tabela 07: Comparagéo entre os dados de RMN 'H de SR-1 (500 MHz, CDCls)
com os da literatura (500MHz, CDCl3) [Aratanechemuge et al, 2004].

#C o1 (SR-1) ou (Lupeol)

1 1,64 (1H, m); 0,91 (1H, m) 1,65(1H, m); 0,90 (1H, m)
2 1,60 (1H, m); 1,66 (1H, m) 1,59 (1H, m); 1,67 (1H, m)
3 3,20 (1H, dd, J= 6,7 e 11,2 Hz) 3,20 (1H, dd, J= 5,03 e 11,5 Hz)
4 ] ]

5 0,68 (1H, m) 0,68 (1H, m)

6 1,39 (1H, m); 1,50 (1H, m) 1,40 (1H, m); 1,50 (1H, m)
7 1,34 (1H, m); 1,39 (1H, m) 1,32 (1H, m); 1,42 (1H, m)
8 ] ]

9 1,29 (1H, m) 1,29 (1H, m)

10 - -

" 1,20 (1H, m); 1,37 (1H, m) 1,20 (1H, m); 1,40 (1H, m)
12 1,08 (1H, m); 1,66 (1H, m) 1,07 (1H, m); 1,68 (1H, m)
13 1,66 (1H, m) 1,68 (1H, m)

14 ] ]

15 0,97(1H, m); 1,66(1H, m) 1,00 (1H, m); 1,68 (1H, m)
16 1,37 (1H, m); 1,47 (1H, m) 1,37(1H, m); 1,48 (1H, m)
17 - -

18 1,37 (1H, m) 1,37 (1H, m)

19 2,38 (1H, ddd, J= 16,1, 10,7 e 5,4Hz) | 2,38 (1H, ddd, J= 11,0, 11,0 e 5,6 Hz)
20 ] ]

21 1,37 (1H, m); 1,92 (1H, m) 1,37 (1H, m); 1,92 (1H, m)
22 1,37 (1H, m); 1,20 (1H, m) 1,37 (1H, m); 1,19 (1H, m)
23 0,97 (3H, s) 0,97 (3H, s)

24 0,76 (3H, s) 0,76 (3H, s)

25 0,83 (3H, s) 0,83 (3H, s)

26 1,03 (3H, s) 1,03 (3H, s)

27 0,95 (3H, s) 0,94 (3H, s)

28 0,79 (3H, s) 0,79 (3H, s)

29 4,57 (1H, s); 4,69 (1H, s) 4,54 (1H, brs); 4,67 (1H, brs)
30 1,68 (3H, s) 1,68 (3H, s)
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Figura 03: Estrutura de SR-1 - 34-Lup-20(29)-en-3-ol
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Figura 04: Espectro de absorcao na regiao do Infravermelho (NaCl) de SR-1.
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4.2 — Determinacao estrutural de SR-2Ac

A substancia SR-2 foi isolada a partir da fragdo acetato de etila -
metanol 5% do extrato etandlico da casca da raiz de Sclerolobium
rugosum (Fluxograma 02, pag. 101 e 102) através de cromatografia em
coluna de gel de silica. SR-2 apresentou-se como um sélido amorfo
branco, soluvel em piridina e com faixa de fusdo 290,8-292,5°C. Tendo
em vista facilitar a solubilidade, como também, obter informacao
estrutural, SR-2 foi acetilada. O derivado (SR-2Ac) obtido foi soluvel em
cloroférmio e com faixa de fusao 163,5-165,3°C.

O espectro de SR-2 na regido do IV (Fig. 13, pag. 37) apresentou
bandas caracteristicas de grupos hidroxila (von 3477 e 3415 cm™),
alquilicos (vcn 2919, 2850 e ¢y 1463 cm™), além de ligagdo C-O (veo
1168 cm™). No espectro do IV (Fig. 14, pag. 37) de SR-2Ac foram
evidentes as auséncias das bandas correspondentes aos grupos hidroxila,
porém, exibiu uma banda forte relacionada a deformagao axial de grupo
de carbonila de éster (vc-0 1751 cm™), de grupos metila (Schs 1377 cm ™)
além de intensa banda referente a deformacgéo axial de ligacdo simples
carbono—oxigénio (vco 1229 cm™).

Os espectros de RMN '°C-BB de SR-2Ac (Figs. 15 e 16, pags. 38
e 39), permitiram identificar 43 linhas espectrais principais. A analise
comparativa com o espectro de RMN "*C-DEPT 135¢ (Figs. 17 e 18, pags.
40 e 41) possibilitou caracterizar dois carbonos olefinicos, sendo um néo
hidrogenado em &c 140,57 e outro mono-hidrogenado em ¢ 122,37,
deslocamentos quimicos caracteristicos dos atomos de carbonos C-5 e
CH-6, respectivamente, do anel B em alguns esterdides (e alguns
triterperndides). Foi observado também a presenca de sinais para
quatorze carbonos metinicos (treze sp® e um sp?), doze metilénicos, dez
metilicos, além de mais dois carbonos saturados nao hidrogenados.
Dentre os carbonos metinicos, seis sdo oxigenados, enquanto, dos
carbonos metilénicos, apenas um esta ligado a oxigénio, situacao

compativel com a presenca de uma unidade de hexose (5 CH-O + 1 CHa-
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O) ligada a um esteroide (Ca9). Assim, do total de quarenta e trés
carbonos previstos, deduzindo-se vinte nove carbonos devidos a ao
esqueleto esteroidal, os quatorze carbonos restantes foram atribuidos a
uma unidade de agucar (na forma acetilada: dc-o 169,50; 169,61; 170,55
e 170,89) identificada como sendo a glicose através dos sinais em dc
62,31 (CHz- O) e 99,84 (O-CH-O).

Os espectros de RMN "H de SR-2Ac (Figs. 19, 20 e 21, pags. 42,
43 e 44), exibiu, caracteristicamente, os sinais referentes aos hidrogénios
do glicosideo na faixa de dy 4,10-5,20, ao hidrogénio olefinico H-6 em &y
5,36, bem como os sinais do sistema esteroidal. Em adicdo, destacaram-
se 0s sinais intensos e simples em &y 2,00; 2,02; 2,05; 2,08, relativos aos
hidrogénios metilicos dos grupos acetoxila.

A comparacdo dos dados obtidos nos espectros com os dados
encontrados na literatura [Faizi et al, 2001] (Tabela 08, pag. 35)
confirmou que SR-2Ac (Fig. 12, Pag. 34) tratava do acetato-3-B-O-3-D-

glicopiranosil sistoterol.

Figura 12: Estrutura de SR-2Ac.



Capitulo 04 — Determinagao Estrutural

Tabela 08: Comparacdo dos dados de RMN '*C-BB (8) de SR-2Ac com
aqueles registrados na literatura para acetato-3-8-O-B-D-glicopiranosil

sistoterol (Faizi et al., 2001).

#C Tipo de Carbono dc SR-2Ac dc (acetato )
1 CH; 37,40 37,23
2 CH; 29,90 29,48
3 CH 80,29 80,11
4 CH; 39,12 38,95
5 C 140,57 140,45
6 CH 122,37 122,20
7 CH; 32,14 31,96
8 CH 32,07 31,90
9 CH 50,37 50,23
10 C 37,41 36,75
" CH; 21,25 21,06
12 CH; 39,94 39,78
13 C 42,54 42,36
14 CH 56,95 56,81
15 CH; 24,49 24,30
16 CH; 28,44 28,24
17 CH 56,25 56,12
18 CHs 12,06 11,86
19 CHs 19,55 19,35

20 CH 36,33 36,14

21 CHs 18,98 18,79

22 CHs 34,15 33,99

23 CH. 26,26 26,15

24 CH 46,04 45,91

25 CH 29,35 29,23

26 CHs 19,23 19,06

27 CHg 20,01 19,81

28 CH; 23,26 23,12

29 CHs 12,18 11,99
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#C Tipo de Carbono oc SR-2Ac dc (acetato)
v CH 99,84 99,71
2 CH 71,71 71,59
3 CH 73,13 72,99
4 CH 68,75 68,66
5 CH 71,89 71,76
6 CH, 62,31 62,18
2" C=0 169,50 169,34
3" C=0 170,55 170,39
47 C=0 169,61 169,45
6” C=0 170,89 170,72
2" CHs 20,84 20,60
3 CHs 20,81 20,60
4 CH, 20,92 20,69
6" CHs 20,97 20,69
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Figura 13: Espectro de absorcado na regiao do Infravermelho (KBr) de SR-2.
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4.3 — Determinacao estrutural de SR-3

A substancia SR-3 foi isolada a partir do extrato etandlico da casca da
raiz através de cromatografia em coluna de gel de silica eluida com hexano/
acetato de etila 10%, como um soélido branco, soluvel em cloroférmio e faixa de
fusédo 76,8-79,7°C (Fluxograma 03, pag. 103).

O espectro de absorcao na regiao do Infravermelho (Fig. 24, pag. 47)
de SR-3 mostrou uma banda pequena e larga associada a deformacao axial de
grupo hidroxila (von 3337 cm™); absorgées fortes atribuidas a deformacao axial
de ligagdo carbono-hidrogénio de grupos alifaticos (v 2917 e 2849 cm™);
absorcao caracteristica de deformacgao axial de grupo carbonila (vc-o 1711 cm’
"); deformacdo axial de ligacdo olefinica (ve_c 1626 c¢cm™), além de bandas
correspondentes as deformacdes axiais de sistema aromatico (ve-c 1605, 1513
e 1463 cm™).

Os espectros de RMN 'H de SR-3 (Figs. 25 e 26, pags. 50 e 51),
exibiram sinais em &y 7,62 (1H, d, J=15,9 Hz) e 6,30 (1H, d, J= 15,9 Hz) que
caracterizaram hidrogénios vinilicos em ligacao com estereoquimica trans. Os
altos valores de deslocamento quimico foram compativeis com uma ligacao
olefinica conjugada ao grupo carbonila, caracterizado anteriormente, no
espectro no IV (vco 1711 cm™). Em adicéo, o espectro de RMN 'H mostrou,
também na regido de desprotecao, sinais em oy 7,43 (2H, d, J=8,5 Hz) e 64 6,8
(2H, d, J=8,5 MHz), situagdo indicativa de um sistema aromatico para
substituido. Foram observados ainda sinais em &y 0,88 (3H, t, J=6,7 Hz), du
1,26 (sinal intenso com integracdo para 59 hidrogénios caracterizando a
presenca de uma extensa cadeia alcanica), oy 4,19 (2H, t, J=6,7 Hz, tipico de
hidrogénios oximetilénicos), além de outro sinal em oy 1,70 (m) (Tabela 10,
pag. 49).

Nos espectros de RMN *C-BB (Fig. 27 e 28, pags. 52 e 53) e DEPT
135° (Fig. 29 e 30, pags. 54 e 55) de SR-3 as absorcdes em &c 167,88 (C)
indicativa de carbonila de éster conjugado e dc 157,93 (C) de carbono
aromatico oxigenado, permitiram estabelecer o sistema aromadtico para
substituido (conforme deduzido no espectro de RMN 'H), através da unido do
grupo hidroxila e da ligagdo dupla carbono-carbono conjugada a carbonila ao




Capitulo 04 — Determinagao Estrutural

anel aromatico [deslocamentos quimicos em d¢c157, 93 (C) e d¢c127, 54 (C),
respectivamente]. A analise evidenciou também os sinais devidos a carbonos
sp® em 8¢ 130,18 (CH, 2Cs), 8¢ 116,10 (CH, 2Cs), 8¢ 144,58 (CH) e &c 115,93
(CH), carbonos sp® em &8¢ 64,94 (carbono metilénico oxigenado), &c 29,89
(carbonos metilénicos) e 8¢ 14,33 (carbono metilico), esses trés ultimos sinais,
se trata ser da extensa cadeia alquilica proveniente do alcool de esterificacao
(Tabela 10, pag. 49).

As interagdes observadas nos espectros RMN de correlagdo homo ('H-
'H COSY) e heteronuclear ('H-'*C HMQC e 'H-"*C HMBC) corroboraram as
estruturas parciais indicadas. Por exemplo, no espectro 'H-'H COSY (Fig. 31,
pag. 56) foram observadas as correlagbes entre os hidrogénios H-2/H-6 (dn
7,43) e H-3/H-5 (d4 6,85), assim como, entre H-7 (o4 7,62) e H-8 (dn 6,30), que
justificaram o sistema aromatico para substituido e a ligacao dupla carbono-
carbono, respectivamente. No espectro HMQC (Fig. 32, pag. 57) os
deslocamentos quimicos em d¢c 116,10 e 115,93 atribuidos aos carbonos C-
3/C-5 e C-8, respectivamente, foram comprovados através do espectro HMIBC
(Fig. 33, pag. 58) pelas correlacdes observadas entre os hidrogénios H-3/H-5
(84 6,85) e o carbono C-4 (6c 157,93) e pelas correlagdes observadas entre H-
7(04 7,62) e o carbono C-8 (dc 115,93). Vale ressaltar a correlagdo do
hidrogénio H-7 com o carbono carbonilico C-9 (8¢ 167,88). QOutras correlacées
importantes registradas nos espectros bidimensionais foram indicadas na
estrutura e relacionadas na Tabela 09, pagina 48. Através dos dados
espectroscépicos e em comparacdo dos dados da literatura [Santos, 2007]
para substancias analogas (Fig. 22, pag. 47), a estrutura de SR-3, foi

caracterizada como sendo um éster derivado do acido cinadmico.

O espectro de massas de SR-3 (Fig. 32, pag. 64) com pico do ion
molecular em m/z 584, possibilitou determinar o tamanho da cadeia alquilica e
os possiveis fragmentos correspondentes aos principais picos (Fig. 33, péag.
64). Assim, a estrutura de SR-3 (Fig. 23, pag. 47) foi identificada como sendo o
frans-riacontila-4-hidroxicinamato, que estd sendo relatada pela primeira vez
no género de Sclerolobium.
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Figura 23: trans-triacontila-4-hidroxicinamato (SR-3).
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Tabela 09 - Dados de RMN 'H (500 MHz, CDCls) e RMN **C de SR-3

HMQC HMBC
3¢ SH “Jen %Jen
C
1 127,54 - H-7 H-8
4 157,93 - H-5 H-6
9 167,88 - H-8 H-7, 2H-11
CH
2/6 | 130,18 7,43 (d, J=8,5) H-3, H-5 H-7
3/5 | 115,93 6,85 (d, J=8,5) H-2, H-6 -
7 144 .58 7,62 (d, J=15,9) H-8 H-2, H-6
8 115,93 6,30 (d, J=15,9) H-7 -
CH;
11 64,94 419 (t, J=6,7) 2H-12 2H-13
12 29,83 1,70 (m) 2H-11, 2H-13 -
13 26,22 1,39 (m) 2H-12 2H-11
14-37| 29,89 1,26 - -
38 | 32,17 - 2H-39 3H-40
39 22,93 - 3H-40, 2H-38 -
CH;
40 14,33 0,88 (t, J=6,7) 2H-39 2H-38
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Tabela 10 - Comparacdo dos dados de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) e RMN *C
de SR-3 com os descritos na literatura [SANTOS, 2007] para trans-triacontila-4-
hidroxicinamato.

MeO | 56,52 3,94 (s) : 5
LITERATURA ohR-3
dc On dc O
Cc
1 | 127,48 i 127,54 i
3 | 147,15 i i i
4 148,29 - 157,93 -
9 167,81 - 167,88 -
CH
2 | 109,69 704 (d, J=82) |130,18 7.43(d, J=8,5)
3 i i 116,10 6,85 (d, J = 8,5)
5 | 115,10 6,92 (d, J=8,2) |116,10 6,85 (d, J = 8,5)
6 | 123,45 7,08(dd, J=8,2) |130,18 7,43 (d, J=8,5)
7 | 145,03 762(d, J=15,8) |144,58 7,62 (d, J=15,9)
8 | 116,10 6,30 (d, J= 15,9) |115,93 6,30 (d, J= 15,9)
CH,
11 | 65,10 4,20 (1) 64,94 419 (t, J=6,7)
12 | 29,12 1,71 (m) 29,85 1,70 (m)
13 26,41 1,40-1,15 (m) 26,22 1,39 (m)
14-37 - - 29,89 1,26
14-28| 30,11- 1,40-1,15 (m) - -
29,72
38 - - 32,17 -
29 | 32,33 1,40-1,15 (m) i i
39 - - 22,93 -
30 | 23,10 1,40-1,15 (m) i i
CH;
31/40| 14,52 0,89 (t, J= 6,4) 14,33 0,88 (t, J=6,7)
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Figura 30: Espectro expandido de RMN "*C-DEPT 1352 de SR-3, em CDCl; a 125 MHz.
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Tendo como um dos objetivos a comprovacao estrutural, o composto
SR-3 foi submetido a uma reagdo de ozondlise (ltem 5.5.2, pag. 110)
fornecendo uma mistura de produtos, entre os quais, foi possivel identificar
através dos espectros de RMN ('H e 'C) a presenca do para-
hidroxibenzaldeido (SR-30z), conforme esperado (Fig. 34).

W/%\/‘I 0 >
—_ >
12 24 39 CHCl;
HO
SR-30z

SR-3

Figura 36: Estrutura SR-3 para SR-30z

Assim, os espectros de RMN '*C-BB (Fig. 39, pag. 64) e DEPT 135°
(Fig. 40, pag. 65) registrados em cloroférmio deuterado de SR-30z mostraram
auséncia dos sinais em dc 144,55; 115,97 e 167,88 relativos aos carbonos
olefinicos (C-7 e C-8) e carbonilico de éster (C-9), respectivamente,
observados no espectro RMN '*C-BB de SR-3, porém, a presenga de um sinal
em §c 191,13 (observado no espectro DEPT), indicando a formacao de
carbonila de fung¢ao aldeido conjugado, bem como, dos sinais em &¢c 132,63 e
116,18 correspondentes aos carbonos C-2/C-6 e C-3/C-5 do anel aromatico p-
substituido, respectivamente. Em adicao, no espectro de hidrogénio (Fig. 38,
pag. 63) de SR-30z vale destacar o desaparecimento dos sinais em oy 7,62 (d)
e 6,30 (d) dos hidrogénios da ligacao olefinica, assim como, do sinal em dy
4,19 (t) dos hidrogénios oximetilénicos de SR-3, conforme esperado. Os dados
dos espectros de RMN ('H e 'C) registrados em CDCl; de SR-30z foram
mostrados na Tabela 11, pagina 62. O espectro de massas (Fig. 41, pag. 66)
de SR-30z registrou pico em m/z 122, correspondente ao peso molecular de
SR-30z e pico em M-1 (uma caracteristica de espectro de massas de
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aldeidos), além dos principais picos em m/z 105, 93, 76, 65 e 39, resultantes de
possiveis fragmentagdes conforme mostrado na Figura 42, pagina 66.

O produto bruto resultante da reacao de ozondlise foi submetido a uma
coluna cromatografica de gel de silica eluida com cloroformio e foram obtidos
os espectro de RMN ('H e '°C) da fracéo cloroférmica, registrados em metanol
deuterado. Embora, o espectro de RMN 'H (Fig. 43, pag. 67) ainda mostre a
presenca de pequena quantidade de material alifatico como impureza (64 1,29
e 0,87), foram observados claramente os sinais referente ao para-
hidroxibenzaldeido, conforme valores da Tabela 11, pag. 62. No espectro de
RMN '3C (Fig. 44, pag. 68) nao foram observados os deslocamentos quimicos
relativos aos carbonos nao hidrogenados C-1 e C-4.
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62

Tabela 11: Dados de RMN *C e '"H (CDCl; e CDsOD, 500 MHz) de SR-30z e
dados de RMN 'C da literatura (C3DeO, 300 MHz) [Ji et al, 2005] e (CDCls, 300
MHz) [Silverstein et al, 2000].

LITERATURA SR-30z

c d¢c (C3D60) | 8¢ (CDClIs) | 6c(CDCl3) | 8¢(CDsOD) S4(CDCl3) o4 (CDs0D)
1 128,28 130,20 =131,00 - -
2/6 130,83 132,10 132,63 133,55 7,82 (d, J=8,55) | 7,77 (d, J=8,7)
3/5 114,55 114,5 116,18 117,00 6,96 (d, J=8,45) | 6,92 (d, J=8,7)
4 161,70 164,90 =162,00 - -
7 189,20 191,00 191,13 192,91 9,88 (s) 9,76 (s)

BT o /\\/\/\ N f " \m

164

4;307 pron o . w0 o0 :

Figura 37: Espectro de absorgao na regiao do Infravermelho (NaCl) de SR-30z.
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4.4 — Determinacao estrutural de SR-4

A substancia denominada SR-4 (Fluxograma 04, pag. 104) foi
obtida através de cromatografia em coluna de gel de silica a partir do
extrato etandlico (Itens 5.4.12, pag. 98), como um sélido branco amorfo e
com faixa de fuséo 271,6-273,8 °C.

O espectro de absorcao na regidao do infravermelho (Fig. 47, pag.
73), mostrou uma banda larga associada a deformacao axial de grupo
hidroxila(vo.n 3393 cm™), fortes absorgdes associadas a deformagao axial
de ligacdo carbono-hidrogénio (vc.42960 cm™) e a deformagdo angular de
grupos metileno e metil (8cz 1454 e Scuz 1379 cm™), além de absorcdes
representativas de deformacgao axial de alcool e/ou éter(vc.o 1072 e 1024
cm™).

Os espectros de RMN 'H (Figs. 48, 49 e 50 pags. 74, 75 e 76) e
RMN '*C (Figs. 51 e 52, pag. 77 e 78) revelaram claramente, através dos
sinais compreendidos entre dy 5,07 e 3,97 e entre 5c 103,10 e 63,35,
respectivamente, que SR-4 tratava-se de uma mistura esteroidal
glicosilado.

No espectro de RMN *C-BB (Figs. 51 e 52, pag. 77 e 78) foram
observadas trinta e cinco linhas espectrais majoritarias. A andlise dos
espectros de RMN '®C DEPT 135° (Fig. 53 e 54 pag. 79 e 80) revelou na
regido de carbonos olefinicos, a presenca de um carbono nao-
hidrogenado em d¢c 141,4 e trés carbonos metinicos &c 122,4; 136,3 e
129,8. Estes dados indicaram que as agliconas da mistura tratavam-se
dos esterdides sitosterol e estigmasterol, conforme a literatura [Kojima et
al, 1990]. Foram observadas também a presenca de sete linhas
espectrais correspondentes a carbonos oxigenados com hibridacdo sp?,
sendo seis destas, caracteristicas de uma unidade de glicose: 6¢c 103,10;
79,08; 78,94; 75,82; 72,21 e 63,35. Essas observagdes, em conjunto com
aquelas vistas no espectro de RMN 'H, que revelou os sinais em &y 5,37;
5,07; 4,99 relativos a atomos de hidrogénios olefinicos, e ainda, sinais em
oy 4,57 (1H); 4,44 (1H); 4,31 (3H); 4,08 (1H); 3,97 (2H) da unidade

glicosidica (e um hidrogénio carbindlico da unidade esteroidal), levaram a
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conclusdo de que SR-4 era constituida da mistura de esterdides sitosterol
e estigmasterol glicosilados.

A Tabela 12, pagina 72 mostra a comparagéo com dados de RMN '3C de
SR-4 com dados registrados na literatura [Kojima et al, 1990] para a
mistura dos esterdides g-sitosterol [SR-4(1)] e estigmasterol [SR-4(2)]
glicosilados (Fig. 46, pag. 71).

Figura 46: Estrutura de SR-4- 3-sitosterol glicosilado (1) e estigmasterol glicosilado

(2).



Capitulo 04 — Determinagao Estrutural

Tabela 12: Comparacdo entre os dados de RMN '*C-BB de SR-4
(piridina-ds, 500 MHz) com os dados descritos na literatura para mistura

do B-sitosterol (1) e estigmasterol (2) glicosilados (piridina-ds, 100 MHz)

[Kojima et al, 1990].

Carbono SR-4(1) SR-4(2) 1 2
1 38,0 37,6
2 30,7 30,3
3 78,6 78,3
4 39,8 39,4
5 1414 141,0
6 122,4 122,0
7 32,7 32,2
8 32,5 32,1
9 50,8 50,4
10 37,4 37,0
11 21,8 21,4
12 40,4 39,8 40,0 39,9
13 43,0 39,5 42,6 42,4
14 57,2 57,3 57,0 57,1
15 25,0 25,0 24,6 24,7
16 29,0 30,0 28,7 29,4
17 57,3 56,7 56,3 56,2
18 12,4 12,5 12,0 12,3
19 19,5 19,3
20 36,9 40,4 36,5 40,9
21 19,5 23,9 19,1 21,7
22 34,7 136,3 34,3 138,9
23 26,9 129,7 26,4 129,5
24 46,5 50,8 46,1 51,5
25 30,0 32,7 29,5 32,2
26 19,8 21,8 19,5 21,4
27 20,4 20,1
28 25,0 26,9 23,4 25,8
29 12,5 12,6 12,2 12,6
1’ 103,1 102,6
2 75,8 75,4
3 79,0 78,7
4 72,2 71,7
5 78,9 78,5
6’ 63,3 62,9
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Objetivando complementar a caracterizagdo, SR-4 foi submetido a uma
reacao de hidrélise em presenga de acido cloridrico 1,5 mol/L, sob refluxo (ltem
5.5.3, pag. 110). Em acordo com o esperado, foi obtida a mistura dos
esteroides B-sitosterol [SR-4Hid(1)] e estigmasterol [SR-4Hid(2)] (Fig. 55, pag.
81), conforme o espectro de RMN 'H (Fig. 56, pag. 82). Assim, o espectro de
RMN de 'H do produto de hidrélise ndo registrou os sinais referentes de
hidrogénios da unidade glicosidica. Entretanto, foram observados apenas
sinais dy 5,36; 5,15 e 5,12 para os atomos de hidrogénio olefinicos H-5 (d, J =
4,9 Hz), H-22 (dd) e H-23 (dd), respectivamente. Em adicao, foi observado com
destaque, o sinal referente ao hidrogénio H-3 carbindlico da unidade esteroidal
em oy 3,52 (m).

HCI (1,5 mol/L)
Refluxo
30 min HO

SR-4 SR-4Hid (77,5%)

A’ = B-sitosterol [SR-4Hid(1)]
A>* = estigmasterol [SR-4Hid(2)]

Figura 55: Estrutura SR-4 para SR-4Hid.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. ESTUDO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS SECUNDARIOS DE
SCLEROLOBIUM RUGOSUM.

5.1.1. Material botanico

O lenho e as cascas da raiz de Sclerolobium rugosum foram coletadas
no municipio de Acarape-CE, em 20 de dezembro de 2006. A identificacao
botanica desta espécie foi realizada pelo professor Edson de Paula Nunes, do
Departamento de Biologia, da Universidade Federal do Ceara. Sua exsicata
encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do

Ceara.

5.2. METODOS CROMATOGRAFICOS

5.2.1. Cromatografia liquida em coluna aberta (CC)

As fragdes obtidas a partir dos extratos hexanico e etanélico do lenho e
das cascas da raiz de Sclerolobium rugosum foram submetida a cromatografia
de adsorgao através da coluna de gel de silica 60 da Merck (J um 63-200). O
comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades

de amostras submetidas a cromatografia.

5.2.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) foram usadas de dois
tipos, as preparativas feitas de placas de vidro com dimensdes 20x20 cm com
gel de silica 60(d um 2-25) e cromatoplacas de gel silica 60 (@ um 2-25) sobre

aluminio da Merck (com indicador de fluorescéncia na faixa de 254nm).
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As revelagcdoes das substancias na cromatoplacas analiticas foram
realizadas através da exposicao destas a irradiacao ultravioleta (UV) nos dois
comprimentos de onda (254 e 365 nm), realizada em aparelho Spectroline
modelo ENF 240 C/F emitidos por lampada modelo VL-4.LC da Vilber Lourmat;
e pela pulverizagdo com solugdo de vanilina (CgHgO3) [de acido perclérico
(HCIO4) e etanol (CoHsOH)], seguido de aquecimento na chapa aquecedora em
torno de temperatura 100°C por aproximadamente cinco minutos.

Foram utilizados solventes de qualidade PA (Synth) tais como Hexano,
Cloroférmio, Diclorometano, Acetato de Etila, etanol e Metanol, isocraticos ou
em misturas binarias, em uma ordem crescente de polaridade. Os eluentes
usados nos tratamentos cromatograficos de adsor¢cédo foram escolhidos apéds
andlise prévia das fragcoes (a serem estudadas) por CCD, a fim de permitir ao
constituinte desejado (ou aquele de menor Rf) apresentar Rf proximo de 0,3.

A remocédo dos solventes brutos (hexano e etanol) de extratos e das
fracoes resultantes das cromatografias foi realiza em evaporador rotatério

BUCHI modelo B-480 & pressao reduzida.
5.3. METODOS ESPECTROMETRICOS
5.3.1. Espectrometria de absorcao na regiao do Infravermelho (IV)

Os espectros de IV foram obtidos em espectdmetro Perkin-Elmer,
modelo FT-IR Espectrum 1000 pertencente ao Departamento de Quimica
Organica e Inorganica, UFC. As amostras foram analisadas em pastilha de
brometo de potassio (KBr) e em filme sobre pastilha de NaCl.

5.3.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN
'H) e carbono-13 (RMN '3C), unidimensionais e bidimensionais, foram obtidos
em espectromentro Bruker, modelo Avance DPX-500 ou modelo Avance DRX-
300, operando nas frequiéncias de 125 MHz e 75 MHz para carbono-13 e 500
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MHz e 300 MHz para hidrogénio e espectrometro Bruker modelo DRX-500,
pertencentes ao Central Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear da Universidade do Ceara (CENAUREMN-UFC).

Os solventes utilizados na dissolugdo das amostras foram: cloroférmio
deuterado (CDCIs), metanol deuterado (CD3OD) e piridina deuterado (CsDsN),
comercializados pela Norell, Merck e Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelo pico do
hidrogénio pertencente as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes
deuterados utilizados: cloroférmio (dy 7,27 ppm) metanol (64 3,31 ppm) e
piridina (dn 7,23; 7,56 e 8,74 ppm). Nos espectros de carbonos-13, o0s
deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos
carbonos-13 dos solventes deuterados: cloroférmio (6¢ 77,24 ppm), metanol (d¢
49,17 ppm) e piridina (3¢ 124,00; 136,05; 150,57 ppm).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN 'H
foram indicadas segundo a convencgdao: s (singleto), d (dubleto), t (tripleto), dd
(duplodubleto), q (quarteto), e m (multipleto).

O padrao de hidrogenacdo dos carbonos em RMN '3C foi determinado
através da utilizacdo da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer), com angulo de nutagdo de 135° descrito segundo a
convencgao: CH (carbono metinico) e CHz (carbono metilico) com amplitude em
oposicao aos CH, (carbono metilénico). Os C (carbonos nao-hidrogenados)
foram caracterizados pela subtracdo dos sinais espectrais observados no
espectro de carbono-13 BB (Broad Band).

5.3.3. Espectrometria de massas

Os espectros de massas das substancias isoladas foram obtidos em
espectrometro de massa Hewlett-Packard, modelo HP-5971 A, acoplado a
cromatégrafo gas-liquido, modelo HP-5890 A, série |l (CGL/EM), provido de
coluna capilar DB-5 (5% fenil/95% dimetilpolisiloxano) com 30,0 m de
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comprimento, 0,25 mm de diametro interno e filme de 0,1 um, pertencente ao
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC.

Nos experimentos utilizaram-se gradientes de aumento de temperatura
de 4,0 °C/min de 50 a 180°C e 20° C/min de 180 a 280°C, com injetor a
temperatura de 250°C. O gas de arraste utilizado na coluna foi hélio e os
espectros de massa foram obtidos através da técnica de impacto eletrénico a
70 eV.

5.3.4. Ponto de fusao

Os pontos de fusédo, néo corrigidos, foram determinados em um
equipamento de micro determinagao Mettler, com placa aquecedora modelo FP
90, pertencente ao Departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara. As determinagbes foram realizadas com

gradiente de aquecimento de 3°C/min.

5.4. ISOLAMENTO DOS METABOLICOS SECUNDARIOS DE S. RUGOSUM.

5.4.1 Obtencao dos extratos hexanico (SRCH) e etandlico (SRCE)

As cascas da raiz de espécimes de Sclerolobium rugosum (310 g)
foram trituradas mecanicamente e extraidas com solvente hexano (1500mL),
de modo exaustivo e a temperatura ambiente. Apds a evaporagao do solvente
por destilagdo sob pressao reduzida, obteve-se 1,899 de uma graxa marrom
escuro, a qual foi denominada SRCH.

A partir da “torta” remanescente, apos a obtencao do extrato hexanico,
efetuou-se uma extracdo exaustiva com etanol (1500ml), também a
temperatura ambiente. Este solvente foi evaporado por destilacdo sob presséo
reduzida, fornecendo 15,20 g de uma graxa marrom-avermelhada escuro,
denominada SRCE.
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5.4.2. Fracionamento cromatografico de SRCH

O extrato hexanico SRCH (1,89g) foi adsorvido em 4,679 de gel de
silica, pulverizado em gral de porcelana e acondicionada sobre 18,37g de gel
de silica em coluna cromatografica de 4,5cm de diametro. A eluicao aconteceu
de forma isocratica e em ordem crescente de polaridade, utilizando os
seguintes solventes: hexano (200mL), cloroférmio (250mL), acetato de etila
(200mL) e metanol (300mL) resultaram nas fra¢des relacionadas na Tabela 13,

abaixo:

Tabela 13: Fracdes obtidas no fracionamento cromatografico de SRCH

ELUENTES FRACOES ASPECTO MASSA
Hexano SRCH-H Oleo incolor 33,10 mg
Cloroférmio SRCH-CI Sélido amarelo 1,34 g
Acetato de
SRCH-A Graxa verde 336,6 mg
Etila
Metanol SRCH-M Graxa marrom 109,5 mg
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5.4.3 Tratamento cromatografico de SRCH-CI : isolamento de SR-1

A fracdo SRCH-CI (1,22 @), eluida com cloroférmio apresentou-se
como um sOlido de aspecto amarelado. Esta foi adsorvida em
aproximadamente 1,79 de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e
acondicionada sobre 34,90g de gel de silica em coluna cromatografica de
3,5cm de didametro. Utilizou-se com eluentes: Hexano 100%, hexano/acetato de
etila de forma gradiente aumentado a polaridade, acetato de etila 100%,
metanol 100%. Foram obtidas 169 frac6es (10mL cada). A série de eluicao,
juntamente com suas respectivas fragdes obtidas, sdo mostradas na Tabela 14,
pagina 88.

Tabela 14 - Dados referentes ao Tratamento cromatografico de SRCH-CI.

ELUENTES FRACOES
Hexano 100% 1
Hexano / acetato de etila 5% 2-15
Hexano / acetato de etila 10% 16-60
Hexano / acetato de etila 20% 61-89
Hexano / acetato de etila 30% 90-115
Hexano / acetato de etila 40% 16-125
Hexano / acetato de etila 50% 126-136
acetato de etila 100% 137-151
Metanol 152-169

Posterior andlise comparativa por CCD permitiu a reunido das fracoes

idénticas, de acordo com a Tabela 15, pagina 89.
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Tabela 15 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de SRCH-CI.

FRAGCOES ASPECTO MASSA (mg)
3-18 Gordura 267,3
19-25 Sélido branco 42,2
26-34 Sélido amarelo 135,5
35-40 Sélido branco 61,1
41-55 Oleo amarelo 44,2
56-65 Oleo amarelo 19,8
66-71 Sélido verde 44,5
72-79 Sélido verde claro 36,1

80-101 Oleo verde 76,3
102-169 Sélido verde 21,3

Nas fragbes 19-25 (42,2 mg), houve a precipitacao de um solido branco
amorfo, soluvel em cloroférmio, o qual foi separado por filtragdo a vacuo, em
um funil de Blchner. Sucessivas recristalizagcbes deste solido com metanol
resultaram em 9,0mg de um sélido branco e cristalino denominado SR-1
(Fluxograma 01, pag. 100).

A posterior analise espectrométrica de SR-1 e a comparagdao com
dados registrados na literatura [Pinheiro et al., 2004] e [Aratanechemuge et al,

2004], revelaram tratar-se do triterpeno Lupeol.
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5.4.4 Particao de SRCE

O extrato etandlico SRCE (15,20 g) foi solubilizado em metanol (80mL)
e observou-se a formacao de um precipitado marrom escuro que foi separado
por filtracdo. O precipitado (369,8 mg), denominado SRCE-M(2), foi lavado com
metanol (500 mL), adquirindo entdo, uma coloragao creme.

A solugao escura foi concentrada por destilacao sob pressao reduzida,
fornecendo 11,85g de uma graxa marrom escuro, juntamente com um
precipitado marrom escuro. Este precipitado, denominado de SRCE-M(1), foi
lavado com acetato de etila fornecendo a fragao SRCE-M(1) (58,2 mg).

5.4.5. Tratamento cromatografico de SRCE-M(1) : isolamento de SR-2.

A fracdo SRCE-M(1) (58,2mgq) foi adsorvida em aproximadamente 174
mg de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre
8,89 de gel de silica em coluna cromatografica de 2,0 cm de didmetro. A coluna
cromatografica foi eluida sucessivamente com acetato de etila, acetato de
etila/metanol (5%), acetato de etila/metanol (15%) e acetato de etila/metanol

(30%), sendo obtido dez fragdes, conforme Tabela 16, pagina 91.
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Tabela 16 - Dados referentes ao Tratamento cromatografico de SRCE-M(1).

ELUENTES FRACOES
Acetato de etila 1
Acetato de etila/metanol 5% 2-4
Acetato de etila/metanol 15% 5-7
Acetato de etila/metanol 30% 8
Metanol 9-10

A andlise comparativa por CCD permitiu a reunido das fracoes 3 e 4,
fornecendo um sélido branco contendo 18,8 mg e solubilidade em piridina, que
foi denominado de SR-2 (Fluxograma 02, pag. 101).

O espectro de absorgao na regidao do Infravermelho (1V) (Fig. 13, pag.

37) de SR-2 mostrou fortes bandas indicativas de grupos hidroxila.

5.4.6. Tratamento cromatografico de SRCE-M(2)

A fracdo SRCE-M(2) (262,8 mg) foi adsorvida em aproximadamente
240 mg de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada
sobre 22,639 de gel de silica em coluna cromatografica de 2,5 cm de diametro.
A coluna foi eluida de forma isocratica com hexano (50mL), acetato de etila
(200mL), etanol (150mL) e metanol (100mL) resultando nas fragdes que estao

contidas na Tabela 17, pagina 92.
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Tabela 17: Frac6es obtidas da coluna cromatografica de SRCE-M(2).

ELUENTES FRACOES
Hexano 1
Acetato de Etila 2-5
Etanol 6-8
Metanol 9-10

Posterior analise comparativa por CCD permitiu a reunido das fragdes

idénticas, de acordo com a Tabela 18, abaixo.

Tabela 18 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de SRCE-M(2).

FRACAO ASPECTO MASSA (mg)
2-3 Sélido amarelo escuro 153,0
4-5 Sélido amarelado 11,6
6-8 Sélido marrom 33,1
9-10 Graxa marrom 7,2
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5.4.7. Tratamento cromatografico de SRCE-M(2)-23.

A fracdo SRCE-M(2)-23 (153,0 mg) foi adsorvida em aproximadamente
450 mg de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada
sobre 6,21g de gel de silica em coluna cromatografica de 1,8 cm de diametro.
A coluna foi eluida com hexano, hexano/acetato de etila de forma gradiente
aumentado a polaridade, acetato de etila pura e, finalmente, metanol. Cada
fracdo continha 20 mL de solvente. A série de eluicdo, juntamente com suas

respectivas fraces, sdo mostradas na Tabela 19.

Tabela 19 — Fracdes obtidas da coluna cromatografica de SRCE-M(2)-23.

ELUENTE FRACOES
Hexano 1
Hexano/Acetato de Etila 10% 2-4
Hexano/Acetato de Etila 20% 5-7
Hexano/Acetato de Etila 25% 8-10
Hexano/Acetato de Etila 30% 11-13
Hexano/Acetato de Etila 50% 14-16
Acetato de Etila 17-19
Metanol 20-22

Posterior analise comparativa por CCD permitiu a reunido das fragdes

idénticas, de acordo com a Tabela 20, pagina 94.




Capitulo 05 — Parte Experimental

94

Tabela 20 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de SRCE-M(2)-

23.

FRACAO ASPECTO MASSA (mg)

2 Graxa amarela claro 14,6
3 Sélido amarelado 21,8
4 Sélido branco 54,5

5 Sélido branco 17,5 mg

amarelado

6-8 Sélido verde 20,9
9-11 Sélido verde escuro 8,9
12-16 Graxa verde 16,5
17-18 Graxa verde 5,6
19 Sélido verde claro 1,3
20 Sélido verde 9,7
21-22 Graxa verde 3,7
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5.4.8. Tratamento cromatografico de SRCE-M(2)-Fr4: isolamento de SR-3.

A fragdo eluida com hexano/acetato de etila 10% SRCE-M(2)-Fr4
(48,10 mg) foi adsorvida em aproximadamente 70 mg de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 2,969 de gel de silica
em coluna cromatografica de 1,8 cm de diametro.

A coluna foi eluida com hexano, seguida de hexano/acetato de etila
com quantidade crescente de acetato de etila e metanol puro. A série de
eluicdo, juntamente com suas respectivas fragdes, sdo mostradas na Tabela

21, abaixo.

Tabela 21 — Tratamento cromatogréafico de SRCE-M(2)-Fr4.

ELUENTES FRACOES
Hexano 1
Hexano/Acetato de Etila 5% 2-3
Hexano/Acetato de Etila 10% 4-5
Hexano/Acetato de Etila 20% 6-7
Hexano/Acetato de Etila 30% 8
Metanol 9

Apbs andlise por CCD, a fracdo 04 representou 11,8 mg de um material
cristalino branco, solivel em cloroférmio que foi denominada de SR-3

(Fluxograma 03, pag. 103).

5.4.9. Obtencao dos extratos hexanico (SRLH) e etandlico (SRLE)
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Os lenhos da raiz de Sclerolobium rugosum (910 g) foram triturados
mecanicamente e extraidos com hexano (12 L), de modo exaustivo e a
temperatura ambiente. Apdés a evaporacdo do solvente por destilacdo sob

pressao reduzida, obteve-se 4,1 g de um 6leo amarelo, denominado SRLH.

A partir da “torta” remanescente, efetuou-se uma extragdo exaustiva
com etanol (12 L), também a temperatura ambiente. Este solvente foi
concentrado por destilagdo sob pressao reduzida, fornecendo 54,26 g de uma

graxa marrom escuro, denominada SRLE.

5.4.10. Particao de SRLE

O extrato etandlico SRLE (54,26 g) foi solubilizado em 100 mL de
metanol e 50 mL de agua destilada em um erlemeyer de 2,0 L. A solugao foi
transferida para um funil de decantacao de 1,0 L, e em seguida foi particionada
com cada um dos solventes em ordem crescente de polaridade: hexano,

diclorometano e acetato de etila, conforme mostrado na Tabela 22.

Tabela 22: Particao do extrato etandlico de SRLE.

ELUENTE FRACOES MASSAS (g)
Hexano SRLE-H 1,43
Diclorometano SRLE-D 33,87
Acetato de Etila SRLE-A 2,31
Hidroalcodlica SRLE-HD 16,05

5.4.11. Fracionamento cromatografico de SRLE-D




Capitulo 05 — Parte Experimental 97

A fracdo obtida com diclorometano [SRCE-D (33,84 g)] foi adsorvida
em 22,04 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e acondicionada
sobre 51,779 de gel de silica em coluna cromatografica de 6,0 cm de diametro.
A eluicdo aconteceu de forma gradiente e em ordem crescente de polaridade.

O fracionamento cromatografico foi realizado com os seguintes
eluentes: hexano (250 mL), hexano/diclorometano (400 mL), diclorometano
(500 mL), diclorometano /acetato de etila (500 mL), acetato de etila (500 mL) e
metanol (300 ml), resultando nas fragcdes contidas na Tabela 23.

A fragdo diclorometano foi solubilizada em cloroférmio (100 mL) e
observou-se a formagédo de um precipitado bege que foi separado por filtracéo.
O precipitado foi lavado diversas vezes com cloroférmio (200 mL), fornecendo

48,8 mg de um material branco denominados de SRLE-Ap.

Tabela 23: Fracionamento cromatogréafico de SRLE-D.

ELUENTE FRACAO MASSA
Hexano SRLE-H -
Hexano/Diclorometano SRLE-H/D 133,20 mg
Diclorometano SRLE-D 261,40 mg
Diclorometano/Acetato
de Etila SRLE-D/A 1,30 g
Acetato de Etila SRLE-A 429,90 mg
Metanol SRLE-M 2,74 ¢

5.4.12. Tratamento cromatografico de SRLE-Ap: isolamento de SR-4
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A fracdo SRLE-Ap (48,10 mg) foi adsorvido em aproximadamente
127,40 mg de gel de silica, pulverizado em gral de porcelana e acondicionada
sobre 4,86 mg de gel de silica em coluna cromatografica de 2,0 cm de
diametro.

A coluna foi eluida com acetato de etila (250 mL), acetato de
etila/metanol (100 mL) de forma gradiente aumentado a polaridade, e metanol
(100 mL). A série de eluicdo juntamente com suas respectivas fragdes obtidas

sao mostradas na Tabela 24.

Tabela 24 - Fragdes obtidas da coluna cromatografica de SRLE-Ap.

ELUENTE FRACOES
Acetato de etila 1-28
Acetato de etila/Metanol 10% 29-33
Acetato de etila/Metanol 50% 34-38
Metanol 39-41

Apés andlise CCD, as fragdes 09-12 foram reunidas, resultando em

35,5 mg de um sélido branco amorfo, solivel em piridina, denominada SR-4.

5.5. PREPARACAO DE DERIVADOS
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5.5.1. Reacao de acetilacao de SR-2.

A substancia SR-2 (18,9 mg) foi dissolvido em 1,0 mL de piridina e em
seguida foi adicionado 1,0 mL de anidrido acético. A mistura reacional foi
mantida em refluxo por 48h. Decorrido esse tempo, foi adicionado agua
destilada (10 mL) e foram efetuadas extragdes (3x 5 mL) com cloroférmio. A
fase orgéanica foi lavada com solugcao saturada de sulfato de cobre (CuSQ,),
seguido de separacao em funil de decantagdo. Apds tratamento com sulfato de
sodio (NaSO4) anidro, o solvente foi evaporado sob pressado reduzida e e
forneceu 12,2 mg (64,6 %) de SR-2Ac.

5.5.2. Reacao de ozondlise de SR-3.

Em um baldo de trés bocas de 100 mL conectado a um aparelho
produtor de ozbénio foram dissolvidos 9,3 mg de SR-3 em 3,0 mL de
cloroférmio. O sistema foi mantido sob agitacdo a temperatura ambiente e
atmosfera de oz6nio (P= 1,0 bar, f= 60 L/H) por um periodo de 2 horas. Em
seguida, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida obtendo-se 146,2 % de
SR-30z, com aspecto resinoso amarelado. O produto da ozondlise foi
submetido a uma coluna cromatografica de gel de silica que foram obtidas 23
fracbes, e que as fragbes 2-7 eluida com cloroférmio foram reunidas,
fornecendo 8,0 mg (86,0 %) de um sdlido branco, soluvel em metanol,
denominado SR-30z.

5.5.3. Reacao de hidrdlise de SR-4.

Em um baldo de 50 mL de fundo redondo foram colocados 16 mg de
SR-4 e 6,0 mL de HCI (1,5 mol/L). O sistema foi mantido sob refluxo e agitacao
magnética a temperatura de 100 °C por um periodo de 30 mim. Apos
resfriamento, foi efetuada extracdo com acetato de etila ( 3 x 5,0 mL) obtendo-
se 12,4 mg (77,5 %) de SR-4Hid.
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[ Cascada Raiz (310 g) ]

1. Secagem e trituracdo
2. Extracdo. concentracao e eliminacao do solvente

Extrato Hexanico Extrato Etandlico SRCE
SRCH (1,89q) (15,20g)

‘ CC filtrante
gg%"-"' SRCH-CI SRCH-A SRCH-M
(33,10mg) (1,22g) (336,6 mg) (109,5 mg)

CC gel de Silica

— — — ——— — ) —
H/A H/A M
H/A H/A H/A A
. 10% | | 20% oo 40% | | 50% 100% | | 199%

Recristalizacdo em metanol

SR-1(9,0 mg) ]

1

-

OBS.: H: hexano E: etanol
A: acetato de etila M: metanol
H/A: hexano/acetato de etila Cl: cloroférmio

A/M: acetato de etila/metanol

Fluxograma 01 - Obtengdo do exirato hexanico das cascas da raiz de

Sclerolobium rugosum, isolamento de SR-1.
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Cascadaraiz
(310g9)

1. Secagem e trituragéo
2. Extragdo, concentragdo e

eliminacio do solvente
n |

Extrato etanolico Extrato hexanico
SRCE (15,20g) SRCH (1,899g)

Diluicao com Metanol e Filtragao

Extrato Ppt+ Extr. etandlico
etanolico * (369,8 mg)

Rota vaporado

Extrato etandlico*
(11,85g) Ppt (58,8 mg)
CC filtrante
A AM AM AM M
100% 5% 15% 30% 100%

SR-2 (18, 9 mg)

OBS.: Extrato etandlico*: Solucao

Fluxograma 02 - Obtengdo do exirato etandlico das cascas da raiz de
Sclerolobium rugosum, isolamento de SR-2 e obtencédo do produto acetilado
SR-2Ac.
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Continuagao do FLUXOGRAMA 02:

Piridina/anidrido acético, 48h, refluxo.

102

Fase Aquosa

SR-2 (18, 8 mg)
Produto Acetilado
1. Solugao de CuSO4
2. H>O / Cloroférmio
| 1
Fase Organica
l 1. NaSO, e Filtragédo

SR-2Ac (12, 2 mg)
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CascadaRaiz
(3109)

|

1.
2.

Secagem e trituragéo
Extracao, concentragao e eliminagao do solvente

Extrato Etandlico
SRCE (15,20q)

Extrato
Hexanico
SRCH (1,89q)

Diluicdo com Metanol e Filtragao

Ppt + Extr. Etandlico

Extrato Etandlico*

(369,8mg)
CC filtrante
H A E M
CC gel de Silica
H H/A H/IA HIA HIA HIA A M
10% | | 20% || 25% | | 30% 50%
CC gel de Silica
H H/A H/A H/A HIA M
5% 10% 20% 30%

SR-3(11,8mg)

Fluxograma 03 - Obtengdo do exirato etandlico das cascas da raiz de

Sclerolobium rugosum, isolamento de SR-3.
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Lenho da Raiz
9109

J

1. Secagem e trituragao.
2. Extragdo, Concentragao e
eliminacdo do solvente.

104

[ Ext. Etandlico ]

Ext. Hexanico

SRLE (54,26g)J SRLH (4,19)
Diluigdo com o Metano.
| | |
SRLE - H SRLE -D SRLE - A SRLE - HD
Diluigao com o Cloroférmio.
PPT Solucao
Coluna Cromatograéfica.
1 | |
A A/M 10% A/M 50% M
CC gel de Silica
09-12
SR—4

Fluxograma 04 - Obtencdo do extrato etandlico do lenho da raiz de

Sclerolobium rugosum, isolamento de SR-4.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho relatou o estudo fitoquimico dos extratos hexanico e
etandlico do lenho e casca da raiz de Sclerolobium rugosum, uma planta
relativamente comum nas margens de rios da regido Nordeste. Através de
pesquisa realizada no Chemical Abstract foi observado que ndo existem
estudos fitoquimicos sobre esta espécie.

Entre os constituintes encontrados destaca-se o isolamento do éster
derivado do acido cinamico, pelo fato de ser o primeiro relato desse composto
no género Sclerolobium. Estudos anteriores mostraram que ésteres de acido
cinamico  substituidos  exibem  atividades  farmacoldgicas  contra
microogamismos [Wandji et al, 1990]. Isto justificaria estudos mais
aprofundados com esta planta.

O lupeol e os esterdides glicosidicos isolados, também s&o inéditos no
género Sclerolobium, enquanto, o B-Sitosterol glicosilado, é inédito na espécie
Sclerolobium rugosum. Embora, comumente encontrado em plantas, o lupeol
vem sendo citado na literatura [Tolstikova et al, 2006] por diferentes atividades
biolégicas: atividades anti-tumorais em células leucémicas, em carcinomas
broncopulmonares e células epiteliais, além das atividades nefrolitica,
antiplasmodial e antiperoxidativa.

As reacOes (acetilagdo, ozondlise e hidrélise) efetuadas na obtencao
dos derivados, além de fornecer dados para comprovagao das estruturas dos
compostos isolados, foram importantes no treinamento com as técnicas de
reacdes em laboratério, imprescindiveis no complemento da formagdo de um

pbds-graduado em quimica.
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7. CONSTANTES FiSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS

7.1. SR-1

Nome: Lupeol

F.M.: C3oH50,0

P.M.: 426 daltons
P.F.: 172,3-173,9°C

Aspecto: sélido amorfo branco

Solubilidade: CDCl3

Espectroscopia na regido do I.V. (NaCl, cm™):

3361, 3071, 2941, 2867, 1641, 1453, 1040 — Figura 04, pag. 25.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls) — 8¢:

106

4,69 (1H, s); 4,57 (1H, s); 1,68 (3H, s); 1,03 (3H, s); 0,97 (1H, m); 0,95 (3H, s); 0,83 (3H,s);

0,76 (3H,s); 0,79 (3H, s) — Figuras 09 a 11, pags. 30 a 32 e Tabela 07, pag. 24.

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CDCl3) — 64:

38,96 (CH,, C1); 27,70 (CH,, C2); 79,25 (CH, C3); 39,09 (C, C4); 55,56 (CH, C5); 18,56
(CH,, CB); 34,54 (CH,, C7); 41,09 (C, C8); 50,70(CH, C9); 37,42 (C, C10) ; 21,18 (CHs,
C11); 25,41(CH,, C12); 38,32 (CH, C13); 43,08 (C, C14); 27,66 (CH,, C15); 35,83 (CH,,
C16); 43,22 (C, C17); 48,57 (CH, C18); 48,22 (CH, C19); 151,18 (C, C20); 30,10 (CH,, C21);
40,24; 28,22 (CHs, C23); 15,59 (CHs, C24); 16,34 (CH3, C25); 16,22 (CH3, C26); 14,79 (CHs,
C27); 18,23 (CH3, C28); 109,54 (CH,, C29); 19,54 (CHs3 C30) — Figuras 05 & 08, pags. 26

a 29 e Tabelas 05 e 06, pags. 22 e 23.
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7.2. SR-2Ac

Nome: Acetato 3-B-O-B3-D-glicopiranosil sistoterol
F.M.: C43Hss010

P.M.: 744 daltons

P.F.: 163,5-165,3°C 3CH3,

Aspecto: sélido amorfo marrom 9% 3 O00CH,

Solubilidade: CDCl;

Espectroscopia na regido do I.V. (NaCl, cm™):

2931, 2869, 1751, 1376, 1229 — Figura 13, pag. 37.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls) — &y:

— Figura 19 a 21, pag. 42 a 44.

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CDCl3) — &c:

37,39 (C-1), 29,90 (C-2), 80,29 (C-3), 39,94 (C-4), 140,57 (C-5),122,37 (C-6), 32,14 (C-7),
32,06 (C-8), 50,36 (C-9), 37,41(C-10), 21,24 (C-11), 39,12 (C-12), 42,54 (C-13), 56,95 (C-
14), 24,48 (C-15), 28,44 (C-16), 56,25 (C-17), 12,06 (C-18), 19,55 (C-19), 36,33 (C-20),
18,98 (C-21), 34,15 (C-22), 26,26 (C-23), 46,04 (C-24), 29,35 (C-25), 19,22 (C-26), 20,01 (C-
27), 23,26 (C-28), 12,18(C-29) 99,84 (C-1’), 71,73 (C-2'), 73,12 (C-3'), 68,75 (C-4)), 71,89
(C-5)), 62,31 (C-6"), 169,50 (C=0-2"), 170,55 (C=0-3"), 169,61 (C=0-4"), 170,89 (C=0-6"),
20,84 (CH;-2), 20,81 (CH3-3"), 20,92 (CH3-4""), 20,96(CHs-6"") — Figura 15 & 18, pag. 38
a 41 e Tabela 08, pag. 35.
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7.3. SR-3

Nome: Trans-triacontila-4-hidroxicinamato
F.M.: C39H6803
P.M.: 584 daltons

P.F.: 76, 8-79, 7°C

Aspecto: solido branco amorfo

Solubilidade: CDCl;

Espectroscopia na regido do I.V. (NaCl, cm™):

3336, 2917, 2849, 1711, 1626, 1604, 1513 e 1462 — Figura 24, pag. 47.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CDCls) — &y:

7,43 (d, J = 8,5, H-2/H-6), 6,85 (d, J = 8,5, H-3/H-5), 7,62 (d, J = 15,9, H-7), 6,30 (d,
J=159, H-8), 4,19 (t, J= 6,7, H-11), 1,75 (m, H-12), 1,39 (m, H-13), 1,26 (H-14-37),
0,88 (t, J= 6,7, H-40) — Figuras 25 e 26, pags. 50 e 51 e Tabela 10, pag. 49.

Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CDCl3) — &c:

130,18 (C-2/C-6), 116,10 (C-3/C-5), 144,58 (C-7), 115,93 (C-8), 64,94 (C-11), 29,85
(C-12), 26,22 (C-13), 29,89 (C-14-37), 32,17 (C-38), 22,93 (C-39), 14,33 (C-40) —
Figura 27 a 30, pag. 52 4 55 e Tabela 09, pag. 48.

Espectrometria de massas (CG/EM) — m/z:
584, 164, 163 e 147 — Figuras 32 e 34, pag. 64.
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7.4. SR-4

Nome: Mistura de esterdides S-sitosterol glicosilado (1) e estigmasterol glicosilado (2)
F.M.: C35H6006 (1) e C35H5306 (2)

P.M.: 576 daltons (1) e 574 daltons (2)

P.F.: 271,6 -273,8 °C HO= Jsif
Aspecto: solido branco
Solubilidade: CsDsN
HO 7 25
HO G

Espectroscopia na regido do I.V. (KBr, cm™):

3393, 2959, 1454, 1379, 1072 e 1024 — Figura 47, pag. 73.

Espectroscopia de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) — &y:

— Figuras 48 a 50, pags. 74 a 76.

Espectroscopia de RMN '3C (125 MHz, CDCls) — &¢:

— Figuras 51 e 52, pags. 77 e 78 e Tabela 12, pag. 72.
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