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RESUMO

Neste trabalho foi realizado a investigacéo fitoquimica de Hamelia patens
(Rubiaceae) nativa da Serra de Guaramiranga-CE. A realizacdo de sucessivos
tratamentos cromatograficos a partir do extrato etandlico das folhas possibilitou o
isolamento dos alcaléides oxinddlicos pentaciclicos pteropodina, isopteropodina e
palmirina, ja citados na literatura para a espécie, do alcaléide isopalmirina de caréater
inédito na literatura, além do flavondide canferol-3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—6)-3-
D-galactopiranosideo. O estudo do extrato etandlico dos talos possibilitou o
isolamento dos esterdides [B-sitosterol e estigmasterol como mistura, do estigmast-4-
en-3,6-diona, além do triterpeno acido ursolico. A partir do extrato etandélico do caule
foram obtidos o acido vanilico e a mistura de esterdides B-sitosterol e estigmasterol
glicosilados. Para o isolamento dos metabdlitos secundarios foram empregadas
técnicas cromatograficas convencionais como cromatografia em camada delgada,
cromatografia filtrante, cromatografia flash, cromatografia preparativa e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A caracterizacdo estrutural dos
compostos isolados foi realizada através de técnicas espectroscopicas como
infravermelho, espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear,
incluindo técnicas uni (RMN *H e RMN *3C e DEPT 135) e bidimensionais (HMBC,

HSQC, COSY e NOESY), além de comparacdo com dados descritos na literatura.

Palavras chaves: Hamelia patens, Alcaldides oxinddlicos, esteroéides, triterpenos,
RMN.
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ABSTRACT

This work describes the phytochemical investigation of Hamelia patens
(Rubiaceae) native from Guaramiranga montain, Ceara, Brazil. Sucessive
chromatographic treatment of the ethanol extract of leaves led to the isolation of the
pentaciclic oxindole alkaloids pteropodine, isopteropodine, palmirine, and the new
isopalmirine, besides the flavonoid kaempferol |-3-a-O-rhamnopyranosyl-(1-6)-8-D-
galactopyranoside. The study of the ethanol extract of the stems led to the isolation
of the steroids S-sitosterol and stigmasterol as mixture, stigmast-4-en-3,6-dione, and
the triterpene ursolic acid. The ethanol extract of the trunk yielded vanillic acid and
the [-sitosterol and stigmasterol glucosilated. The isolation of the chemical
constituents were performed by the use of chromatographic techniques, including
flash cromatography, thin layer crohromatography, preparative crhomatography, and
preparative high performance liquid chromatography (HPLC). The strucutral
charactherization were performed by the use of infrared, mass spectrometry and
nuclear magnetic resonance, including one (*H NMR, *C NMR and DEPT 135) and
two-bidimensional pulse sequences (HMBC, HSQC, COSY e NOESY), and

comparison with literature data.

Keywords: Hamelia patens, oxindole alkaloids, steroids, triterpenes, NMR.
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1 INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais, com fins de tratamento e cura das doencas e
de seus sintomas, remonta ao inicio da civilizacdo, desde o momento em que o
homem despertou para a consciéncia e comegou um longo percurso de manuseio,
adaptacdo e modificacdo dos recursos naturais para o0 seu proprio beneficio. Esta
pratica milenar ultrapassou todos os obstaculos e chegou até os dias atuais, sendo
amplamente utilizada por toda a populacdo mundial como fonte de recurso
terapéutico eficaz. Certamente, a medicina moderna, composta por um grande
namero de medicamentos com acdes especificas sobre receptores, enzimas e
canais ibnicos, nao teria atingido o grau de desenvolvimento atual se ndo fosse com
o auxilio dos produtos naturais, notadamente os derivados de plantas superiores.

O uso de plantas medicinais representa muitas vezes 0 Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Dessa forma, usuarios de
plantas medicinais de todo o mundo, mantém em voga a pratica do consumo de
fitoterapicos, tornando validas informacfes etnofarmacolégicas que foram sendo
acumuladas durante séculos [BHATTACHARJEE et al., 2005].

O Brasil é o pais com maior diversidade genética vegetal, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas, de um total estimado entre 350.000 a 550.000
[SIMOES et al., 2000]. Em decorréncia desta alta complexidade, sua biodiversidade
ainda € pouco conhecida, apesar de representar um grande patrimdnio nacional.
Além disso, o processo de colonizacdo trouxe ao pais muitas espécies utilizadas
pelos europeus e africanos.

A familia Rubiaceae ¢ uma das maiores familias de dicotiledéneas da

regido tropical, com aproximadamente 350 géneros e 13.000 espécies. Algumas
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espécies possuem importancia econémica como o café (Coffea arabica) e o jenipapo
(Genipa americana), e outras sao amplamente utilizadas na medicina como
Cinchona officinale, espécie da qual é extraida a quinina. Espécies de Palicourea e
Psychotria sédo toxicas para o gado e Gardénia, Ixora e Mussaenda sao utilizadas
como plantas ornamentais [CORREA et al., 1926]. Esta familia é largamente
representada no Ceara, por arbustos e arvores, divididos em uma grande variedade
de géneros endémicos e espécies inéditas do ponto de vista botanico.

Hamelia patens Jacq. € uma espécie da familia Rubiaceae com
ocorréncia pantropical e utilizada na medicina tradicional. Uma série de aplicacdes
medicinais tradicionais é conhecida para esta espécie ao longo da Ameérica Latina
(do México a Argentina). No México, € usada para 42 diferentes fins medicinais,
especialmente estancar hemorragias, curar feridas e em perturbacfes menstruais
[REYES et al., 2004]. Estudos quimicos anteriores com um espécimem nativa na
América Central revelou uma fonte prolifica de alcal6ides oxindodlicos.

Desta forma, o presente trabalho descreve o estudo fitoquimico da
espécie H. patens nativa do Nordeste do Brasil, visando o isolamento e a

caracterizacao estrutural de seus metabalitos secundarios.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 ConsideracOes Botéanicas sobre a Familia Rubiaceae

Espécies de Rubiaceae sdo endémicas nas regibes mais quentes,
principalmente nos tropicos, onde mais de 70% das espécies crescem. Esta vasta
familia ocupa o quarto lugar de todo o reino vegetal, compreendendo cerca de
13000 espécies distribuidas em 350 géneros.

Estas espécies estdo distribuidas em 25 tribos: Henriquezieae,
Catesbaeeae, Cruckshanksieae, Retiniphylleae e Coussareeae existem somente na
América, principalmente na Ameérica do sul. Por outro lado, sé no hemisfério oriental
ocorrem Knoxieae, Alberteae e Vanguerieae, enquanto que Naucleeae, Cinchoneae,
Rondeletieae, Condamineeae, Hedyotideae, Mussaendeae, Hamelieae, Gardenieae,
Guettardeae, Chiococceae, Ixoreae, Morindeae, Psychotrieae, Paederieae,
Anthospermeae, Spermacoceae e Stellatae ocorrem na Europa e nas Ameéricas
[CHIQUIERI et al., 2004].

No Brasil ha ocorréncia de varias espécies distribuidas em 18 tribos:
Henriquezieae, Retiniphylleae, Coussareeae, Naucleeae, Cinchoneae, Rondeletieae,
Condamineeae, Hedyotideae, Mussaendeae, Hamelieae, Gardenieae, Guettardeae,
Chiococceae, Ixoreae, Psychotrieae, Paederieae, Spermacoceae e Stellatae

[CHIQUIERI et al., 2004].

2.2 Consideracfes Botanicas sobre o Género Hamelia
A tribo Hameliceae possui 4 géneros com ocorréncia no Brasil: Hamelia,
Coutarea, Bertiera e Hoffmannia. O género Hamelia é composto por sete espécies:

Hamelia axillaris SW, Hamelia macrongtha Little, Hamelia magnifolia Wernham,
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Hamelia patens Jacq., Hamelia sanguinea T. S. Elias, Hamelia rovisosae Wernham e

Hamelia xerocarpa Kuntze [CHIQUIERI et al., 2004].

2.3 Consideragfes Botanicas sobre a Espécie Hamelia patens

A espécie Hamelia patens Jacq. € uma planta muito comum na Republica
da Argentina, difundida por toda a América do Sul até as Antilhas e dispersa na
regido mexicana e peninsula da Florida [CHIQUIERI et al.,, 2004]. Pode ser
encontrada em varios habitats, no entanto, cresce melhor em locais com boa
umidade e pleno sol a sombra parcial.

Na América Tropical, H. patens apresenta porte arbusto, podendo chegar
a uma altura de 3,6 m. Possui flores em cimos espiralados e corola de cinco pétalas,
sendo desfrutadas por borboletas. Os frutos sdo arredondados, pequenos e

brilhantes, podendo ser comidos por aves [CORREA et al., 1926].

Figura 1 — Fotos de H. patens com detalhes para flores e frutos
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Foto: Prof. PhD Edilberto R. Silveira

Figura 2 — Foto de H. patens em seu habitat natural
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Dentre as espécies do género Hamelia, somente as espécie H. magniflora
e H. patens foram submetidas a investigacao fitoquimica. Nas classes de
metabdlitos secundarios isolados destacam-se os alcaléides do tipo oxinddlicos,
inddlicos, além de flavondides do tipo flavanona, cujos esqueletos basicos estado

representados abaixo:

Iz
Iz

Alcalédes oxinddlicos Alcaldides inddlicos Flavanonas

Dados da literatura revelaram os alcaldides oxinddlicos como
estimulantes na producdo de linfécitos e também na modulacdo positiva de
receptores muscarinicos M1 e 5-HT-2. A fracdo alcaloidica das folhas de H. patens
nativa no México demonstrou efeito relaxante do miométrio em teste in vivo com
ratos [REYES et al., 2004]. Por outro lado, estudos realizados com a pteropodina (4)
(Tab. 2, p. 21) revelaram as atividades antioxidante, antigenotoxica e na inducéo de
linfocitos em ratos|ROGELIO et al., 2008].

A Tabela 1 (p. 20) e a Tabela 2 (p. 21) a seguir apresentam um
levantamento bibliografico acerca dos metabdlitos secundarios isolados do género
Hamelia, revelando como principais marcadores quimiotaxénomicos os alcaloides
oxinddlicos pentaciclicos. No entanto, além do género Hamelia, esta classe de
alcal6ides também pode ser encontrada em espécies de Uncaria e Gelsemium,

como mostrado na Tabela 3 (p. 23) e Tabela 4 (p. 25).
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Tabela 1 — Metabdlitos secundarios isolados em espécies do género Hamelia.

Alcaléides Oxindolicos

Substancias Espécie Referéncia
Palmerina (1) H. patens BORGES et al., 1979
Isomaruquina (2) H. patens BORGES et al., 1979
Maruquina (3)

Pteropodina (4) H. patens BORGES et al., 1980
Especiofilina (5) H. patens BORGES et al., 1981
Isopteropodina (6) H. patens ADAMS et al., 1989
Rumberina (7) H. patens REYES et al., 2004

Alcaléides Indoélicos

Magniflorina (8) H. magniflora RUMBERO, 1991
Ajmalicina (9)

Flavonoides
(2S) Narirutina (10) H. patens AQUINO, 1990

(2R) Narirutina (11)

Outras classes de metabdlitos (Triterpenos e Esterdides)

B-Sitosterol (12) H. patens SUBRAHMANYAM et al., 1973
Acido Ursolico (13)
-Sitosterol glicosilado (14)

Stigmast-4-en-3,6-diona (15) H. patens RIPPERGER, 1978
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Tabela 2 — Estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios isolados no género Hamelia.

H,e—©

HO

Aspectos quimicos do estudo de Hamelia patens Jacq.



CAPITULO 3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO | 22

Aspectos quimicos do estudo de Hamelia patens Jacq.



CAPITULO 3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO | 23

Tabela 3 — Ocorréncia de alcal6ides oxindélicos.

Alcaléides Oxindolicos

Substéncias Espécie Referéncia
7(R)-Gleissoschizol oxindolico (16) Tabernaemontana KUAN et al., 2009
corymbosa

7(S)-Gleissoschizol oxindolico (17)

7(R), 16(R), 19(E)-Isositsirikina oxindolico (18)
7(S), 16(R), 19(E)-Isositsirikina oxindolico (19)
Paratunamida A (20) Cinnamodendron KAGATA et al., 2006
axillare
Paratunamida B (21)
Paratunamida C (22)
Paratunamida D (23)
Gelegamina A (24) Gelsemium elegans ZHEN et al., 2009
Gelegamina B (25)
Gelegamina C (26)
Gelegamina D (27)
Gelegamina E (28)
Matemona (29) lotrochota purpurea | CARLETTI et al., 2000
11-Methoxy-14-hydroxy-19-oxo-gelsenicina (30) Gelsem.ium KITAJIMA et al., 2003
sempervirens
11-Methoxy-14-hydroxygelsenicina (31)
11-Methoxygelsemoxonina (32)
Np-Demethylalstophyllal oxindolico (33) Alstonia macrophylla WAH et al., 1996
Alstonal (34)

Np-Demethylalstophyllina oxindolico (35)
Alstonisina (36)
17-Demethoxy-hydroisorhynchophyllina (37) Ervatamia_l YU et al., 1999
yunnanensis
17-Demethoxy-isorhynchophyllina (38)
Gelsecrotonidina (39) Gelsemium elegans YAMADA et al., 2008
14-Hydroxygelsecrotonidina (40)

11-Methoxygelsecrotonidina (41)
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14-Hydroxygelsedilam (42)
Neolaugerina (43) Neolaugeria resinosa | WENIGER et al., 1993
Isoneolaugerina (44)
15-Hydroxyisoneolaugerina (45)
Acido Isopteropodico (46) Uncaria sinensis HONG et al., 1993
Acido Pteropodico (47)
Acido Mitraphylico (48)
Acido Isorhynchophylico (49)
Acido Rhynchophylico (50)
16, 17-Dihydro-17p-hydroxy isomitraphyllina (51) Mitragyna parvifolia | PANDEY et al., 2006
16, 17- Dihydro-17B-hydroxy mitraphyllina (52)
Uncarina C (53) Uncaria tomentosa | MUHAMMAD et al.,
2001

Uncarina D (54)
Uncarina E (55)
Mitraphyllina (56)

Isomitraphyllina (57)
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Tabela 4 - Estruturas de alcal6ides oxinddlicos isolados de outras espécies.

NAO
H
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4 DETERMINACAO ESTRUTURAL

4.1 Determinacdo estrutural dos constituintes quimicos ndo-voléateis das folhas
de Hamelia patens
4.1.1 Determinagédo Estrutural de HP-1

Os sucessivos tratamentos cromatograficos da fragdo diclorometano,
obtida a partir da particio do extrato etandlico das folhas de Hamelia patens,
resultaram no isolamento de um sélido amorfo branco denominado de HP-1 (p.f.
211,7-212,3 °C).

A analise do espectro no infravermelho (Fig. 3, p. 39) revelou bandas
caracteristicas de deformacées axiais da ligacdo N-H em 3260 cm™ e de ligacbes
C-N de aminas terciarias em 1086 cm™. Observaram-se também duas bandas
relativas a deformacdes axiais de ligacdo C-O em 1212 e 1192 cm’, além de
vibracbes de deformacdes axiais da ligacdo C=0O de éster a,B-insaturado e de
y-lactamas em 1707cm™. Foram observadas ainda absorcdes caracteristicas de
ligacdes C=C conjugada em 1627 cm™; uma banda larga em 751 cm™ relativa a
deformacéo angular fora do plano de C-H de anel aroméatico, além de deformacdes
axiais em 2949 e 2791 cm™ de C-H alifaticos.

O espectro de RMN *°C-BB [125 MHz, (CD3),CO] de HP-1 (Fig. 6, p. 40)
apresentou 21 linhas espectrais. Sendo dois sinais de grupamentos de carbonila em
o 180,5 (C-2) e 167,8 (C-22) referente as funcbes amida e éster conjugado,
respectivamente. Em adi¢do, observaram-se oito sinais em [¢ 155,5 (C-17), 110,9
(C-16), 134,9 (C-8), 124,2 (C-9), 122,9 (C-10), 128,8 (C-11), 109,9 (C-12) e 142,9
(C-13)] que foram relacionados a carbonos sp?, dos quais o carbono em & 155,5

encontra-se oxigenado. O espectro revelou ainda dois sinais, um de carbono
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oxigenado e o outro de carbono nitrogenado [0 75,2 (C-3) e 73,2 (C-19)], além de um
grupamento metoxila em 651,1 (C-23).

Posterior comparacdo dos espectros RMN **C-BB e DEPT 135° [125
MHz, (CD3),CO] (Fig. 7, p. 41) revelou a presenca de nove carbonos metinicos,
quatro carbonos metilénicos, dois carbonos metilicos e seis carbonos né&o-
hidrogenados. Estas informacdes, em adicdo ao valor do pico do ion molecular em
m/z 368 no espectro de massas (Fig. 4, p. 39), possibilitaram inferir a férmula
molecular C,;H24N204 para HP-1 (Tab. 5).
Tabela 5 — Deslocamentos quimicos de RMN *C-BB de HP-1 com padrdo de

hidrogenacdo [RMN **C-BB e DEPT 135°, 125 MHz, (CD3),COl].

C CH CH, CHs Fémula Molecular
180,5 155,5 55,7 51,1
167,8 128,8 54,0 18,9
142,9 124,2 35,4
134,9 122,9 30,9
110,9 109,9
56,9 75,2
73,2
38,9
32,1
Cs CoHo C4Hg C2He CaiHa2s
C,04 N>H C21H24N>04

Andlise detalhada do espectro de RMN *H [500 MHz, (CD3),CO] de HP-1
(Fig. 5, p. 40), mostrou um total de 19 sinais. Neste espectro foram observados cinco
sinais na regiao de hidrogénios olefinicos em 67,40 (s, 1H, H-17); 7,30 (d, J=7,4 Hz,
1H, H-9); 7,18 (dt, J=7,7; 1,0 Hz, 1H, H-11); 7,01 (dt, J=7,7; 0,9 Hz, 1H, H-10) e 6,88
(d, J=7,7 Hz, 1H, H-12), um multipleto em 6 4,49 (m, 1H, H-19) de um hidrogénio oxi-
metinico, e um singleto caracteristico de metoxila em ¢ 3,54 (s, 3H, H-23). Em
adicado, foram observados ainda varios conjuntos de multipletos em 63,20 (m, 2H, H-

5a) e 3,33 (m, 2H, H-21a), na faixa de 62,44 - 2,29, e em 61,64 (m, 1H, 14b) e 1,47
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(m, 1H, 14a). Em 61,36 (d, J=6,2 Hz, 3H, H-18), foi observado um dubleto intenso
referente a hidrogénios de grupamento metila ligado a carbono mono-hidrogenado.

O espectro de correlagdo homonuclear *H, *H-COSY de HP-1 (Fig. 8, p.
42) revelou o acoplamento do hidrogénio em ¢ 7,30 (H-9) com o hidrogénio em ¢
7,01 (H-10), e do hidrogénio em 67,18 (H-11) com os dois hidrogénios em 67,01 (H-
10) e 6,88 (H-12), respectivamente. Foram observados ainda os acoplamentos do
hidrogénio em 64,49 (H-19) com os hidrogénios em 6 1,36 (H-18) e 1,61 (H-20); e
do hidrogénio em ¢ 3,33 (H-21) com os hidrogénios 6 1,61 (H-20). De acordo com

estes dados foi possivel sugerir as seguintes subestruturas para HP-1.:

SYe
NPy

Analisando o Espectro de Correlacdo Heteronuclear *H, *C-HSQC de
HP-1 (Fig. 12, p. 45) foi possivel estabelecer inequivocadamente a correlacdo de
todos os hidrogénios a seus respectivos carbonos.

Através da andlise detalhada do espectro bidimensional de correlagcéo
homonuclear & longa distancia *H, *H-HMBC da substancia HP-1 (Fig. 9 e 10, p. 43)
foi possivel visualizar as correlagdes dos hidrogénios em 6 1,64 (H-6b) e 1,47 (H-6a)
com o carbono 6 180,5 (C-2); dos hidrogénios em ¢ 3,33 (H-5a), 3,20 (H-21a) e 1,95

(H-14a) acoplando com o carbono ¢ 75,2 (C-3) e dos hidrogénios em ¢ 2,34 (H-3),
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1,64 (H-6b) e 1,47 (H-6a) com o carbono 56,9 (C-7), de acordo com a subestrutura

1.

Subestrutura 1

Neste espectro verificaram-se os acoplamentos dos hidrogénios em 6 6,88
(H-12) e 7,01 (H-10) com o carbono 6 134,9 (C-8); dos hidrogénios em 67,18 (H-11)
e 7,01 (H-10) com o carbono em ¢ 124,2 (C-9); e do hidrogénio em ¢ 6,88 (H-12)
com o carbono ¢ 122,9 (C-10). Em adicéo, foram observados os acoplamentos do
hidrogénio em 67,18 (H-11) com o carbono 6 109,9 (C-12) e dos hidrogénios ¢ 7,18

(H-11) e 7,30 (H-9) com o carbono 6 142,9 (C-13), de acordo com a subestrutura 2.

Subestrutura 2

Por outro lado, os acoplamentos dos hidrogénios ¢ 2,40 (H-15) e 7,4
(H-17) com o carbono 6110,9 (C-16); dos hidrogénios 64,49 (H-19) com o carbono &
18,9 (C-18); dos hidrogénios 6 2,40 (H-15) e 3,20 (H-21a) com o carbono 6 38,9 (C-

20) e dos hidrogénios 6 7,4 (H-17) e 2,40 (H-15) com o carbono 6 167,8 (C-22),
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sugeriram a construcdo do nucleo diidrofurano contendo uma carbometoxila em

C-16, conforme a subestrutura 3.

23

Subestrutura 3
Tabela 6 — Dados de RMN'H, *3C e correlages de 'H, *C-HSQC e *C-

HMBC "J (n=2 e n=3) de HP-1.

c HSQC HMBC
Jdc o “JcH “JcH
H-3, H-64a,
2 180,5 - - H-6b
H-5a, H-5b,
3 752 2,34 (m) H-1da o Hooth
5 557 2,34 (m)
320 (m) H-6b H-21b
6 354 1,95 (ddd, J = 7,6; 5,1;
0,84 Hz), 2,29 (m) H-5a H-3
H-6a, H-  H-5a, H-5b,
7 569 - 6b, H-3  H-6b, H-14a
H-6a, H-10,
8 1349 - - Ho12
9 1242 7,30 (d, J = 7,4 Hz) H-10 H-11
10 122,9 7,01(dt, J=7,7;0,85 Hz) - H-12
11 128,8 7,18 (dt, J=7,7;1,0 Hz) H-10 H-9
12 109,9 6,88(d, J = 7,7 Hz) H-11 H-10
13 1429 - - H-9, H-11
14 30,9 1,64 (m) _ ]
1.47 (m) H-15
15 32,1 2,40 (m) H-14a H-21a
16  110,9 - H-17, H-15 H-14a
17 1555 7,40 (s) - H-15
18 18,9 1,36 (d, J = 6,2 Hz) H-19 -
H-17, H-21a,
19 73,2 4,49 (m, 1H) - H-21b, H-15
20 38,9 1,61(m, 1H) H'Zig’ H- H-14b
21 54,0 2,34 (m) 3,33 (M) - H-5a, H-5b
22 167,8 - - H-17, H-15
23 511 3,54 (s) - -
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As interacOes dipolo-dipolo a longa distancia do espectro de correlacdo
homonuclear *H, 'H — NOESY de HP-1 (Fig. 11, p. 44), foram decisivas para a
confirmagéo da estrutura final, através dos importantes acoplamentos do hidrogénio

em 67,30 (H-9) com os hidrogénios em 62,34 (H-3) e 1,95 (H-14a).

23

O espetro de massa (Fig. 4, p. 39), além de fornecer o pico do ion
molecular m/z 368, apresentou importantes sinais com razdo massa/carga de 223,
208, 69 e 41, que sugeriram a proposta mecanistica para os fragmentos do quadro

1, p. 37.
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HN N COOMe /
N COOMe
m/z 368 m/z 208

CgH7NO " CH3

+

o |

N COOMe

m/z 223
C10H1403
CgH1003

K v
NZ
v m/z 41

m/z 69

Quadro 1 — Proposta mecanistica para as fragmentacdes que justificam os

principais picos registrados no espectro de massas de HP-1
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A posterior comparacdo dos dados de RMN **C de HP-1 com dados
descritos na literatura para alcal6ides oxinddlicos (Tab. 7), possibilitou caracterizar
HP-1 como sendo a pteropodina, um alcaldide oxinddlico ja isolado anteriormente

das partes aéreas de H. patens [ADAMS et al., 1979].

Tabela 7 — Andlise comparativa dos deslocamentos quimicos (5) de RMN*C de

HP-1 [125 MHz, (CD3),CO] com a pteropodina [25 MHz, CDCl3].

HP-1 Pteropodina

C [ADAMS et al., 1989]
SC 6C
2 180,5 181,9
3 75,2 74,0
5 55,7 53,0
6 35,4 29,0
7 56,9 56,0
8 134,9 133,5
9 124,2 123,0
10 122,9 122,2
11 128,8 128,8
12 109,9 109,0
13 142,9 141,0
14 30,9 34,0
15 32,1 31,0
16 110,9 109,8
17 155,5 155,0
18 18,9 18,5
19 73,2 72,0
20 38,9 37,9
21 54,0 55,0
22 167,8 168,0
23 51,1 50,5
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Figura 4 — Espectro de massas de HP-1 (70 eV, IE)
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4.1.2 Determinagéo Estrutural de HP-2

Sucessivos tratamentos cromatograficos da fracdo diclorometano, obtida a
partir da particio do extrato etandlico das folhas de H. patens, levaram ao
isolamento de um sélido amorfo branco denominado de HP-2 (p.f. 204,3-205,5 °C).

A andlise do espectro no infravermelho (Fig. 13, p. 46) revelou banda
caracteristica de deformacéo axial de ligacdo N-H em 3263 cm™, além de banda em
1210 cm™ relativa a deformacdo axial de ligacdo C-O e vibracdes de deformacdes
axiais de ligacdes C=0 de éster a,B-insaturado e de y-lactama em 1708 cm™. Foi
observada ainda absorcédo caracteristica de ligacbes duplas conjugadas em 1625
cm™; uma banda larga em 754 cm' relativa & deformac&o angular fora do plano de
C-H do anel aromatico, além de deformacdes axiais em 2949, 2925 e 2800 cm™ de
C-H alifaticos.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, (CD3),CO] de HP-2 (Fig. 15, p. 52)
mostrou-se bastante semelhante ao de HP-1, onde foram observados sinais de
hidrogénio aromaticos em 67,30 (d, J=6,6 Hz, 1H, H-9); 7,16 (dt, J=7,7; 1,3 Hz, 1H,
H-11); 6,97 (dt, J=7,7; 0,9 Hz, 1H, H-10) e 7,70 (d, J=7,7 Hz, 1H, H-12) e um sinal de
hidrogénio olefinico em 7,37 (s, 1H, H-17). Observou-se ainda um multipleto em
04,37 (m, 1H, H-19) relativo a um hidrogénio oxi-metilico, e um singleto
caracteristico de metoxila em ¢ 3,54 (s, 3H, H-23). Em 61,41 (d, 3H, H-18), foi
observado um dubleto intenso, que foi relacionado a hidrogénios de carbono metilico
ligado a carbono mono-hidrogenado.

No espectro de RMN *3C-BB [125 MHz, (CD3),CO] (Fig. 16, p. 52) foram
observadas 21 linhas espectrais. De maneira analoga a HP-1 foram identificados 2

carbonos metilicos, 9 metinicos, 4 metilénicos e 6 carbonos ndo-hidrogenados apos
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comparacao com o espectro de DEPT 135° [125 MHz, (CD3),CO] (Fig. 17, p. 53 e
Tab. 8).
Tabela 8 — Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de HP-2 com padrdo de

hidrogenacdo [RMN **C-BB e DEPT 135°, (CD3),CO, 125 MHz].

C CH CH. CHs Formula Molecular
180,5 155,4 54,8 51,1
167,7 128,6 54,3 18,9
1425 125,4 35,5
134,8 122,7 31,3
112,0 110,2
57,7 73,2
72,3
39,1
31,7
C4 CgHg C4H8 CzHG C21H23
Co04 N2H C21H24N204

A posterior construcdo de uma tabela de comparacéao entre os dados de
RMN C de HP-1 e HP-2 permitiu visualizar que as principais diferencas estdo
relacionadas aos deslocamentos do carbono C-3, que se encontra em & 72,3 (C-3)
em HP-2, e portanto mais desprotegido em HP-1 em 6 75,2 (C-3), Tab. 9 (p. 48), a

seqguir.
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Tabela 9 — Analise comparativa dos deslocamentos quimicos (&) de

RMN *3C [125 MHz, (CD3),CO] de HP-1 e HP-2.

. HP-1 HP-2
dc dc
2 180,5 180,5
3 75,2 72,3
5 55,7 54,8
6 35,4 35,5
7 56,9 57,7
8 134,9 134,8
9 124,2 125,4
10 122,9 122,7
11 128,8 128,6
12 109,9 110,2
13 142,9 142,5
14 30,9 31,3
15 32,1 31,7
16 110,9 112,0
17 155,5 155,4
18 18,9 18,9
19 73,2 73,2
20 38,9 39,1
21 54,0 54,3
22 167,8 167,7
23 51,1 51,1

De acordo com estes dados foi observado que HP-2 é um is6mero
estrutural de HP-1, ja que possuem a mesma formula molecular C;1H24N,O4. Este
dado foi confirmado pelo espectro de massas que mostrou o pico do ion molecular
em m/z 368 (Fig. 14, p. 51).

Os espectros de correlacdo bidimensional heteronuclear - HSQC (Fig. 23,
p. 57) e HMBC (Fig. 20, p. 54 e Fig. 21, p. 55) de HP-2 também demonstram
semelhancas com a andlise feita para HP-1, e determinou a correlacédo inequivoca
de cada carbono e seu respectivo hidrogénio, de acordo com a Tab. 10 (p. 49), a

seqguir.
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Tabela 10 — Dados de RMN*H, **C e correlacdes de *H, **C-HSQC e *C-HMBC "J

(n=2 e n=3) de HP-2.

C HSQC HMBC

oc OH “JcH *JcH
2 180,53 - - H-3
3 72,3 2,36 (m, 1H) - H-21a, H-5a
5 548 327 (m, 2H) e 2,44 (m, 2H) i H-3
6 355 1,94 (m, 1H): 2,29 (m, 1H) H-5b i
7 57,7 - H-6a H-9, H-5a, H-14a
8 134,8 - - H-10, H-12
9 1254 7,30 (d, J=6,6 Hz, 1H) i H-11
10 122,7 6,97 (dt, J=7,7; 0,9 Hz, 1H) . H-12
11 128,6 7,16 (dt, J=7,7; 1,3 Hz, 1H) H-10 H-9
12 110,2 7,70 (d, J=7,7 Hz, 1H) H-11 H-10
13 142.,5 - - H-9, H-11
14 313 0,87 (m, 1H) e 1,56 (m, 1H) H-3 .
15 31,7 2,46 (m, 1H) - H-17, H-21a, H-19
16 112,0 - H-17, H-15
17 1553 7,37 (s, 1H) i H-15
18 18,9 1,41 (d, J=6,2 Hz, 3H) H-19 -
19 73,2 4,37 (m, 1H) H-18 H-17, H-21b
20 39,1 1,63 (dt, J=13,1; 3,7 Hz, 1H) H-21a, H-15 H-18

3,39 (dd, J=13,1; 3,7 Hz, 2H)

21 543 e 241 (m 2H) i H-3
22 167,7 - - H-17, H-15, H-23
23 511 3,54 (s, 3H) ! !

Porém, apods a analise detalhada no espectro homonuclear - NOESY (Fig.

22, p. 56) de HP-2, foram observados importantes acoplamentos a longa distancia

entre o hidrogénio aromatico H-9 em ¢ 7,30 (H-9) com os hidrogénios em 6 1,36 (H-

18), e 4,37 (H-19).

De posse dessa andlise e apds comparacdo com dados de RMN **C

descritos na literatura (Tab. 11, p. 50), HP-2 foi caracterizado como o epimero de
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HP-1 denominado de isopteropodina. Este alcaldide ja foi isolado anteriormente da
parte aérea de H. patens [ADAMS et al., 1989].

10
1 18 O

Tabela 11 — Andlise comparativa dos deslocamentos quimicos (5) de RMN *3C de

HP-2 [125 MHz, (CD3),CO] com a isopteropodina [25 MHz, CDCl3).

HP-2 Isopteropodina

C [ADAMS et al, 1989]
SC SC
2 180,53 181,6
3 72,3 72,2
5 54,8 53,6
6 35,5 30,3
7 57,7 57,1
8 134,8 133,8
9 125,4 1245
10 122,7 122,5
11 128,6 127,7
12 110,2 109,8
13 1425 140,5
14 31,3 34,9
15 31,7 30,6
16 112,0 109,9
17 155,4 155,0
18 18,9 18,6
19 73,2 71,2
20 39,1 38,0
21 54,3 54,1
22 167,7 167,6
23 51,1 51,0
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Figura 17 - Espectro de RMN*3C — DEPT - 135° [125 MHz, (CD3),CO] de HP-2
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Figura 18 — Espectro de *H, *H — COSY [500 x 500 MHz, (CD3),CO] de HP-2
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Figura 20 — Espectro de *H, *3C — HMBC [500 x 125 MHz, (CDs),CO] de HP-2
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Figura 21 — Expansdes do Espectro de *H, **C — HMBC [500 x 125 MHz, (CD3),CO]
de HP-2
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Figura 22 — Espectro de *H, *H — NOESY [500 x 500 MHz, (CD3),CO] de HP-2
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Figura 23 — Espectro de *H, **C — HSQC [500 x 125 MHz, (CD3)>,CO] de HP-2
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4.1.3 Determinacao Estrutural de HP-3

Sucessivos tratamentos cromatograficos da fragdo diclorometano. obtida a
partir da particdo do extrato etandlico das folhas de H. patens, resultaram no
isolamento de um solido amorfo branco denominado de HP-3 (p.f. 100,3-101,1 °C).

A andlise do espectro no infravermelho de HP-3 (Fig. 24, p. 66) revelou
banda caracteristica de deformacéo axial N-H em 3259 cm™ e de ligacdes C-N de
aminas terciarias em 1086 cm™. Observaram-se também uma banda em 1209 cm™
de ligagdo C-O, e vibracdes de deformagbes axiais C=0 de éster a,B-insaturado e
de y-lactamas em 1706 cm™. Foi observada ainda absorcéo caracteristica de ligagéo
dupla conjugada em 1630 cm’; uma banda em 755 cm relativa & deformacéo
angular fora do plano de C-H de anel aromatico, além de deformacdes axiais em
2948 e 2791 cm™ de C-H alifaticos.

O espectro de RMN **C-BB [125 MHz, (CD3),CO] de HP-3 (Fig. 27, p. 67)
apresentou 22 linhas espectrais. De modo Semelhante a HP-1 e HP-2, a analise
detalhada deste espectro revelou dois sinais em ¢ 180,5 (C-2) e 167,8 (C-22)
caracteristicos de carbonilas de amida e de éster conjugado, respectivamente.
Foram observados ainda oito sinais referentes a carbonos sp? [6 110,9 (C-16), 136,2
(C-8), 110,2 (C-9), 155,5 (C-17) 156,7 (C-10), 113,2 (C-11), 111,4 (C-12) e 133,8 (C-
13)], dos quais os carbonos em ¢ 1555 (C-17) e 156, 7 (C-10) encontram-se
oxigenados. Outra diferenca observada no espectro de HP-3 foi a presenca de um
carbono adicional relativo a um grupamento metoxila em ¢ 56,0 (C-24). Comparando
os espectros RMN *3C-BB e DEPT 135° [125 MHz, (CD3),CO] (Fig. 28, p. 68),
observaram-se oito linhas espectrais referentes a carbonos metinicos; quatro

carbonos metilénicos, trés carbonos metilicos e sete carbonos nédo-hidrogenados.
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A partir destas informagfes foi possivel elucidar a formula molecular de
HP-3 como sendo Cz,H2sN20,4 (Tab. 12), em acordo com o pico do ion molecular em
m/z 398 no espectro de massa (Fig. 25, p. 66).
Tabela 12 — Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de HP-3 com padrédo de

hidrogenacdo (RMN **C-BB e DEPT 135°, 125 MHz (CD3),CO).

C CH CH; CHs; TOTAL
156,7 155,5 55,7 56,0
136,2 113,1 54,0 51,1
133,8 111,4 35,4 18,9
110,9 110,2 30,9
57,4 75,3
73,2
37,6
32,1
Cs CgHs C4Hs CsHg CaoH2s
C,0s5 NoH C22H26N 205

O estudo do espectro de RMN *H [500 MHz, (CD3),CO] de HP-3 (Fig. 26,
p. 67) revelou quatro sinais de hidrogénios em 67,46 (s, 1H, H-17), 6,80 (m, 1H, H-
9), 6,76 (m, 1H, H-11), 6,95 (d, J=2,4 Hz, H-12), além de dois sinais simpleto e
intensos em 63,55 (s, 3H, H-23) e 3,78 (s, 3H, H-24), e um outro dupleto em 6 1,37
(d, J=6,2 Hz, 3H, H-18), relacionados a hidrogénios de grupamentos metoxilas e
metila, respectivamente. De maneira analoga aos espectros de HP-1 e HP-2, o
espectro de HP-3 mostrou ainda conjuntos de multipletos em 6 2,46-2,31, 1,48 (m,
2H, H-6a) e 1,96 (m, 2H, H-6b).

O Espectro de Correlacdo Heteronuclear — HSQC de HP-3 (Fig. 32, p. 70)
permitiu a associacdo de cada carbono ao seu respectivo hidrogénio de forma
inequivoca.

Por outro lado, a andlise do espectro bidimensional HMBC (Fig. 30, p. 69)

revelou acoplamentos do hidrogénio em 62,37 (H-3) com carbono em 6180,5 (C-2);
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e dos dois hidrogénios aromaticos em 66,95 (H-12) e 6,80 (H-9) com o carbono em

0136,2 (C-8), subestrutura 1.

24
11 10,04

Subestrutura 1

A posicéo relativa do grupo metoxila adicional foi determinada atavés dos
acoplamentos dos hidrogénios 66,95 (H-12), 6,80 (H-9) e 3,78 (H-24) com o carbono
0 156,72 (C-10). Em adicéo, foram observados os acoplamentos do hidrogénio em &
6,95 (H-12) com o carbono 6 113,20 (C-11) e dos hidrogénios em 66,80 (H-9), 6,95

(H-12) com o carbono (C-13), conforme subestrutura 2.

Subestrutura 2

Ainda analisando este espectro, observaram-se 0s acoplamentos dos
hidrogénios em ¢ 7,46 (H-17) e 2,42 (H-15) com o carbono em ¢ 110,9 (C-16); o
acoplamento do hidrogénio &6 4,50 (H-19) com o carbono 6 18,9 (C-18) e dos
hidrogénios ¢ 3,55 (H-23), 7,46 (H-17) e 2,42 (H-15) com o carbono em 6 167,8
(C-22), levando a proposicao da subestrutura 3, p. 61.
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Subestrutura 3

Tabela 13 — Dados de RMN'H, **C e correlacées de HSQC e HMBC "J (n=2 e

n=3) de HP-3.
c HSQC HMBC
dc on “Jc *Jch
180,5 - H-3
H-5a, H-6a
3 73,3 2,37 (m) e H-14a -
3,19 (dd, J=11,9; 1,8 Hz)
5 55,7 2,46 (m) H-6a -
1,96 (ddd, J=6,85; 5,0; ] ]
6 35,4 0,85 Hz) ; 2,31 (m) H-5b
7 57,4 - - H-14b
8 136,2 - H-9 H-12
9 110,2 6,80 (m) - -
10 156,7 - H-9 H-12 e H-24
11 113,22 6,76 (M) H-12 -
12 1114 6,95 (d, J=2,35 Hz) H-11 -
13 133,8 - H-12 H-9
1,48 (m)
14 30,9 166 (m) H-15 H-20
H-20 e H- H-17, H-19
15 32,1 2,42 (m) 142 e H-21a
16 110,9 - H-17 e H-15 -
17 155,5 7,46 (s) - H-15 e H-19
18 18,9 1,37 (d, J=6,2 Hz) H-19 -
19 73,2 4,50 (m) - H-17
H-19, H-15
20 37,6 1,61 (m) e H-21a H-18
3,34 (m)
21 54,0 237 (m) - -
H-17, H-23
22 167.,8 - - e H-15
23 51,1 3,55 (s) ; ;
24 56,0 3,78 (s) - -
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Adicionalmente, o espectro homonuclear *H, *H — NOESY de HP-3 (Fig.
31, p. 70), revelou importantes acoplamentos dipolo-dipolo a longa distancia do
hidrogénio em ¢ 6,95 (H-12) com os hidrogénios da metoxila em o6 3,76 (H-

24), 2,46 (H-5b) e 196 (H-6a), conforme o fragmento mostrado abaixo.

O espectro de massa (Fig. 25, p. 66) apresentou picos semelhantes a HP-
1 (m/z 223, 208, 41 e 60), com o surgimento de dois picos (m/z 367 e 297)
caracterizando a presenca da metoxila adicional, como mostrado na proposta

mecanistica no quadro 2, p. 63.
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» C4Hs03

m/z 398 4 >

E‘ C10HoNO; m/z 297

e o |

(@)
» CH3 /
N / / » N COOMe
COOMe

m/z 223
m/z 208
CgH1003
C10H1403
-
NZ

+

N T ! v
7 m/z 69
m/z 41

Quadro 2 — Proposta mecanistica para as fragmentacdes que justificam os principais

picos registrados no espectro de massa de HP-3
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Os dados acima discutidos e a posterior comparacdo com dados de RMN
13C descritos na literatura (Tab. 14, p. 65) para o alcaléide oxinddlico palmirina,
revelou a semelhanca entre as duas substancias. Este alcaldide também ja foi

isolado a partir da parte aérea de H. patens [BORGES et al., 1979].

24
CHgj

11 10,04

12
17
13
HN
16 COOMe
O 3 14 22 23

15

Palmirina
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Tabela 14 — Andlise comparativa dos deslocamentos quimicos (5) de RMN **C

de HP-3 [125 MHz, (CD3).CO] com a palmirina (25 MHz, CDCls).

Palmirina
C HP-3 [BORGES, 1979]
8C SC
2 180,5 181,0
3 73,3 72,3
5 55,7 53,6
6 35,4 34,9
7 57,4 57,6
8 136,2 135,3
9 110,2 109,9
10 156,7 156,0
11 113,2 112,2
12 111,4 1119
13 133,8 133,8
14 30,9 30,3
15 32,1 30,7
16 110,9 110,0
17 155,5 155,1
18 18,9 18,6
19 73,2 71,3
20 37,6 38,2
21 54,0 54,1
22 167,8 167,6
23 51,1 51,0
24 56,0 55,7

16"COOMe
22 23
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Figura 24 — Espectro de absorcéo na regiao do infravermelho de HP-3 (NaCl)
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Figura 25 — Espectro de massas de HP-3 (70 eV, IE)
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Figura 26 — Espectro de RMN *H [500 MHz, (CD3)>CO] de HP-3
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Figura 27 — Espectro de RMN **C — BB [125 MHz, (CD3),CO] de HP-3
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Figura 29 — Espectro de *H, *H — COSY [500 x 500 MHz, (CD3),CO] de HP-3
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Figura 30 — Espectro de *H, **C — HMBC [500 x 125 MHz, (CD3),CO] de HP-3
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Figura 31 — Expans&o do Espectro de *H, *"H — NOESY [500 x 500 MHz, (CD3),CO]
de HP-3
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Figura 32 — Espectro de *H, *3C — HSQC [500 x 125 MHz, (CD3),CO] de HP-3
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4.1.4 Determinagéo Estrutural de HP-4

Sucessivos tratamentos cromatogréficos da fracdo diclorometano, obtida
a partir da particdo do extrato etandlico das folhas de H. patens, resultaram no
isolamento de um sélido amorfo amarelo denominado de HP-4 (p.f. 111,7-113,0 °C).

A andlise do espectro no infravermelho (Fig. 34, p. 76) revelou banda
caracteristica de deformacao axial de ligacdo N-H em 3289 cm™, e de ligacSes de C-
N de aminas terciarias em 1088 cm™. Observou-se também uma banda relativa a
deformac&o axial de ligagdo C-O em 1216 cm™, além de vibragdes de deformacdes
axiais de ligacdo C=0 de éster a,B-insaturado e de y-lactamas em 1706 cm™. Em
adicéo, foi observada absorcao caracteristica de deformacédo axial de ligacées C=C
conjugada em 1630 cm™; duas bandas largas em 825 cm™ e 770 cm™ relativa a
deformacéo angular fora do plano de C-H do anel aromatico, além de deformacdes
axiais de C-H alifaticos em 2926 e 2854 cm™.

O espectro de RMN **C-BB [125 MHz, (CD3),CO] de HP-4 (Fig. 36, p. 77)
apresentou 22 linhas espectrais. A analise detalhada deste espectro revelou dois
sinais em 6 175,0 (C-2) e 167,0 (C-22) caracteristicos de carbonilas de amida e de
éster, respectivamente. Foram observados ainda sete sinais referentes a carbonos
sp? [§ 110,1 (C-16), 136,0 (C-8), 100,0 (C-9), 154,8 (C-17), 153,9 (C-10), 110,3
(C-11), 111,4 (C-12) e 133,0 (C-13)], dos quais os carbonos em 6 154,8 (C-17) e
153,9 (C-10) encontram-se oxigenados. Semelhante a HP-3, foi observado a
presenca de um carbono de grupo metoxila em 656,04 (C-24). Comparando-se 0s
espectros RMN *C-BB e DEPT 135° [125 MHz, (CD3).CO] (Fig. 37, p. 78),
observaram-se oito linhas espectrais referentes a carbonos metinicos; quatro

carbonos metilénicos, trés carbonos metilicos e sete carbonos ndo-hidrogenados.
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A partir destas informagfes foi possivel elucidar a formula molecular de
HP-4 como sendo C,;H2sN20s5 (Tab. 15), em concordancia com o pico do ion quasi-
molecular [M + H]" em m/z 399,1749 no espectro de massas de alta resolucéo (Fig.
33, p. 76).
Tabela 15 — Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de HP-4 com padrédo de

hidrogenacdo [RMN **C-BB e DEPT 135°, 125 MHz (CDs),CO,].

C CH CH; CHs Férmula Molecular
153,9 154,8 56,1 55,1
133,0 111,4 53,4 50,0
136,1 110,3 34,1 17,7
110,21 100,0 24.8
56,1 72,3
60,2
38,5
31,4
Cs CgHs C4Hg CsHo CaoHas
C20s N2H C22H26N205

O estudo do espectro de RMN *H [500 MHz, (CD3),CO] de HP-4 (Fig. 35,
p. 77) revelou quatro sinais de hidrogénios em ¢ 7,50 (s, 1H, H-17), 6,89 (d, 1H,
J=2,0 Hz, H- 9), 6,68 (dd, 1H, J=9,0; 2,5 Hz, H-11), 7,18 (d, 1H, J=8,5 Hz, H-12),
referentes a hidrogénios ligados a carbonos sp? além de dois sinais simples e
intensos em 3,77 (s, 3H, H-23) e 3,68 (s, 3H, H-24), e um outro duplo em 6 1,37 (d,
J=6,5 Hz, 3H, H-18), relacionados a hidrogénios de grupamentos metoxilas e metila,
respectivamente. De maneira analoga aos espectros de HP-1, HP-2 e HP-3, o
espectro de HP-4 mostrou ainda conjuntos de multipletos no intervalo de 6 3,18-1,43,
gue foram relacionados a hidrogénio ligados a carbonos metilénicos.

O Espectro de Correlacdo Heteronuclear — HSQC de HP-4 (Fig. 40, p. 79)
permitiu a associagdo de cada carbono ao seu respectivo hidrogénio de forma

inequivoca.
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No espectro bidimensional *H, **C-HMBC de HP-4 (Fig. 38, p. 78), foram
observados os acoplamentos do hidrogénios em ¢ 6,68 (H-11) com o carbono em ¢
100,0 (C-9); dos hidrogénios 6 6,68 (H-11) e 6,89 (H-9) com o carbono em 6 133,0
(C-13); do hidrogénio ¢ 7,18 (H-12) com os carbonos em ¢ 133,0 (C-13) e 153,9
(C-10). Observou-se ainda o acoplamento do hidrogénio ¢ 3,68 (C-24) com o
carbono ¢ 153,9 (C-10), que foi importante para definir a posicdo da metoxila, como

mostra a subestrutura 1.

Subestrutura 1

Verificaram-se ainda acoplamentos dos hidrogénios em 6 3,77 (H-23) e
7,50 (H-17) com o carbono 6167,0 (C-22); os acoplamentos dos hidrogénios ¢ 3,01
(H-21a), 2,84 (H-21b), 1,43 (H-14b) e 3,18 (H-5a) com o carbono em 6 60,2 (C-3) e
do hidrogénio ¢ 3,29 (H-3) com o carbono em ¢ 31,4 (C-15), conforme subestrutura

2.

Subestrutura 2

Tal como nos outros compostos isolados, o nuacleo diidrofurano foi

revelado através do acoplamento do hidrogénios em 62,72 (H-15) e 7,50 (H-17) com

o carbono em ¢ 110,1 (C-16); do hidrogénio 6 7,50 (H-17) com os carbonos em
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0 17,7 (C-18) e 167,0 (C-22) e dos hidrogénios em ¢ 1,37 com os carbonos em o6

72,3 (C-19) e 38,5 (C-20), como mostrado na subestrutura 3.

Tabela 16 — Analise comparativa dos deslocamentos quimicos (o) de

RMN *3C [125 MHz, (CD3),CO] de HP-3 e HP-4.

. HP-3 HP-4
dc dc
2 180,5 175,0
3 73,3 60,2
5 55,7 56,1
6 35,4 34,1
7 57,4 56,1
8 136,2 136,0
9 110,2 100,0
10 156,7 153,9
11 113,2 110,3
12 111,4 111,4
13 133,8 133,0
14 30,9 24.8
15 32,1 31,4
16 110,9 110,1
17 155,5 154,8
18 18,9 17,7
19 73,2 72,3
20 37,6 38,5
21 54,1 53,4
22 167.,8 167,0
23 51,1 51,1
24 56,0 55,1

Subestrutura 3

A comparacdo dos dados de deslocamentos quimicos de **C de HP-3 e

HP-4, (Tab. 16) mostrou como principais diferencas as mudancas nos deslocamento

dos carbonos C-3 e C-9, que se encontram mais desprotegidos em HP-3 [6 73,3 (C-

3) e 6110,2 (C-9)] quando comparados com os deslocamentos de HP-4 [§60,2 (C-3)

e 100,0 (C-9)]. De posse da andlise acima descrita, foi possivel elucidar a estrutura

de HP-4 como sendo o epimero de HP-3. Este composto esta sendo relatado pela

primeira vez na literatura e foi denominado de Isopalmirina.
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Tabela 17 — Dados de RMN *H, *C e correlagées de HSQC e HMBC "J (n=2 e

n=3) de HP-4.
- HSQC HMBC
oc OH “JcH *JcH
175,0 2 i i
3 60,2 3,29 (m) H-14p  H-21a H-Sb, H-
21b
3,01 (M)
5 53,4 251 (m) i i
2,91 (m)
6 34,1 /26 (m) H-5a i
7 56,1 i i i
8 136,0 i i H-12
9 100,0 6,89 (d, J=2,0 Hz) i H-11
10 153,9 i i H-24, H-10
11 110,3 6,68 (dd, J=9,0; 2,5 Hz) i H-9
12 111,4 7,18 (d, J=8,5 Hz) i i
13 133,0 i i H-11, H-9
2,26 (M)
14 34,1 143 (m) H-15 i
15 31,4 2,72 (m) H-14b H'”’ﬂj e H-
16 110,1 i H-17 e H-15 H-14b
17 154.8 7,50 (s) i H-15
18 17,7 1,37 (d, J=6.5 Hz) i H-20
19 72,3 4,50 (m) H-18 H-17, H-15
20 38,5 1,72 (m) H-21a H-18
3,18 (d, J=12,5 Hz)
21 56,1 254 () i i
22 167,0 i H-23 H-17
23 51,13 3,77 (s) i i
24 55,1 3,68 (s) i ]

Isopalmirina

Aspectos quimicos do estudo de Hamelia patens Jacq.



CAPITULO 4 DETERMINAGCAO ESTRUTURAL | 76

379.1527

383.1807

413,24

437.1467
3912685 4211553 427.1482

4001778 409.1228
‘ T N

A

o T e Tl L ST e L
20

1 ]
360 370 380 390 400 410 4 430 440
m'z

Figura 33 — Espectro de massas de alta resolucdo HP-4
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Figura 34 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de HP-4 (NaCl)
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Figura 35 — Espectro de RMN *H [500 MHz, (CD3),CO] de HP-4
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Figura 36 — Espectro de RMN **C — BB [125 MHz, (CD53),CO] de HP-4
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Figura 37 — Espectro de RMN **C — DEPT - 135° [125 MHz, (CD3),CO] de HP-4
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Figura 38 — Espectro de *H, *C — HMBC [500 x 125 MHz, (CD3),CO] de HP-4
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4.1.5 Determinagéo Estrutural de HP-10

A fracdo n-butanodlica do extrato etandlico das folhas, apés tratamento
cromatografico incluindo CLAE, forneceu 8,3 mg de um sélido marrom amorfo,
denominado de HP-10.

A analise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de HP-10
(Fig. 42, p. 87) mostrou uma banda larga em 3417 cm™, correspondente a
deformacéo axial de ligacdes O-H, caracterizando a presenca de hidroxila. A banda
de absorcdo em 1647 cm™ foi associada a deformacao axial da ligacdo C=0 de uma
carbonila, e as bandas em 1634, 1614 cm™ foram correspondentes a deformacdes
axiais da ligacdo C=C de alqueno. As bandas em 1466, 1452, 1416 e 1385 cm™
corresponderam a vibracdes de deformacédo axial das ligacbes C=C de anéis
aromaticos e as bandas de absorcdo entre 1257 e 1049 cm™ a deformacées axiais
de ligagbes C-O.

A anélise do espectro de RMN *H [CD;0D, 500 MHz] de HP-10 (Fig. 43,
p. 88) revelou a presenca de quatro sinais na regido de hidrogénios aromaticos em &
8,09 (d, J=8,5 Hz, 2H, H-2'/H-6"), 6,89 (d, J= 8,5 Hz, 2H, H-3'/H-5), 6,42 (s, 1H, H-8)
e 6,22 (s, 1H, H-6); nove sinais na regidao de hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados em 6 3,80 (m, 1H, H-2"), 3,78 (m, 1H, H-4"), 3,72 (dd, J=10,5; 6,0 Hz,
1H, H-6"b), 3,60 (M, 2H, H-5"/H-3"), 3,53 (m, 1H, H-3"), 5,52 (m, 1H, H-5"), 3,50 (m,
1H, H-2"), 3,39 (dd, J=10,5; 7,5 Hz, 1H, H-6"a), 3,30 (m, 1H, H-4") e dois sinais
relativos a hidrogénios ligados a carbonos dioxigenados em 65,04 (d, J=7,5 Hz, 1H,
H-17), 4,61 (s, 1H, H-1").

A andlise do espectro de RMN **C-BB (CD;0OD, 125 MHz) de HP-10 (Fig.
44, p. 88) mostrou a presenca de vinte e cinco linhas espectrais. Avaliando-se 0s

valores dos deslocamentos quimicos pdde-se atribuir que o sinal em & 179,8 (C-4)
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trata-se de um carbono carbonilico conjugado. Os doze sinais compreendidos na

faixa entre & 95,1-166,3 foram associados a carbonos sp® enquanto que 0s

carbonos em & 105,7 e 102,1 foram relacionados a dois carbonos anoméricos, e o0s

nove sinais na faixa entre 5 75,5 - 67,6 foram atribuidos a carbonos sp® oxigenados.

A associacdo do espectro de RMN **C-BB (Fig. 44, p. 88) com 0 espectro

de RMN **C DEPT 135 (Fig. 45, p. 89) revelou que dos 27 carbonos presentes, 1 era

metilico, 16 metinicos, 1 metilénico e 9 ndo-hidrogenados (Tabela 18).

Tabela 18 — Deslocamentos quimicos de RMN**C-BB de HP-10 com padrédo de

hidrogenacdo [RMN**C-BB e DEPT 135°, 125 MHz, CDsOD].

C CH CH, CHs Férmula Molecular
179,5 132,6 67,6 18,1
166,3 132,6
163,1 116,3
161,8 116,3
159,5 105,7
158,7 102,1
135,8 100,2
122,8 95,1
105,8 75,5
75,2
74,0
73,1
72,4
72,2
70,3
69,8
Cs CieH1s CH; CHs CasH21
C=0 9 (-OH) 5 (-O-) C27H30015

A reunido dos dados espectroscopicos de HP-10 permitiu sugerir entdo a

férmula molecular C,7H30015, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a vinte e

seis, em acordo com o pico do ion molecular em m/z 594 no espectro de massas

(Fig. 41, p. 87).
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O espectro de RMN bidimensional de correlacédo heteronuclear - HSQC
(Fig. 49 e 50, p. 92) permitiu a associagdo inequivoca dos sinais dos hidrogénios aos
seus respectivos carbonos (Tabela 19, p. 85).

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear - HMBC a
longa distancia (Fig. 46, p. 89; Fig. 47, p. 90; Fig. 48, p. 91), mostrou o0s
acoplamentos a mais de uma ligacdo entre hidrogénios e carbonos (2Jch € 3Jcn). A
analise dos acoplamentos referentes aos hidrogénios da aglicona flavonoidica,
apresentou correlacdo do sinal do hidrogénio em 6 6,42 (H-8) com o carbono em ¢
100,2 (C-6); dos hidrogénios em ¢ 8,09 (H-2'/H-6’), 6,89 (H-3'/H-5’) com o carbono
em 6161,8 (C-4’) e dos hidrogénios em 6 6,89 (H-3’/H-5’) com o carbono em §122,8

(C-1’) de acordo com a subestrutura 1.

Subestrutura 1

Neste espectro observou-se também o importante acoplamento do
hidrogénio anomérico em ¢ 5,04 (H-1") da unidade galactose com o carbono em ¢
135,8 (C-3) da estrutura flavonoidica, permitindo estabelecer inequivocamente que a

hexose encontra-se ligada no carbono 3 da estrutura flavanoidica. Observaram-se
ainda o acoplamento do hidrogénio em 63,78 (H-4”) com o carbono em ¢ 75,2

(C-3"); dos hidrogénios em 6 3,72 (H-6”) e 3,53 (H-6") com os carbonos em & 75,5
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(C-5") e 70,3 (C-4”); do hidrogénio & 3,60 (H-5") com o carbono & 67,6 (C-6) de

acordo com a subestrutura 2.

Subestrutura 2

”

O acoplamento do hidrogénio anomeérico em 64,61 (H-1”) da unidade
ramnose com o carbono em 6 67,6 (C-6”) permitiu definir a ligacdo da segunda
unidade de acucar através do carbono C-6". Observaram-se ainda acoplamentos
dos hidrogénios em 64,61 (H-1") e 3,30 (H-4”) com o carbono em 72,4 (C-3"”); dos
hidrogénios em ¢ 3,72 (H-6") e 3,53 (H-6") com o carbono em §102,1 (C-1"); dos
hidrogénios em ¢ 3,50 (H-2"), 3,60 (H-3") e 0,93 (H-6") com o carbono em 674,0
(C-4") e dos hidrogénios em 63,30 (H-4”) e 60,93 (H-6") com o carbono em §69,8

(C-5") de acordo com a subestrutura 3.

Subestrutura 3
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Desse modo a reunido dos dados espectroscOpicos e a posterior
comparacao destes com dados registrados na literatura [AGRAWAL, 1989], Tab. 20,
p. 86, confirmaram que HP-10 trata-se do composto canferol-3-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1—6)-B-D-galactopiranosideo. Este composto est4 sendo relatado

pela primeira vez para o género Hamelia.

Canferol-3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—6)-p-D-galactopiranosideo
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Tabela 19 — Dados de RMN *H, 3C e correlacdes de *H, **C-HSQC e *C-HMBC "J

(n=2 e n=3) de HP-10

HSQC HMBC
C > 3
oc O JcH JcH

2 158,7 - - -

3 135,8 - - H-1"

4 179,8 - - -

5 163,1 - - -

7 166,3 - - -

9 159,5 - - -

10 105,8 - - -

1’ 122,8 - - H-3'/H-5
4 161,8 - H-3’/H-5 H-2’/H-6’

6 100,2 6,22 (d, J=1,5 Hz) i H-8

8 95,1 6,42 (d, J=1,5 Hz) i i
26 132,6 8,09 (d, J=8,5 Hz) i i
35 1163 6,89 (d, J=8,5 Hz) i i

17 105,7 5,04 (m, 1H) i i

2" 73,1 3,80 (m, 1H) i i

3’ 75,2 3,53 (m, 1H) H-4” -

4 70,3 3,78 (m, 1H) i 2H-6"
5" 75,5 3,60 (m, 1H) H-6"b i

6" 67,6 3,72 (dd, J=10,5; 6,0 Hz) H-5" H-1"

3,39 (dd, J=10,5, 7,5 Hz)

17 102,1 4,61 (s) i 2H-6"
o 72,2 3,50 (m, 1H) H-1" i

3" 72,4 3,60 (m, 1H) H-4" H-1"
4 74,0 3,30 (m, 1H) H-3" H-2"/3H-6"
5" 69,8 3,52 (m, 1H) H-4"/3H-6" i

6" 18,1 0,93 (d,J=6,5 Hz) i i
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Tabela 20 — Analise comparativa dos deslocamentos quimicos (o) de
RMN®C de HP-10 [125 MHz, CD3;0OD] com o canferol-3-O-a-

L-rhamnopiranosil-(1—6)-B-D-galactopiranosideo [125 MHz,

DMSO-dg].
Canferol-3-O-a-L-
HP-10 rhamnopirangsil-(1,—>6)-[5-
C D-galactopiranosideo
[AGRAWAL, 1989]

dc dc AS

2 158,7 156,5 2,2
3 135,8 133,3 2,5
4 179,8 177,5 2,3
5 163,1 161,2 1,9
7 166,3 164,0 2,3
9 159,5 156,5 3,0
10 105,8 103,8 2,0
1 122,8 120,9 1,9
4 161,8 160,0 1,8
6 100,9 98,8 14
8 95,1 93,8 1,3
2'[6’ 132,6 131,0 1,6
3’15 116,3 115,1 1,2
1” 105,7 102,2 3,5
2’ 73,1 71,5 1,6
3’ 75,2 73,4 1,8
4” 70,3 68,4 1,9
5” 75,5 73,9 1,4
6” 67,6 65,9 1,7
1 102,1 100,0 2,1
27 72,2 71,0 1,2
3” 72,4 70,3 2,1
4” 74,0 72,6 1,4
5” 69,8 68,8 1,0
6” 18,1 17,6 0,5
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Figura 41 — Espectro de massas de HP-10 (70 eV, IE)
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Figura 42 — Espectro de absorcéo na regidao do infravermelho de HP-10 (KBr)
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Figura 45 — Espectro de RMN **C — DEPT - 135° [125 MHz, CDs0D] de HP-10
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Figura 47 — Expansdes do Espectro de *H, **C — HMBC [500 x 125 MHz, CDs0D] de HP-10
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Figura 49 — Espectro de *H, **C — HSQC [500 x 125 MHz, CDs;0D] de HP-10
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Figura 50 — Expansdes do Espectro de *H, **C — HSQC [500 x 125 MHz, CD3;0D] de HP-10
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Figura 51 — Espectro de *H, *H — COSY [500 x 500 MHz, CDs0D] de HP-10

Figura 52 — Expansdes do Espectro de *H, *H — COSY [500 x 500 MHz, CDs0OD] de HP-10
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4.2 Determinacdo estrutural dos constituintes quimicos néo-volateis dos talos
de H. patens

4.2.1 Determinagéo Estrutural de HP-5

ApOGs sucessivos tratamentos cromatograficos da fracdo diclorometano,
obtida a partir da particdo do extrato etandlico dos talos de H. patens, isolou-se um
solido amorfo branco denominado de HP-5 (p.f. 259,7-260,5 °C).

O espectro de absorgéo na regiao do IV (Fig. 54, p. 100) de HP-5 revelou
a presenca de uma deformacdo axial de ligagdo C=0 em 1692 cm™, além de uma
abanda larga em 3424 cm™ relativa a deformac&o axial de O-H e deformacdes axiais
em 2927 e 2869 cm™ de ligacées de C-H alifaticos.

O espectro de RMN *H [500 MHz, CsDsN] (Fig. 55 e 56, p. 101) de HP- 5
mostrou sinais referentes a dois grupos metila ligados a carbono mono-hidrogenado
em ¢ 1,01 (d, J=5,80 Hz, 3H, H-29) e 0,96 (d, J=5,75 Hz, 3H, H-30), cinco grupos
metilas ligados a carbono ndo-hidrogenado em 60,89 (d, 3H, H-25), 1,03 (s, 3H, H -
24), 1,05 (s, 3H, H-26), 1,23 (s, 3H, H-23) e 1,25 (s, 3H, H-27), além de um
hidrogénio olefinico em 6 5,49 (m, 1H, H-12), e um hidrogénio ligado a um carbono
oxigenado em ¢ 3,46 (m, 1H, H-3).

O espetro de RMN *C-BB [125 MHz, CsDsN] (Fig. 57, p. 102) apresentou
trinta linhas espectrais, das quais os sinais em 6 139,6 (C-13) e 126,0 (C-12) se
mostraram caracteristicos de triterpenos pentaciclicos de esqueleto urs-12-eno, além
de um carbono carbonilico em §180,3 (C-28).

A anélise comparativa dos espectros de RMN *C-BB [125 MHz, CsDsN]
(Fig. 57, p. 102) e RMN C-DEPT 135° (Fig. 58, p. 102) permitiram identificar sete
carbonos metilicos (7-CHs), nove metilénicos (9-CH,) e sete metinicos (7-CH), além

de sete carbonos nado-hidrogenados (7-C). A partir destas informacdes foi possivel
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elucidar a féormula molecular de HP-5 como sendo CjzHssO3; (Tab. 21), em
concordancia com o pico do ion molecular em m/z 456 no espectro de massas (Fig.
53, p. 100).

Tabela 21 — Deslocamentos quimicos de RMN *C-BB de HP-5 com padréo de
hidrogenacdo (RMN **C-BB e DEPT 135°, [125 MHz, CsDsN]).

C CH CH, CHs Férmula Molecular
180,3 126,0 39,4 29,1
139,6 78,5 37,8 24,2
48,4 56,1 33,9 21,7
42,8 53,9 31,4 17,8
40,3 48,4 29,0 17,8
39,7 39,8 28,4 16,9
37,8 39,7 25,2 16,0
23,9
19,1
Cs C-/H; CoHss C7H21 C30H4g03
CO.H OH

Através da analise detalhada do espectro bidimensional de correlagcéao
heteronuclear a longa distancia HMBC de HP-5 (Fig. 59 e 60, p. 103), foi possivel
visualizar importantes correlacdes do hidrogénio em ¢ 3,46 (d, J=9,3 Hz, H-18) com
os carbonos em 6 180,3 (C-28) e 139,6 (C-13); dos hidrogénios em ¢ 1,05 (s, H-26)
com os carbonos em ¢ 42,8 (C-14) e 48,4 (C-9); hidrogénios em ¢ 1,01 (d, J=5,80
Hz, H-29) com o carbono em 6 53,9 (C-18) e dos hidrogénios em 6 0,96 (d, J=5,75

Hz, H-30) com o carbono em §31,4 (C-21), conforme subestrutura 1.

3

)

Subestrutura 1
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Em adicao, verificaram-se ainda acoplamentos do hidrogénio em ¢ 1,23
(s, H-23) com os carbonos em 6 39,7 (C-4), 56,1 (C-5) e 78,5 (C-3); do hidrogénio
em 61,03 (s, H-24) com o carbono em 56,1 (C-5) e do hidrogénio 60,89 (s, H-25)

com os carbonos 648,4 (C-9) e 56,1 (C-5), conforme mostra a subestrutura 2.

Subestrutura 2

O espectro de massas de HP-5 (Fig. 53, p. 100), apresentou o pico ion
molecular m/z 456 e os sinais com m/z 248, 208, 203 e 190, que nos levaram a
proposta mecanistica para justificar esses fragmentos como descrita no quadro 3, p.

97.
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HO

Ik ik
C14H230 -
COOH | COOH
m/z 248
m/z 456
COOH
C16H2402
= :
jf
m/z 203
m/z 208
jf
m/z 190

Quadro 3 — Proposta mecanistica para as fragmentacdes que justificam os

principais picos registrados no espectro de massa de HP-5
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A posterior comparacdo com dados da literatura (Tab. 22, p. 99),
confirmou HP-5 como sendo o &cido ursodlico [ALVES et al.,, 2000], j& isolado

anteriormente da parte aérea de Hamelia patens [SUBRAHMANYAM et al, 1973].

Acido ursélico
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Tabela 22 — Dados de RMN *3C, [125 MHz, CsDsN] de HP-5,

em comparacao com os dados da literatura.

Acido ursélico

C HP-5 [ALVES et al., 2000]
8C 6C
1 39,4 30,8
2 28,4 28,6
3 78,5 786
4 39,7 39,5
5 56,1 56,3
6 19,1 19,2
7 33,9 34,0
8 40,3 40,4
9 48.4 485
10 37.8 37,7
11 239 24,1
12 126,0 126,1
13 139.6 139.7
14 42,8 43,0
15 29,0 20,1
16 25,2 25,4
17 48,4 48,5
18 53,9 54,0
19 30,8 39,9
20 39,7 39,9
21 31,4 31,5
22 37.8 37.9
23 29,1 20,3
24 16,9 17,0
25 16,0 16,1
26 17.8 17,9
27 24,2 24,4
28 180,3 180,0
29 17,8 18,0
30 21,7 21,9
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4.2.2 Determinagéo Estrutural de HP-6

O fracionamento cromatografico da fracdo hexanica, proveniente do
extrato etandlico dos talos de H. patens, forneceu um composto solido branco
denominado de HP-6.

No espectro de RMN 'H de HP-6 (500 MHz, CDCls) (Fig. 62, p. 108),
verificou-se a presenca de dois sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos em &
5,35 (H-6) e 5,31 (H-22/H-23) e um sinal em ¢ 3,53 (m, H-3) relativo a hidrogénio
ligado a carbono oxigenado. Foi observado ainda um conjunto de sinais no intervalo
0 0,69-2,29 tipicos de hidrogénios alifaticos de esqueletos terpénicos ou esteroidicos
[SILVERSTEIN et al., 2007].

O espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) (Fig. 63, p. 107) apresentou 41
linhas espectrais. Destas, foram visualizadas um sinal em 6 72,1 (C-3) referente a
um carbono sp® oxigenado, além de quatro sinais em § 121,9 (C-6), 129,5 (C-23),
138,5 (C-22) e 141,0 (C-5) referentes a carbonos olefinicos.

O espectro de absorcédo na regido do IV (Fig. 61, p. 106) confirmou os
grupos funcionais presentes, através de uma banda larga em 3391 cm™ relativa a
deformacéo axial de O-H, e de absor¢Bes axiais em 2958, 2934 e 2870 cm™ de
deformacfes C-H alifaticos. A posterior analise comparativa com dados da literatura
(Tab. 23, p. 105) permitiu caracterizar HP-6 como sendo a mistura dos esterdides -
sitosterol e estigmasterol, [MACARI et al.,, 1990] e [MOREIRA, 2001], isolado

anteriormente das flores de H. patens [SUBRAHMANYAM et al., 1973].
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Tabela 23 — Dados de RMN **C (125 MHz, CDCls) de HP- 6 e da literatura
[MACARI et al., 1990] [MOREIRA, 2001 (75 MHz, CDCl3)].

B-sitosterol Estigmasterol

c HP-6 [MACARI et al., [MOREIRA,

1990] 2001]

dc dc dc

1 37,5 37,2 37,5
2 31,9 31,6 31,9
3 72,1 71,7 72,0
4 42,5/40,0 42,3 38,5
5 141,0 140,7 141,0
6 121,9 121,6 121,9
7 32,2 31,8 32,1
8 32,1/31,9 31,8 31,9
9 50,4 50,1 50,2
10 36,7 36,4 36,7
11 21,3 21,1 21,2
12 40,0 39,7 39,9
13 42,5 42,3 42,4
14 57,0 56,7 57,1
15 24,5 24,2 24,5
16 28,5/29,4 28,1 29,0
17 56,4/56,3 56,1 56,3
18 12,1 11,9 12,3
19 19,6/20,3 19,3 19,4
20 36,4/41,0 36,0 40,7
21 18,9/19,0 18,7 21,3
22 34,2/138,5 33,9 138,5
23 26,3/129,5 26,4 129,5
24 46,1 45,8 51,5
25 29,4 29,1 31,9
26 20,4/20,0 19,6 19,0
27 19,3/21,3 18,9 21,3
28 23,3/24,5 23,0 25,4
29 12,2 11,9 12,4

27

.......

HP-6
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4.2.3 Determinacao de Estrutural de HP-7

O fracionamento cromatografico da fracdo hexanica, proveniente do
extrato etandlico dos talos de H. patens, forneceu um composto sélido amarelo
denominado de HP-7.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) (Fig. 67, p. 113), verificou-se a
presenca de um sinal em ¢ 6,18 (s, H-4), caracteristico de hidrogénio ligado a
carbono sp®. Foram observados ainda sinais no intervalo & 0,73-2,71 tipicos de
esqueleto esteroidal, além de sinais em ¢ 1,18 (s, H-19), 1,27 (s, H-27), 0,18 (s,
H-18), 0,95 (d, J=5,7 Hz, H-21) e 0,87 (m, H-26 e H-27), que foram relacionadas a
hidrogénios de grupamentos metilas ligados a carbonos sp® [SILVERSTEIN et al.,
2007].

O espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) (Fig. 68, p. 113), apresentou
dois sinais em ¢199,7 (C-6) e 202,5 (C-3), caracteristicos de carbonilas conjugadas,
gue foram confirmadas pela presenca de dois sinais em §125,7 (C-4) e 161,3 (C-5)
referentes a carbonos sp?.

O espectro de absorcédo na regido do IV (Fig. 65, p.112) confirmou os
grupos funcionais presentes na estrutura de HP-7, através de duas bandas em 1726
cm™ e 1690 cm™ de carbonilas de cetona conjugada; além de uma banda larga em
3444 cm™ de deformacéo axial O-H, deformacdes axiais em 2955, 2931 e 2869 cm™
de C-H alifaticos, e deformacéo axial de ligacdo C=C em 1462 cm™.

Através da analise detalhada do espectro bidimensional de correlagcéo
heteronuclear a longa distancia HMBC [500 MHz, CDCl3] de HP-7 (Fig. 69, p. 114),

foi possivel visualizar as correlagbes do hidrogénio em 6 1,18 (s, H-19) com os

carbonos em ¢ 35,8 (C-1), 40,0 (C-10), 51,2 (C-9) e 161,3 (C-5); além dos
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acoplamento do hidrogénio em ¢ 6,18 (s, H-4) com os carbonos em ¢ 34,0 (C-2),

40,0 (C-10), 161,3 (C-5) e 202,5 (C-3), conforme subestrutura 1.

Subestrutura 1

Neste espectro verificou-se ainda acoplamentos do hidrogénio em 6 0,95
(d, J=5,7 Hz, H-21) com carbono em 6 56,1 (C-17) e do hidrogénio em 60,73 (s, H-

18) com o carbono em 656,7 (C-14), conforme mostra a subestrutura 2.

Subestrutura 2

Através da andlise do espectro de massa de HP-7 (Fig. 66, p. 112), foi
possivel observar o pico do ion molecular em m/z 426, que juntamente com 0S picos
com razdo m/z 398, 285, 243, 137 e 109, permitiram a elaboracdo da proposta

mecanistica para justificar os fragmentos do quadro 4, p. 110.
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i m/z 285
m/z 426
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Ci3Hos
» CoiH3y
L, )
o
o}
m/z 243
(e} \\O+
m/z 137
CO
e
O
m/z 109

Quadro 4 — Proposta mecanistica para as fragmentacfes que justificam os

principais picos registrados no espectro de massa de HP-7
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Estas informacgdes, aliadas a posterior anélise comparativa com dados de
RMN '3C descritos na literatura (Tab. 24), possibilitaram caracterizar HP-7 como
sendo o esteroide estigmast-4-en-3,6-diona, [LIM et al., 2005], cujo isolamento ja foi

citado anteriormente para H. patens [RIPPERGER, 1978].

Tabela 24 — Dados de RMN **C (125 MHz, CDCl;) de HP- 7, em comparacéo

com os dados da literatura.

Estigmast-4-en-3,6-diona

c HP-7 [LIM et al., 2005 ]
(YC SC

1 358 355
2 34.0 33,8
3 202,5 202,4
4 1257 1255
5 161,3 161,1
6 1997 199.2
7 47,0 46,8
8 34.4 34,2
9 51,2 51,0
10 40,0 30,8
11 21,0 20,9
12 30,3 39,1
13 42,7 42,7
14 56,7 56,5
15 24.2 24.0 P
16 28.2 28.0
17 56,1 558
18 12.1 11,9
19 177 175
20 36.2 36,0
21 18.9 18,7
22 34.2 34.0
23 26.2 26.0
24 459 458
25 293 291
26 20,0 19.8
27 19.2 19.0
28 233 231
29 12.2 12.0
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4.3 Determinacdo estrutural dos constituintes quimicos ndo-volateis do caule

de H. patens

4.3.1 Determinacao Estrutural de HP-8

O fracionamento cromatografico da fracdo diclorometano, proveniente do
extrato etandlico do caule de H. patens, forneceu um composto sélido branco
denominado de HP-8.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) (Fig. 71, p. 118), verificou-se a
presenca de trés sinais em ¢ 5,34 (m, H-6), 5,05 e 5,03 (H-22 e 23), ambos
caracteristicos de hidrogénio ligado a carbono sp® Foram observados ainda no
intervalo de ¢ 0,66-2,47, sinais tipicos de esqueletos terpénicos ou esteroidicos,
além de absorcdes na regido de ¢ 3,95-4,57 relacionadas a hidrogénios ligados a
carbonos sp°® oxigenados [SILVERSTEIN et al., 2007].

O espectro de RMN **C (125 MHz, CsDsN) (Fig. 72, p. 119) apresentou 52
linhas espectrais. Neste espectro foram observados um sinal em 6 78,9 (C-3)
referente a um carbono sp® oxigenado; 4 linhas em § 122,2 (C-6), 129,8 (C-23),
139,1 (C-22) e 141,2 (C-5) referentes a carbonos olefinicos, um sinal em 6 102,9
(C-1") caracteristico de carbono anomérico de unidades glicosidicas, além de 6
carbonos oxigenados em 6 63,1 (C-6’), 72,0 (C-4’), 75,6 (C-2’), 78,5/78,9 (C-5) e
78,7 (C-3").

A comparacdo dos espectros de RMN **C e RMN **C-DEPT 135° (Fig. 73,
p. 119) contribuiu para conclusdo de que HP-8 contém na sua estrutura duas duplas
ligacBes, uma di e outra trissubstituida, em acordo com as informacfes observadas
para os carbonos olefinicos em 6 122,2 (C-6), 129,8 (C-23), 139,1 (C-22) e 141,2 (C-

5). A partir destes dados, pdde-se também concluir que os sinais em ¢ 63,1 (C-6),
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72,0 (C-4’), 75,6 (C-2’), 78,5/78,9 (C-5) e 78,7 (C-3’) eram correspondentes a uma
unidade glicosidica.

As linhas espectrais observadas no espectro de RMN **C referentes a
carbonos olefinicos apresentaram valores muito proximos aos verificados na
literatura (Tab. 25, p. 117) para a mistura de esterdides g-sitosterol e estigmasterol
glicosilados. Desta forma, a comparacdo dos dados obtidos permitiu caracterizar
HP-8 como a mistura dos esteréides glicosilados estigmast-5-en-3-O-
glicopiranosideo (B-sitosterol glicosilado) e estigmast-5,22-dien-3-O-glicopiranosideo
(estigmasterol glicosilado), [VOUTQUENNE et al., 1999]. Identificados previamente

nas flores de H. patens [SUBRAHMANYAM et al., 1973].
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Tabela 25 — Dados de RMN **C (125 MHz, CsDsN) de HP- 8 e da literatura [ALAM et
al., 1996 (150 MHz, DMSO-ds)] [VOUTQUENNE et al., 1999 (75 MHz, CDCI3)].

B-Sitosterol Estigmasterol

C HP-8 glicosilado glicosilado
[VOUTQUENNE [ ALAM et al.,
et al., 1999] 1996]
dc dc dc

1 37,8 37,0 38,3
2 32,5/32,9 31,6 33,0
3 78,9 79,0 76,7
4 39,8/37,9 39,5 36,8
5 141,2 1414 140,4
6 122,2 122,2 1211
7 32,4/30,6 31,6 31,3
8 32,5/32,4 31,7 31,4
9 50,7 50,0 49,6
10 37,2/36,7 36,5 36,2
11 20,3/21,6 20,8 22,6
12 37,8/39,6 38,5 39,6
13 42,8/40,3 42,1 40,0
14 57,2/56,6 56,5 56,2
15 24.8 24,5 24.8
16 28,9/29,8 28,7 29,2
17 56,4/56,6 55,8 56,1
18 12,5/12,3 12,0 11,8
19 19,5 19,0 19,0
20 36,7 36,0 35,4
21 19,3 18,5 18,8
22 34,5/139,1 34,0 137,9
23 28,9/129,8 28,0 128,8
24 46,4 45,7 45,1
25 29,8/30,6 28,9 31,3
26 20,3 19,5 19,6
27 19,7 18,7 18,9
28 23,7 22,8 23,8
29 12,5/12,3 12,0 11,6
1’ 102,9 100,9 100,8
2 75,6 73,3 73,4
3 78,7 76,2 76,7
4 72,0 70,0 70,1
5 78,5/78,9 75,4 76,7
6’ 63,1 61,7 61,0
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Figura 70 — Espectro de absorcéo na regidao do infravermelho de HP- 8 (KBr)
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4.3.2 DETERMINAQAO ESTRUTURAL DE HP-9

O fracionamento cromatografico da fracdo diclorometano, proveniente do
extrato etandlico do caule de H. patens, forneceu um composto sélido amarelado,
gue foi obtido por recristalizagdo em acetato de etila/diclorometano e denominado de
HP-9.

O espectro de RMN 'H de HP-9 (500 MHz, CD3;OD) (Fig. 76, p. 124),
apresentou um sinal em ¢ 7,55, correspondente a dois hidrogénios equivalentes, 0s
guais, juntamente com um dupleto em 66,84 (1H, J = 6 Hz, H-5) foram associados a
um anel aromatico trissubstituido. Foi observado ainda um sinal simples e intenso
em ¢ 3,89 (3H, H-8), que foi relacionado a um grupo metoxila.

No espectro de RMN *3C (125 MHz, CD3OD) (Fig. 77, p. 124) foram
registradas oito linhas espectrais, das quais uma foi atribuida a um carbonila de
acidoem ¢170,1 (C-7), e duas absorcdes foram relacionadas a carbonos aromaticos
oxigenados em ¢152,7 (C-4) e 148,7 (C-3).

O espectro de absorcédo na regido do IV (Fig. 75, p. 123) confirmou os
grupos funcionais presentes na estrutura de HP-9, através da banda em 3487 cm™,
caracteristica de deformacdo axial de O-H e da vibracdo em 1681 cm™ relativa a
deformacdo axial da ligacdo C=0O de carbonila conjugada. Também foram
observadas vibracdes em 1598, 1523 e 1434 cm™ relacionadas a deformacéo axial
das ligacbes C=C do anel aromatico; além de bandas intensas caracteristicas de
deformacéo axial da ligacdo C-O em 1282, 1237, 1204 e 1112 cm™.

A posterior comparacado dos espectros de RMN **C-BB e DEPT 135° (125
MHz, (CD30D) (Fig. 78, p. 125) revelou a presenca de trés carbonos metinicos, um

carbono metilico e quatro carbonos n&o-hidrogenados. Estas informacgfes, em
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adicao ao valor do pico do ion molecular em m/z 168 no espectro de massa (Fig. 74,
p. 123), possibilitaram inferir a formula molecular CgHgO4 para HP-9 (Tab. 26).
Tabela 26 — Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de HP-9 com padréo de

hidrogenacdo RMN **C-BB e DEPT 135°, [125 MHz, CDs0D].

C CH CHs3 Formula Molecular
170,1 125,3 56,4
152,7 115,9
148,7 113,8
123,1
C3 C3H3 CH3 C7H6
CO,H OH o] CgHgOy4

No espectro de massa, observaram-se também picos com m/z 153, 125,

125 e 97, que foram justificados pela proposta mecanistica descrita no quadro 5,

abaixo.
T +
COOCH COOH COOH
« CHj CcO
N /., :
+
OCH,4 O
OH OH OH
m/z 168 m/z 153 m/z 125
COOH cO COOH
+ 4, |
+
OH m/z 97
m/z 125

Quadro 5 — Proposta mecanistica para as fragmentages que justificam os principais

picos registrados no espectro de massa de HP-9
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A reunido de todos os dados obtidos e a posterior comparacado com dados
de RMN *3C descritos na literatura (Tab. 27) possibilitaram a caracterizacdo de HP-9
como sendo o acido vanilico [POUCHERT e BEHNK,1993]. Este composto esta

sendo citado pela primeira vez para Hamelia.

7
COOH
1
6 2
3
5 OCHg4
4 8
OH

Acido vanilico
Tabela 27 — Analise comparativa dos deslocamentos quimicos (o) de

RMN*®C de HP-9 [125 MHz, (CDs;-OD)] com dados da

literatura.
Acido vanilico .
HP-9 [POUCHERT e
COOH

c BEHNK, 1993] 1

8C SC 6 2
1 123,1 123,2 3
2 113,8 114,0

] y 5

3 1487 148,8 ) OgHs
4 152,7 152.8 OH
5 115,9 116,0
6 125,3 125,4 )
7 170,1 170,2 Acido vanilico
8 56,4 56,5

Aspectos quimicos do estudo de Hamelia patens Jacq.



CAPITULO 4 DETERMINAGCAO ESTRUTURAL | 123

20000000

10000000 125
)

1
] »
3 o 108
i | "
,al,ulll,n_,l...|,Hi|,|.|.,.,ll,_.,.,, | ,Ir.. W il
T 3 T T T T T T 1 T T T
— 60 70

“ 11J,)
30 40 S0 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Figura 74 — Espectro de massa de HP-9 (70 eV, IE)

20,0

75 ]

45

%I

3s ]

30

168060

44000 4000 1000 2000 1500 1000 600,0

Figura 75 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho de HP- 9 (KBr)
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Métodos Cromatogréaficos
5.1.1 Cromatografia de Adsorcgéo

As cromatografias de adsorcao foram realizadas utilizando-se colunas de
gel de silica 60 (@ 63-200 um) e de silica 60 para cromatografia “flash” (& 40-63
pm), da Merck. O comprimento e o diametro das colunas variaram de acordo com as
aliquotas das amostras e a quantidade de gel silica utilizada. As colunas utilizadas
nas cromatografias de adsorcdo sob meédia pressdo (cromatografia flash) foram de
vidro resistente a pressao e providas de bulbos no apice, para armazenamento de
solvente. Foi empregada nesta técnica, bomba de ar comprimido modelo Inalar
Compact N° 4724059 de Ind. de Aparelhos Médicos Ltda.

Para a cromatografia de camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas
de gel de silica 60 (@ 2- 25 um) sobre aluminio da Merck (com indicador de
florescéncia na faixa de 254 nm). As placas preparativas empregadas foram feitas
utilizando-se placas de vidro de dimensdes 20x20 cm com gel de silica 60 (9 2-25
pum).

Os eluentes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: hexano,
diclorometano, acetato de etila, puros ou combinados em proporcdes crescentes de
polaridade. Os eluentes utilizados nos tratamentos por cromatografia de adsor¢ao
sobre pressdo média foram escolhidos apds analise prévia das fracdes por CCD, a
fim de permitir ao constituinte desejado (ou aquele de menor Rg) apresentar Rg
préximo de 0,3. Estes eluentes escolhidos foram utilizados no empacotamento da
silica nas colunas e como eluentes de partidas no procedimento cromatografico.

A revelacdo das substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por

exposicdo a luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm),
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utilizando-se aparelho Spectroline modelo ENF 240 C/F e/ou por aspersao com o
Revelador de Dragendorff e solucéo de vanilina (CsHgO3). Foi efetivado aquecimento
em estufa a 100 °C por aproximadamente 5 minutos, quando o revelador era

vanilina.

5.1.2 Cromatografia de exclusao
Os fracionamentos por cromatografia de exclusdo foram efetuados em
colunas contendo gel de dextrana Sephadex LH-20 (Pharmacia Fine Chemicals),

utilizando metanol como fase moével.

5.1.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em
aparelho de marca SHIMADZU, constituido de uma bomba ternaria modelo
Shimadzu LC-20AT e um dectetor modelo Shimadzu SPD-M20A. Utilizando coluna
Phenomenex RP-18 (250 x 10 mm, 5 pm).

Os solventes empregados como fase moével, foram agua ultra pura e
metanol com grau HPLC, que foram filtrados em membrana de nylon com poros de
0,45 ym. As amostras foram dissolvidas com os solventes usados na fase mével e
filltradas num sistema manual de membrana de teflon com poros de 0,45 ym

(Waters).

5.2 Métodos Espectrométricos

5.2.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN

'H) e de Carbono-13 (RMN *3C)
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Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN *H)
e Ressonancia Magnética Nuclear de carbono-13 (RMN *3C) uni e bidimensionais,
foram obtidos em espectrometros Bruker, modelo Avance DPX-300 ou modelo
Avance DRX-500, pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonéancia Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN-
UFC), operando na frequéncia do hidrogénio a 300,13 Mz e a 500,13 Mz, e na
frequéncia do carbono a 75,47 Mz a 125,75 Mz, respectivamente.

Os solventes deuterados utilizado nas dissolugcdes das amostras para
obtencdo dos espectros foram: acetona (CD3),CO), metanol (CDsOD) e piridina
(CsDsN).

Os deslocamentos quimicos (o6) foram expressos em parte por milhdo
(ppm) e referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes
deuterados utilizados: acetona (6 2,05), metanol (63,31) e piridina (568,74; 7,58;
7,22) . Nos espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos foram
referenciados pelos picos dos carbonos-13 dos solventes: acetona (6202,68; 29,92),
metanol (6 49,17) e piridina (6150,35; 135,91; 123,87).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN 'H
foram indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), t
(tripleto), g (quarteto), gt (quinteto) e m (multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), foi
utilizada na determinacdo do padrdo de hidrogenacdo dos carbonos em RMN **C
segundo a convencao: C (carbono nado-hidrogenado), CH (carbono metinico), CH,

(carbono metilénico), CHz (carbono metilico).
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5.2.2 Espectrometria de absorcéo naregido do Infravermelho (1V)

Os espectros na regiao do infravermelho foram obtidos em espectrometro
Perkin Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 da Central Analitica do Departamento
de Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara, utilizando

filme de NacCl e partilha de KBr para andlises das amostras.

5.2.3 Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massa de baixa resolugcdo das substancias isoladas
foram obtidos em um espectrometro de massa Shimadzu modelo QP5050, por
impacto eletrénico a 70 eV (DQOI-UFC). O espectro de alta resolucéo foi adquirido
usando um espectrémetro de massa Shimadzu modelo LCMS-IT-TOF (225-07100-
34), equipado com fonte de ionizacdo por electrospray, pertencente ao Laboratorio
de Espectrometria de Massas do Nordeste da Universidade Federal do Ceara

(LEMANOR- UFC).

5.3 Métodos Fisicos
5.3.1 Ponto de Fuséo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram obtidos em
equipamento de Microdeterminacgéo digital da Metter Toledo com placa aquecedora
FP82HT e uma central de processamento FP90. As determinacdes foram realizadas

a uma velocidade de 3 °C/min e ndo foram corrigidas.
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5.4 Estudo dos Constituintes Quimicos N&o Volateis de Hamelia patens.
5.4.1 Material botanico
Hamelia patens foi coletada no Pico Alto, municipio de Guaramiranga —
CE, em abril de 2007, pelo professor Edilberto Rocha Silveira, pertencente ao
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.
A identificacdo botanica foi realizada pelo professor Edson de Paula
Nunes, do Departamento de Biologia da Universidade do Ceara. A exsicata referente
a coleta encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra, no Departamento de

Biologia da Universidade Federal do Ceara, sob o niumero 39828.

5.4.2 Obtencéo do extrato etanolico das folhas de H. patens - HPFE

As folhas de H. patens (330 g), depois de secas e trituradas, foram
extraidas exaustivamente com etanol. Apds a destilagdo do solvente sob pressao
reduzida em evaporador rotativo, obteve-se um extrato de coloracdo esverdeada

denominado HPFE (37,9 g).

5.4.3 Particionamento do extrato etandlico das folhas de H. patens - HPFE

34,9 g de HPFE foram dissolvidos em 90 mL de metanol e acrescentados
300 mL de agua. A solucao foi submetida a uma particéo liquido/liquido utilizando os
solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. As fracbes obtidas
foram denominadas HPFE-H, HPFE-D, HPFE-A, HPFE-B, respectivamente (Tab. 28,

Fluxograma 1, p 131).
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Tabela 28 — Particionamento do extrato etandlico HPFE.

SOLVENTE VOLUME MASSA (g) DENOMINACAO
Hexano 600 mL 13,5 HPFE-H
Diclorometano 800 mL 19 HPFE-D
Acetato de etila 1150 mL 3,5 HPFE-A
n-Butanol 280 mL 4.4 HPFE-B
Fase aquosa 300 mL 9,9 HPFE-AQ.

A andlise em CCD das fracBes obtidas e a posterior revelacdo com o

reagente de Dragendorff revelaram a presenca de alcaldides nas fragdes HPFE-D e

HPFE- B.
Folhas
3309
EtOH
Extrato etandlico Residuo
349¢g
Partigao liquido-liquido
Hexano AcoEt CH,Cl, n-BuOH
HPFE-H HPFE-A HPFE-D HPFE-B HPFE-Aq
1359 359 199 449 994¢g

Fluxograma 1 - Fracionamento cromatografico do extrato etandlico das falhas de H. patens
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5.4.4 Fracionamento cromatogréfico de HPFE-D

A fracdo HPFE-D (1,96 g) foi cromatografada em aproximadamente
27,3 g de gel de silica 60 (@ 40-63 um) em uma coluna de 3,0 cm de diametro. Para
a eluicdo foi utilizada como eluente uma mistura binaria dos solventes
hexano/acetato de etila, em ordem crescente de polaridade. Deste procedimento
foram obtidas 222 frac6es que apds a analise comparativa em CCD, foram reunidas

em 10 fragOes resultantes, conforme as suas semelhancgas. (Tab. 29).

Tabela 29 — Fracionamento cromatografico de HPFE-D .

FRACAO FRACOES REUNIDAS COLORACAO  MASSA (mg)

HPFE-D 5 1-35 Esverdeado 15,7
HPFE-D 4 36-50 Amarelo 122,2
HPFE-D 6 51-103 Esverdeado 179,5
HPFE-D 2 104-140 Esverdeado 106,7
HPFE-D 7 141-155 Esverdeado 19,4
HPFE-D 1 156-169 Esverdeado 240,0
HPFE-D 8 170-183 Esverdeado 52,2
HPFE-D 3 184-197 Esverdeado 116,1
HPFE-D 9 198-222 Marrom 136,8
RESIDUAL - Verde 709,7

RENDIMENTO: 86,5%
5.4.5 Fracionamento cromatogréafico de HPFE-D 1: Isolamento de HP-1
A fracdo HPFE-D 1 (240,0 mg) foi recromatografada em 7,4 g de gel de
silica 60 (@ pm 40-63) em uma coluna de 2,0 cm de diametro. Para a eluicéo foi
utilizada uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 20%, juntamente com 5 mL
hidroxido de amoénio para cada 100 mL da mistura. A partir deste procedimento
foram obtidas 72 fracdes, que foram reunidas de acordo com as suas semelhancas

em 5 fragOes resultantes, apds a anélise em CCD. (Tab. 30, p. 133).
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Tabela 30 — Fracionamento cromatografico de HPFE-D 1.

FRACOES COLORACAO MASSA (mg)

(156-169) 1-15 Esverdeado 9,6
(156-169) 16-32 Esverdeado 10,5
(156-169) 33-53 Esverdeado 31,8
(156-169) 54-72 Esverdeado 11,8

Residual Esverdeado 91,3

RENDIMENTO: 64,8%

A fracdo 156-169 (33-53) (31,8 mg) foi submetida a cromatografia
preparativa utilizando como eluente uma mistura de diclorometano/acetato de etila
50%, juntamente com 5 mL de hidroxido de amonio para cada 100 mL da mistura.
Desse procedimento, obteve-se um solido branco (10,9 mg) denominado HP-1, que
foi caracterizado como sendo o alcaldide pteropodina apos a analise

espectroscopica (Fluxograma 2, p. 137).

5.4.6 Fracionamento Cromatografico de HPFE-D 2: Isolamento de HP-2

106,7 mg da fracdo HPFE-D 2 foram adsorvidas sobre 7,6 g de gel de
silica 60 (@ pm 40-63) em uma coluna de 2,0 cm de diametro. A coluna foi eluida
com uma mistura binéria de hexano/acetato de etila 25% de forma isocratica, para a
obtencao de 34 fracdes. A posterior analise por CCD permitiu a reunido das fracdes

semelhantes, como descrito na Tabela a seguir (Tab. 31, p. 134).
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Tabela 31 - Fracionamento cromatografico de HPFE-D 2.

FRACOES  COLORACAD MASSA (mg)

(104-140) 1-4 Esverdeado 6,9
(104-140) 5-23 Esverdeado 38,6
(104-140) 24-34  Esverdeado 5,3
Residual Verde 38,4

RENDIMENTO: 83,60%

A fracdo 104-140 (5-23) (38,6 mg) foi recromotografada em 14,2 g de gel
de silica 60 (@ pum 40-63) em uma coluna de 2,0 cm de diametro, e utilizando como
eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 20%. A analise em CCD
permitiu a posterior reunido das fragbes semelhantes como mostrado na tabela a
seguir, Tab. 32.

Tabela 32 — Fracionamento cromatografico da fracdo 104-140 (5-23).

FRACOES COLORAGAO MASSA (mg)
(104-140) (5-23) 1-21 Esverdeado 4,6
(104-140) (5-23) 22-42  Esverdeado 15,0
(104-140) (5-23) 43-62  Esverdeado 4,2
Residual Verde 10,2

RENDIMENTO: 88,1%
Cromatografia preparativa da fracdo HPFE-D 2.1.1(15,0 mg) por eluicdo

com uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 50%, levou a obtencdo de um
sélido branco (6,3 mg) denominado HP-2. A andlise espectroscopica revelou HP-2

como sendo o alcaléide isopteropodina (Fluxograma 2, p. 137).
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5.4.7 Fracionamento cromatogréfico de HPFE-D 3: Isolamento de HP-3

A fragcdo HPFE-D 3 (116,1 mg) foi adsorvida em 10,4 g de gel de silica 60
(@ pm 40-63) em uma coluna de 2,0 cm de didmetro. Ap6s a eluicdo com uma
mistura de diclometano/acetato de etila 20% e 5 mL de hidréxido de aménio, foram
obtidas 39 fracBes. A posterior andlise em CCD permitiu a reunido das fracdes
semelhantes, como descrito a seguir (Tab. 33).

Tabela 33 — Fracionamento cromatografica de HPFE-D 3.

FRACOES COLORAGAO MASSA (mg)
(184-197) 1-7 Esverdeado 3,4
(184-197) 8-18 Esverdeado 28,9

(184-197) 19-30 Esverdeado 19,0
(184-197) 31-39 Esverdeado 4,0
Residual Marrom 14,4

RENDIMENTO: 60,0%

A fracdo 184-197 (8-18) (28,9 mg) foi adsorvida sob uma cromatoplaca
preparativa e eluida com uma mistura dos solventes diclorometano/acetato de etila
30% contendo 5 mL de hidroxido de amoénio, levando a obtencdo de um sdlido
branco (5,4 mg) denominado de HP-3 (Fluxograma 2, pag. 137). Ap0s a analise

espectroscopica HP-3 que foi caracterizado como sendo o alcaldéide palmirina.

5.4.8 Fracionamento Cromatografico de HPFE-D 4: Isolamento de HP-4

A fracdo HPFE-D 4 (122,2 mg), foi recromatografada em
aproximadamente 8,5 g de gel de silica 60 (@ um 40-63) em uma coluna de 2,0 cm
de didametro. Para a eluicdo foi utilizada uma mistura binéaria de hexano/acetato de

etila 30%. Ao final deste procedimento foram obtidas 10 fragGes, que apds a analise
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em CCD foi possivel a reunido de fragcbes semelhantes em 4 fracGes resultantes,

como detalhado a seguir (Tab. 34).

Tabela 34 — Fracionamento cromatografico de HPFE-D 4.

FRACOES COLORACAO MASSA (mg)

(36-50) 1 Esverdeado 3,0
(36-50) 2-4 Amarelo 33,1
(36-50) 5-7 Esverdeado 1,4
(36-50) 8-10 Esverdeado 5,7

Residual Marom 77,9

RENDIMENTO: 93,1%

A fracdo 36-50 (2-4) (33,1 mg) foi recromotografada em 7,4 g de gel de
silica 60 (@ pm 40-63) em uma coluna de 2,0 cm de diametro, e utilizando como
eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila 20%. A analise em CCD
permitiu a posterior reunido das fracbes semelhantes como mostrado na tabela a

seguir, Tab. 35.

Tabela 35 — Fracionamento cromatografico da fracdo 36-50 (2-4).

FRACOES REUNIDAS COLORACAO MASSA (mg)

(36-50) (2-4) 1-3 Amarelo 9,0

(36-50) (2-4) 4-7 Esverdeado 7,9

(36-50) (2-4) 8-10 Esverdeado 2,1
(36-50) (2-4) 11-14 Esverdeado 0,2
Residual Esverdeado 13,2

RENDIMENTO: 97,9%
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A fracdo (36-50) (2-4) 1-3 (9,0) mg, um sélido amarelo, foi denominado de

HP-4, e caracterizado como o alcaléide isopalmirina (Fluxograma 2).

HPFE-D
1949

ColunaFlash

HPFE-D 1 HPFE-D 2 HPFE-D 3 HPFE-D4 Demais
156217 104-140 220-221 3650 fragées
(240,0 mg) (106,7 mg) (116,1 mg) (122,2 mg)

ColunaFlash ColunaFlash ColunaFlash ColunaFlash

HPFE-D 1.1 Demais| |HPFE-D2.1 Demais| | o ! Demais | |HPFE-D4 Demais
3353 fragdes 5-23 fragdes 289 fragdes fragdes
(31,8 mg) (38,6 mg) 2 mg 33,1mg
Crom. Preparativa Coluna Flash Crom. Preparativa ColunaFlash
Pteropodina Pngirina
109 m 4 mg
2 HPFE-D 2.1.1 i HPFE-D4.1.1 Demais
2242 Eem-als 1-3 fracGes
ragbes
(15,0 mg) ¢ (9,0 mg)
Crom. Preparativa
Isopteropodina Isopalmirina
6,3 mg 9,0 mg

Fluxograma 2 - Fracionamento cromatografico de HPFE-D

5.4.9 Fracionamento Cromatografico de HPFE-B: Isolamento de HP-10

A fragdo HPFE-B (2,57 g) foi cromatografada em uma coluna (@ =5 cm e
h =21 cm) contendo Sephadex LH-20, usando metanol como eluente. A partir desse
fracionamento foram coletadas 38 fracGes que apos a analise comparativa por CCD,
as fracdes semelhantes foram reunidas em seis fracfes resultantes (Tab. 36,

p. 138).
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Tabela 36 — Fracionamento cromatogréafico de HPFE-B.

FRACOES COLORACAO MASSA (mg)

1-8 Marrom 63,5
9-15 Marrom 230,0
16-18 Marrom 202,6
19-21 Marrom 369,5
22-34 Marrom 833,2
35-38 Marrom 556,1

REDIMENTO: 87,5 %

A fragdo 22-34 (833,2 mg) foi recromatografada em CLAE, utilizando uma
coluna em fase reversa Phenomenex e uma fase movel composta por uma solucéo
de H,O/metanol 48%, em um fluxo de 4,72 mL/min. Este procedimento resultou no
isolamento de 8,3 mg de um sélido marrom denominado de HP-10 e caracterizado
como sendo o flavonéide  Canferol-3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—6)-B-D-

galactopiranosideo (Fluxograma 3).

HPFE-B
269

Sephadex LH-20 (metanol)

HPFE-B HPFE-B HPFE-B HPFE-B HPFE-B HPFE-B
18 9-15 16-18 19-21 22-34 35-38
63,5 mg 230,0mg 2026 mg 369,5 myg 833,2mg 556,1 mg

CLAE (H,0/metanol 48 %)

Canferol-3-0O-a-L-
rhamnopiranosil-(1-+6)-
B-D-galactopiranosideo

8,3 myg

Fluxograma 3 - Fracionamento cromatografico de HPFE-B
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5.5 Obtencéo do extrato etandlico dos talos de H. patens - HPTE

Os talos de H. patens (320 g), depois de secos e triturados, foram
extraidos exaustivamente com etanol. Apdés a destilacdo do solvente sob presséo
reduzida em evaporador rotativo, obteve-se um extrato de coloragdo esverdeada

denominado HPTE (7,3 g).

5.5.1 Particionamento do extrato etanélico dos talos de H. patens - HPTE

7,3 g de HPTE foram dissolvidos em 10 mL de metanol e acrescentados
80 mL de agua. A solucao foi submetida a uma particéo liquido/liquido utilizando os
solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. As fracdes obtidas
foram denominadas HPTE-H, HPTE-D, HPTE-A, HPTE-B, respectivamente (Tab.
37).

Tabela 37 — Particionamento do extrato etandlico HPTE.

SOLVENTE  VOLUME MASSA (mg) DENOMINACAO

Hexano 150 mL 1395 HPFE-H
Diclorometano 250 mL 856 HPFE-D
Acetato de etila 400 mL 241 HPFE-A
n-Butanol 280 mL 490 HPFE-B
Fase aquosa 120 mL 3219 HPFE-AQ.

5.5.2 Fracionamento cromatogréafico de HPTE-D: Isolamento de HP-5

A fracdo HPTE-D (856 mg) foi cromatografada em aproximadamente
20,5 g de gel de silica 60 (9 40-63 um) em uma coluna de 2,0 cm de diametro. Foi
utilizada como eluente uma mistura binaria de hexano/acetato de etila, em ordem
crescente de polaridade. Ao final deste procedimento foram obtidas 154 fragdes, que
apos a andlise comparativa em CCD, foram reunidas em 10 fracBes resultantes.

(Tab. 38, p. 140).
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Tabela 38 — Fracionamento cromatogréafico de HPTE-D.

FRACOES  COLORACAO MASSA (mg)

1-6 Esverdeado 31,6
7-9 Amarelo 21,9
10-15 Esbranquicado 56,4
16-41 Branco 11,6
42-51 Amarelo 14,0
52-64 Amarelo 15,2
65-90 Amarelo 15,4
91-119 Esverdeado 107,2
120-154 Marrom 99,4
Residual Verde 231,8

RENDIMENTO: 74,1%

Da fracdo HPTE-D (16-41) obteve-se um sdlido amorfo branco (11,6 mg)
denominado de HP-5, que apods analise espectroscopica foi caracterizado como

sendo o acido ursolico (Fluxograma 4, p. 142).

5.5.3 Fracionamento Cromatografico de HPTE-H: Isolamento de HP-6 e HP-7

A fracdo HPTE-H (1395 mg) foi cromatografada em aproximadamente
49,8 g de gel de silica 60 (& 40-63 pm) em uma coluna de 3,0 cm de didmetro. Para
a eluicdo foi utilizado o solvente diclorometano de forma isocréatica. Ao final deste
procedimento foram obtidas 192 fracdes, que apds a analise comparativa em CCD,

foram reunidas em 10 fra¢cBes resultantes (Tab. 39, p. 141).
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Tabela 39 — Fracionamento cromatografico de HPTE-H.

FRACOES  COLORACAO MASSA (mg)
1-18 Esverdeado 136,2
19-34 Amarelo 54,6
35-38 Amarelo 39,9
39-47 Verde 208,7
48-82 Amarelo 109,7
83-119 Amarelo 33,3
120-154 Esverdeado 24,5
155-185 Esverdeado 13,2
186-192 Esverdeado 6,4
Residual Verde 489,7

RENDIMENTO: 80,0%

A fracdo 35-38 (39,9 mg) foi recromotografada em 8,9 g de gel de silica
60 (@ pum 40-63) em uma coluna de 2,0 cm de diametro, e utilizando diclorometano
como eluente. A analise em CCD permitiu a posterior reunido das fracOes

semelhantes como mostrado na tabela a seguir, Tab. 40.

Tabela 40 — Fracionamento cromatografico da fracdo 35-38.

FRACOES COLORAGAO MASSA (mg)
(35-38) 1-7 Branco 2,1
(35-38) 8-11 Amarelo 51
(35-38) 12-16 Amarelo 5,6
(35-38) 17-28 Branco 6,0
(35-38) 29-31 Branco 1,4
(35-38) 32-37 Branco 19
Residual Esverdeado 16,5

RENDIMENTO: 80,0%
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A fracdo 35-38 (8-11), contendo um sélido branco (5,1 mg), foi denominada
de HP-6 e caracterizada como sendo a mistura de esteréides [-sitosterol e
stgmasterol. Da fracdo HPTE-H (35-38) (17-28), obteve-se um sélido amarelo (6.0
mg), que foi denominado de HP-7 e caracterizado como sendo o Estigmast-4-en-3,6-

diona (fluxograma 4).

Talos
3209

EtOH

Extrato etanolico

Fluxograma 4 - Fracionamento cromatografico do extrato etandlico dos talos de H. patens
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73 g Residuo
Parti¢ao liquido-liquido
AcoEt CH,Cl, n-BuOH Hexano H,0
HPTE-A HPTE-D HPTE-B HPTE-H HPTE-Aq
241 mg 856 mg 490 my 1395 myg 3219 myg
ColunaFlash ColunaFlash
HPTE-D Demais HPTE-H Demais
16-41 fracoes 35-38 fragcGes
11,6 mg 39,9 mg
ColunaFlash
Acido
Ursolico
11,6 mg HPTE-H (35-38) HPTE-H (35-38) D :
8-11 1728 fracses
51 mg 6,0 mg
p-Sitosterol + Estigmast-4-
Estigmasterol 3,6-diona
51 mg 6,0 mg
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5.6 Obtencao do extrato etandlico do caule de H. patens - HPCE

2,6 Kg de caule de H. patens, depois de secos e triturados, foram extraidos
exaustivamente com etanol. Apos a destilacdo do solvente sob presséo reduzida em
evaporador rotativo, obteve-se um extrato de coloracédo vermelha denominado HPCE

(71,7 9).

5.6.1 Particionamento do extrato etanélico do caule de Hamelia patens-HPCE

71,7 g de HPCE foram dissolvidos em 30 mL de metanol e acrescentados
200 mL de agua. A solucao foi submetida a uma particéo liquido/liquido utilizando os
solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. As fracdes obtidas
foram denominadas HPCE-H, HPCE-D, HPCE-A, Tab. 41.

Tabela 41 — Particionamento do extrato etandlico HPCE.

SOLVENTE _ VOLUME  MASSA (g) DENOMINACAO

Hexano 900 mL 3,940 HPCE-H
Diclorometano 1000 mL 1,657 HPCE-D
Acetato de etila 1100 mL 0,836 HPCE-A
Fase aquosa 400 mL 52,6 HPFC-AQ.

5.6.2 Fracionamento Cromatografico de HPCE-D: Isolamento de HP-8

A fracdo HPCE-D (1657 mg) foi cromatografada em aproximadamente 28,8
g de gel de silica 60 (& 40-63 pm) em uma coluna de 2,5 cm de diametro. Foi utilizada
como eluente uma mistura binaria de cloroformio/metanol, em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidas 109 fracdes, que apOs a analise comparativa em CCD,
apresentaram a reunido de fracdes semelhantes. Estas se encontram detalhadas a

sequir (Tab. 42, p. 144).
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Tabela 42 — Fracionamento cromatografico de HPCE-D .

FRACOES  COLORACAO MASSA (mg)

1-14 Amarelo 67,0
15-19 Esverdeado 96,3
20-32 Esverdeado 243,0
33-43 Esverdeado 102,1
44-52 Esverdeado 45,8
53-56 Esverdeado 14,6
59-61 Esverdeado 318,0
62-77 Marrom 129,6

78-109 Marrom 122,1
Residual Verde 14,2

RENDIMENTO: 69,5%

A fracdo 59-61 (318,0 mg) foi recromatografada em 18,3 g de gel de silica
60 (@ um 40-63) em uma coluna de 2,0 cm de diametro, e utilizando como eluente
uma mistura binaria diclorometano/metanol 5%, de forma isocratica. A analise em
CCD permitiu a posterior reunido das fracdes semelhantes como mostrado na tabela

a sequir, Tab. 43.

Tabela 43 — Fracionamento cromatografico da fracdo 59-61.

FRAGCOES COLORACAO MASSA (mg)
(59-61) 1-3 Branco 2,5
(59-61) 4-21 Esverdeado 4,8
(59-61) 22-30 Esverdeado 3,0
(59-61) 31-57 Amarelo 29,7
(59-61) 58-67 Branco 25,5
(59-61) 68-85 Esbranquicado 29,6
Residual Marron 137,5

RENDIMENTO: 73,2%
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A fracdo HPCE-D(59-61)(58-67), contendo um sdlido branco (25,5 mg), foi
denominada de HP-8 e caracterizada como sendo a mistura do [(-Sitosterol e

estigmasterol glicosilados, conforme fluxograma 5.

5.6.3 Recristalizagéo da Fracdo HPCE-A: Isolamento de HP-9

Da particdo liquido-liquido do extrato etandlico do caule com acetato de
etila (HPCE-A), obteve-se um sdlido marrom escuro (836,3 mg), que foi recristalizado
em CHCI3/AcOEt 50%. Este composto foi denominado de HP-8 e caracterizado como

sendo a acido vanilico, conforme fluxograma 5.

Caule
26 Kg
EtOH
E)<traii:ra‘I ta_/tagnollco Residuo

Particao liquido-liquido

AcoEt Hexano CH,Cl, H,O
HPCE-A HPCE-H HPCE-D HPCE-Aq
836,3mg 3941,0 mg 1658.0 mg 52600 mg

Recristalizagao ColunaFlash

Acido
Vanilico
278 mg HPTE-D Demais
59-61 <
318,0 mg fragoes

ColunaFlash

HPTE-D (59-61) Demais
58.67 fragdes
25,5 mg

p-Sitosterol +
Estigmasterol
glicosilados
255 mg

Fluxograma 5 - Fracionamento cromatografico do extrato etandlico do caule de H. patens
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6 CONCLUSAO

O estudo dos constituintes quimicos néo-volateis das folhas de Hamelia
patens possibilitou o isolamento de quatro alcaldides oxinddlicos pentaciclicos:
isopteropodina, pteropodina, palmirina e isopalmerina, sendo que os trés primeiros ja
possuem relato para esta espécie, porém, a isopalmirina esta sendo relatada pela
primeira vez na literatura. O estudo das folhas, possibilitou ainda o isolamento do
flavondide canferol-3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—6)-B-D-galactopiranosideo de carater
inédito para o género Hamelia.

O estudo dos constituintes ndo-volateis dos talos de Hamelia patens levou
ao isolamento do esterdide estigmast-4-en-3,6-diona e da mistura de esterdides -
sitosterol e estigmasterol, além do triterpeno de esqueleto ursano (acido ursélico). A
investigacdo preliminar do caule resultou no isolamento de esterdides B-sitosterol e
estigmasterol glicosilados e de um acido fendlico, caracterizado como acido vanilico.

Dados da literatura revelam a pteropodina como uma droga estimulante na
producédo de linfocitos e também na modulacdo positiva de receptores muscarinicos
M1 e 5-HT-2. Por outro lado, a fracao alcaloidica das folhas de varios espécimens de
H. patens, demonstraram efeito relaxante do miométrio em teste in vivo com ratos

[BORGES et al., 1981].
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7 CONSTANTES FISICAS
HP-1

Nome: Pteropodina

Férmula molecular: Cy1H24N>O4
Massa Molecular: 368

23

Solubilidade: (CDs),CO

Ponto de Fusédo: 211,7 - 212,3 °C

Aspecto: Sélido branco amorfo

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, (CD3),CO) - & (multiplicidade, constante de
acoplamento, correlagcdes estruturais):

51,36 (d, J = 6,2 Hz, H — 18), 51,47 (m, H — 14), 51,61 (m, H — 20), 51,64 (m, H-14)
51,95 (ddd J = 7,6; 5,1; 0,84 Hz, H— 6), 52,29 (m, H — 6), 52,34 (m, H — 3), 52,34
(m, H = 5), 52,40 (m, H — 15), 52,44 (m, 1H — 21), 53,20 (m, H — 15), 53,33 (M, H —
21), 5 3,54 (s, H—23), 54,49 (m, H — 19), 56,88 (d, J = 7,7 Hz, H — 12), 57,01 (dt, J =
7,7, .85 Hz, H — 10), 57,18 (dt, J = 7,7; 1,0 Hz, H — 11), 57,30 (d, J = 7,4 Hz, H-9),
57,40 (s, H - 17).

Espectroscopia de RMN *°C (125 MHz, (CDs).CO) - § (padrdo de hidrogenac&o,
correlacdes estruturais):

518,9 (CHs, C — 18), §30,9 (CHa, C — 14), 5§32,1 (CH, C — 15), §35,4 (CH, C — 6),
538,9 (CH, C — 20), §51,1 (CHs, C — 23), 654,0 (CH, C — 5), §55,7 (CHz, C — 21),
556,9 (C, C — 7), §73,2 (CH, C — 19), §75,2 (CH, C — 3), 5109,9 (CH, C — 12),
5110,9 (C, C - 16), 5122,9 (CH, C - 10), 5124,2 (CH, C - 9), 5§128,8 (CH, C — 11),
5134,9 (C, C - 8), §142,9 (C, C — 13), 5155,5 (CH, C — 17), §167,8 (C, C — 22),
5180,5 (C, C - 2).
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HP-2

Nome: Isopteropodina

Formula molecular: Cz1H24N204
Massa Molecular: 368
Solubilidade: (CD3),CO

23

Ponto de Fusédo: 204,3 — 205,5 °C

Aspecto: Sélido branco amorfo

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, (CD3),CO) - & (multiplicidade, constante de
acoplamento, integragao):

50,87 (m, H — 14), 51,41 (d, J = 6,2 Hz, H — 18), 61,56 (m, H — 14), 51,63 (dt, J =
13,1; 3,7 Hz, H — 20), 51,94 (m, H — 6), 52,29 (m, H — 6), 52,36 (M, H — 3), 52,41 (m,
H-5), 52,44 (m, H — 21), 52,46 (m, H — 15), 53,27 (m, H — 21), 53,39 (dd, J = 13,1;
3,7 Hz, H - 5), §3,54 (s, H — 23), 54,37 (m, H — 19), 56,97 (dt, J = 7,7; 0,9 Hz, H —
10), 57,16 (dt, J = 7,7; 1,3 Hz, H — 11), 67,30 (d, J = 6,6 Hz, H - 9), 57,37 (s, H — 17),
57,70 (d, J =7,7 Hz, H -12).

Espectroscopia de RMN *°C (125 MHz, (CDs).CO) - § (padrdo de hidrogenac&o,
correlacfes estruturais):

518,9 (CHs, C — 18), 631,3 (CH2, C — 14), 5§31,7 (CH, C — 15), §35,5 (CH, C — 6),
539,1 (CH, C — 20), §51,1 (CHs, C — 23), 654,3 (CH2, C — 21), 554,8 (CH, C - 5),
§57,7 (C, C — 7), §72,3 (CH, C - 3), §73,2 (CH, C — 19), 5110,2 (CH, C — 12),
5112,0 (C, C — 16), 5122,7 (CH, C - 10), 5125,4 (CH, C - 9), 5§128,6 (CH, C — 11),
5134,8 (C, C - 8), §142,5 (C, C — 13), §155,3 (CH, C — 17), 6167,7 (C, C — 22),
5180,5 (C, C - 2).
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HP-3

Nome: Palmirina
Formula molecular: Cy,HosN2Os5 ~

Massa Molecular: 398 1

Solubilidade: (CDs),CO

Ponto de Fus&o: 100,3-101,1°C "M\ (2 .7

Il

Aspecto: Sélido branco amorfo o 3

22 23

15

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, (CD3),CO) - §(multiplicidade, constante de
acoplamento, integragao):

51,37 (d, J = 6,2 Hz, H — 18), 51,48 (m, H — 14), 51,61 (m, H — 20), 51,66 (m,
H — 14), 51,96 (ddd, J = 6,85; 5,0; 0,85, H — 6), 52,31, (m, H — 6), 62,37 (M, H — 3),
52,37 (m, H—21), 52,42 (m, H — 15), 2,46 (m, H — 5), 63,19 (m, H — 21), 53,34 (dd,
J=119; 1,8 Hz, H - 5), 63,55 (s, H — 23), 53,78 (s, H — 24), 54,50 (m, H — 19),
56,76 (m, H — 11), 56,80 (m, H — 9), 56,95 (d, J = 2,4 Hz, H -12), 57,46 (s, H — 17).

Espectroscopia de RMN *°C (125 MHz, (CDs).CO) - § (padrdo de hidrogenacao,
correlacdes estruturais):

518,9 (CHs, C — 18), §30,9 (CH,, C — 14), 532,1 (CH, C — 15), §35,4 (CHy, C — 6),
537,6 (CH, C — 20), 51,1 (CHs, C — 23), 54,0 (CHy, C — 21), §55,7 (CH, C - 5),
556,0 (CHs, C — 24), 57,4 (C, C — 7), §73,2 (CH, C — 19), §73,3 (CH, C - 3),
5110,2 (CH, C - 9), §110,9 (C, C — 16), 5§111,4 (CH, C — 12), §113,2 (CH, C — 11),
5133,8 (C, C — 13), §136,2 (C, C — 8), 5155,5 (CH, C — 17), 5156,7 (CH, C — 10),

5167,8 (C, C —22), §180,5 (C, C - 2).
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HP-4

Nome: Isopalmirina
Formula molecular: Cz2H26N20s

Massa Molecular: 398 COOMe

22 23

Solubilidade: (CDs),CO

Ponto de Fusédo: 111,7-113,0 °C

Aspecto: Sélido amarelo amorfo

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, (CD3),CO) - §(multiplicidade, constante de
acoplamento, integragao):

51,37 (d, J = 6,5 Hz, H — 18), 51,43 (m, H — 14), 1,72 (m, H — 20), 62,26 (m,
H - 14), 52,26 (m, H — 6), 2,51 (m, H — 5), 52,84 (m, H — 21), 52,84 (m, H — 15),
52,91, (M, H — 6), 63,01 (m, H—-5), §3,18 (d, J = 12,5 Hz, H — 21), 53,29 (m, H — 3),
53,68 (s, H — 24), 53,77 (s, H — 23), 54,50 (m, H — 19), 56,68 (dd, J = 9,0; 2,5 Hz,
H-11), 56,89 (d, J=2,0 Hz, H-9), 57,18 (d, J = 8,5 Hz, H - 12), §7,50 (s, H — 17).

Espectroscopia de RMN *°C (125 MHz, (CDs).CO) - § (padrdo de hidrogenacao,
correlacdes estruturais):

517,7 (CHs, C — 18), 631,4 (CH, C — 15), §34,1 (CH,, C — 6), 524,8 (CH,, C — 14),
538,5 (CH, C — 20), 651,1 (CHs, C — 23), 656,1 (CH2, C — 21), 553,3 (CH, C - 5),
555,1 (CHs, C — 24), §56,1 (C, C — 7), 560,2 (CH, C — 3), 672,3 (CH, C — 19),
5100,0 (CH, C - 9), §110,1 (C, C — 16), §111,4 (CH, C — 12), §110,3 (CH, C — 11),
5133,0 (C, C - 13), §136,0 (C, C — 8), 5154,8 (CH, C — 17), §153,9 (CH, C — 10),
5167,0 (C, C —22), §175,0 (C, C - 2).
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HP-5 %

Nome: Acido ursélico

Formula molecular: CzoHss03
Massa Molecular: 456
Solubilidade: CsDsN

Ponto de Fuséo: 259,7 — 260,5 °C

Aspecto: Sélido branco amorfo

Espectroscopia de RMN **C (125 MHz, CsDsN) - & (padréo de hidrogenacao, correlacdes
estruturais):

16,0 (CHs, C — 25), 16,9 (CH3, C — 24), §17,8 (CH3, C — 26), 617,8 (CH3, C — 29),
519,1 (CH,, C — 6), §21,7 (CHs, C — 30), 523,9 (CHy, C — 11), §24,2 (CHs, C — 27),
525,2 (CH,, C — 16), 28,4 (CH,, C — 2), §29,0 (CH,, C — 15), 529,1 (CHs, C — 23),
531,4 (CH,, C — 21), 633,9 (CH,, C — 7), 537,8 (CH,, C — 22), §37,8 (C, C — 10),
539,4 (CH,, C — 1), §39,7 (CH, C — 20), 39,7 (C, C — 4), 539,8 (CH, C — 19),
540,3 (C, C — 8), 42,8 (C, C — 14), 548,4 (CH, C — 9),5484 (C, C — 17),
553,9 (CH, C - 18), 656,1 (CH,C — 5), §78,5 (CH, C — 3), §126,0 (CH, C — 12),
5139,6 (C, C —13), 5180,3 (C, C — 28).

HP-6

Nome: B-sitosterol e estigmasterol
Solubilidade: CDCl;

Aspecto: Sélido branco amorfo

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCls) - &(padrdo de hidrogenacao,

correlagdes estruturais):
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512,1 (CHs, C — 18), 512,2 (CHa, C — 29), §18,9 (CHs, C — 21), 519,0 (CHs, C — 21),
519,3 (CHs, C — 27), 619,6 (CHs, C — 19), 5§20,0 (CHs, C — 26), 520,3 (CHs, C — 19),
520,4 (CHs, C — 26), 621,3 (CHs, C — 27), 631,3 (CH2, C — 11), §23,3 (CH,, C — 28),
524,5 (CHy, C — 15), 524,5 (CHy, C — 28), 526,4 (CH2, C — 23), 528,5 (CHy, C — 16),
529,4 (CH,, C — 16), 29,4 (CH, C — 25), 531,9 (CH,, C — 2), §31,9 (CH, C - 8),
§32,1 (CH, C — 8), §32,2 (CHy, C — 7), 534,2 (CH,, C — 22), 536,4 (CH, C — 20),
§36,7 (C, C — 10), 537,5 (CHz, C — 1), 40,0 (CH,, C — 4), §40,0 (CH,, C — 12),
540,1 (CH, C — 20), 42,5 (CH,, C — 4), 542,5 (C, C — 13), §46,1 (CH, C — 24),
550,4 (CH, C — 9), 656,3 (CH, C — 17), 656,4 (CH, C — 17), 657,0 (CH, C — 14),
§72,1 (CH, C - 3), 121,9 (CH, C - 6), §129,5 (CH, C — 23), 5138,5 (CH, C — 22),
5141,0 (C, C - 5).

HP-7

Nome: Estigmast-4-en-3,6-diona
Formula molecular: CygHs0>
Massa Molecular: 426

Solubilidade: CDCl;

Aspecto: Sélido amarelo amorfo

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CDCls) - §(padrdo de hidrogenacao,
correlacfes estruturais):

512,1 (CHs, C — 18), 612,2 (CHs, C — 29), §17,7 (CHs, C — 19), §18,9 (CHs, C — 21),
519,2 (CHs, C — 27), 520,0 (CH3, C — 26), §21,0 (CH,, C — 11), 523,3 (CHy, C — 28),
524,2 (CHy, C — 15), §26,2 (CHa, C — 23), §28,2 (CH,, C — 16), §29,3 (CH, C — 25),
534,4 (CH, C — 8), 634,0 (CHy, C — 2), §34,2 (CH,, C — 22), 535,8 (CH,, C — 1),
536,2 (CH, C — 20), 5§39,3 (CH,, C — 12), 540,0 (C, C — 10), 5§42,7 (C, C —13),
545,9 (CH, C — 24), §47,0 (CHp, C — 7), §51,2 (CH, C — 9), §56,1 (CH, C — 17),
556,7 (CH, C — 14), 51257 (CH, C — 4), §161,3 (C, C — 5), 5199,7 (C, C — 6),
5202,5 (C,C - 3).
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29

HP-8

21
’,

Nome: (B-sitosterol e estigmasterol glicosilado
Solubilidade: CsDsN ]«

Aspecto: Sélido branco amorfo

HO # OH

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, CsDsN) - &(padrdo de hidrogenacao,
correlacdes estruturais):

512,3 (CHs, C — 18), 512,3 (CHs, C —29), 512,5 (CH3, C — 18), §12,5 (CH3, C — 29),
519,3 (CHs, C — 21), 519,5 (CHs, C — 19), §19,7 (CHs, C — 27), §20,3 (CHs, C — 26),
520,3 (CHz, C — 11), 621,6 (CHy, C — 11), §23,7 (CH,, C — 28), 524,8 (CH,, C — 15),
528,9 (CH,, C — 16), 528,9 (CHy, C — 23), 529,8 (CHy, C — 16), §29,8 (CH, C — 25),
530,6 (CHz, C — 7), 530,6 (CH, C — 25), §32,4 (CHz, C — 7), 532,4 (CH, C — 8),
5 32,5 (CH, C - 8),01 5 32,5 (CHz, C — 2), 532,9 (CH,, C — 2), 534,5 (CH,, C — 22),
536,7 (CH, C — 20), §37,2 (C, C — 10), §37,8 (CHy, C — 1), 537,8 (CH2, C — 12),
537,9 (CH, C — 4), §39,6 (CH,, C — 12), §39,8 (CHz, C — 4), §40,3 (C, C — 13),
542,8 (C, C — 13), 546,4 (CH, C — 24), 550,7 (CH, C — 9), §56,4 (CH, C — 17),
556,6 (CH, C — 17), 656,6 (CH, C — 14), 557,2 (CH, C — 14), §63,1 (CH,, C — 6'),
572,0 (CH, C — 4’), §75,6 (CH, C — 2'), 78,5 (CH, C — 5, §78,7 (CH, C — 3),
578,9 (CH, C - 5'), 578,9 (CH, C — 3), §102,9 (CH, C — 1'), 6122,2 (CH, C — 6),
5129,8 (CH, C —23), 5139,1 (CH, C - 22), §141,2 (C, C - 5).
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HP-9

Nome: Acido vanilico
Formula molecular: CgHgO4
Massa Molecular: 168 Daltons

Solubilidade: CDs0OD

Aspecto: Sélido branco cristalino

Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDs;OD) - & (multiplicidade, constante de
acoplamento, integracgéo):

53,89 (s, H — 8), 56,84 (d, J=6,0 Hz, H — 5), 5(s, H — 2/6)

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, (CDsOD) - &(padrdo de hidrogenacao,
correlacdes estruturais):

556,4 (CHs, C — 8), 6113,8 (CH, C — 2), 5115,9 (CH, C - 5), §123,1 (C, C — 1),
5125,3 (CH, C - 6), §148,7 (C, C - 3), §152,7 (C, C — 4), §170,1 (C, C — 7).

HP-10

Nome: Canferol-3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—6)-3-D-galactopiranosideo
Formula molecular: Cy7H27030
Massa Molecular: 594
Solubilidade: CD3;OD

Aspecto: Sélido marrom amorfo
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Espectroscopia de RMN *H (500 MHz, CDsOD) - &§(multiplicidade, constante de
acoplamento, integracao):

50,93 (d, J = 6,5 Hz, H — 6”), 53,30 (m, H — 4”), §3,39 (dd, J=10,5; 7,5 Hz, H — 6”),
53,50 (m, H — 2”), 53,52 (m, H — 5”), 53,53 (m, H — 3"), §3,60 (m, H — 5”), 63,60
(m, H — 3”), 53,72 (dd, J=10,5; 6,0 Hz, H — 6”), §3,78 (m, H — 4”), 53,80 (m, H — 27),
54,61 (s, H— 1), 55,04 (d, J=7,5 Hz, H — 1”), 56,22 (s, H — 6), 56,42 (s, H — 8),
56,89 (d, J=8,5 Hz, H— 3'/5'), 58,09 (d, J=8,5 Hz, H — 2'/6’).

Espectroscopia de RMN *C (125 MHz, (CDsOD) - §(padrdo de hidrogenac&o,
correlacdes estruturais):

518,1 (CHs, C — 6™), 567,6 (CH,, C — 67), 569,8 (CH, C — 5”), 570,3 (CH, C — 4"),
§72,2 (CH, C — 2”), § 72,4 (CH, C — 3”), § 73,1 (CH, C — 2), § 74,0 (CH, C — 4™),
575,22 (CH, C — 3”), 575,5 (CH, C — 5”), §95,1 (CH, C — 8), §100,2 (CH, C - 6),
5102,1 (CH, C — 1™), §105,7 (CH, C — 17), §105,8 (CH, C — 10), 5116,3 (CH,
C - 3/5"), §122,8 (CH, C — 1), §132,6 (CH, C — 2/6"), 5135,8 (CH, C — 3), 5158,7
(CH, C-2),5159,5 (CH, C-9), 5161,8 (CH, C —4’), 5163,1 (CH, C - 5), 5166,3
(CH, C—7), 5179,8 (C, C —4).
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