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RESUMO

Este trabalho relata o estudo da composicdo quimica ndo-volatil de Stachytarpheta
sessilis (Verbenaceae), coletada no municipio de Quixadd — CE, a partir da investigagdo de
extratos de raizes, talos e folhas desta espécie. Os extratos etandlicos dos talos (SSTE) e
folhas (SSFE) de S. sessilis foram submetidos, separadamente, a partigdo liquido-liquido com
hexano, diclorometano e acetato de etila. A fracdo diclorometano dos talos (SSTE-D) foi
submetida a sucessivas cromatografias, resultando no isolamento da flavona crisoeriol e
triterpeno pentaciclico do tipo ursano acido ursolico. Sucessivas cromatografias da fracédo
acetato de etila (SSTE-A) levaram ao isolamento do esterdide stigmasterol na sua forma
glicosilada e da flavona luteolina. O tratamento cromatografico da fracdo diclorometano das
folhas (SSFE-D) levou a obtencdo da mistura de flavonas crisoeriol e apigenina. Sucessivas
cromatografias a partir do extrato hexanico das talos (SSTH) permitiram a obtencdo da
mistura dos triterpenos pentaciclicos do tipo ursano a ¢ B-Amirina. A caracterizacdo estrutural
das substancias isoladas foi possivel através de andlise espectroscopica, utilizando-se as
técnicas de RMN uni e bidimensionais, Espectrometria de Massa e Infravermelho.

Palavras-chave: Stachytarpheta sessilis, talos, folhas, flavonas.
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ABSTRACT

This work outlines the study of non-volatile chemical composition of Stachytarpheta
sessilis, collected in Chorozinho — CE, Brazil, through the investigation of roots, aerial parts
and leaves extracts. Ethanol extracts of aerial parts and leaves of S. sessilis were submitted to
liquid-liquid partition with hexane, dichloromethane (CH,Cl,) and ethyl acetate (EtOAc). The
CH,Cl, fraction of aerial parts was submitted to successive chromatography and the
chrysoeriol flavone and the pentacyclic ursane triterpene ursolic acid were obtained.
Successive chromatography of the EtOAc fraction vyielded the isolation of glycosyl
stigmasterol and luteolin flavone. Chromatographic treatment of the CH,CI, fraction from
leaves yielded the isolation of a mixture of chrysoeriol and apigenin flavones. Successive
chromatography from the hexane extract of aerial parts yielded the isolation of pentacyclic
triterpene o and B amyrine as a mixture. The structural characterization of the isolated
compounds was possible by spectroscopic analysis, using NMR uni and bidimensional, mass
spectrometry and infrared techniques.

Key words: Stachytarpheta sessilis, aerial parts, leaves, falvones.
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1 INTRODUCAO

Verbenaceae € uma ampla familia de plantas que habitam em regifes temperadas,
tropicais e subtropicais de ambos hemisférios, com cerca de 100 géneros e 2000 espécies. No
Brasil a familia é representada por 16 géneros e aproximadamente 140 espécies (RIBEIRO et.
al., 1999). Dentro das dicotiledéneas com principios aromaticos, essa familia é considerada
importante ja que alguns de seus representantes, entre eles Aloysia citriodora e Lippia
turbinata, sdo utilizadas na medicina popular por suas propriedades digestivas (BONZANI et.
al., 2003). Lippia alba, é usada topicamente em tinturas alcodlicas contra reumatismo, dores
musculares ou em infusdes para problemas estomacais. As folhas de L. berlandieri (orégano)
fervidas com leite sdo usadas como expectorante e antiespasmodico, frescas ou secas para
condimentar carne, pastas, etc. Medicinalmente emprega-se em infusdo Verbena litoralis
(verbena) em casos de diarréia (GONZALES, 2006).

O género Stachytarpheta € representado por cerca de 133 espécies e representado no
Brasil por 79 espécies (ATKINS, 2005). Na Figura 1, pag. 18, é possivel perceber a larga
distribuicdo nos estados brasileiros e também que a grande concentracdo do género se
encontra nos estados de Goiés, Distrito Federal, Minas Gerais e Bahia. J& no estado do Cear3,

sdo encontradas 4 espécies endémicas, S. sessilis, S. angustifélia, S. coccinea e S. cearensis.

Dentre as espécies do género, S. jamaicensis e S. cayennensis sdo largamente
utilizadas na medicina popular para tratamentos de Glceras estomacais, contra queda de cabelo
(HERNANDEZ et. al., 1998), distarbios intestinais (VELA et. al., 1997), e também no
combate do mosquito Aedes aegypti (CHARIANDY et. al., 1999). As folhas de S.
cayennensis e S. jamaicensis na forma de infusé@o e decocgdo também costumam ser usadas na
medicina popular para diversas doengas, tais como inflamagoes, dores, febre, insuficiéncia
hepética, alteracGes renais, hipertensdo, estresse e diabetes (PENIDO et. al., 2006). A
investigacdo farmacoldgica de S. cayennesis revelou uma notavel propriedade gastroprotetora
para o tratamento de gastrite e Ulceras (COIMBRA, 1958).
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Figura 1 - Mapa informativo dos niveis de endemismo de Stachytarpheta dentro de cada
estado no Brasil.

Stachytarpheta sessilis (Verbenaceae) Moldenk possui ocorréncia no Brasil apenas na
regido nordeste, mais especificamente nos estados do Rio Grande do Norte, Ceara e Paraiba
(ATKINS, 2005) (Figura 2). A total auséncia de estudos quimicos e farmacol6gicos

relacionados a espécie Stachytarpheta sessilis nos motivou a selecionar esta espécie para

estudo.
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Figura 2 - Ocorréncia de S. sessilis nos estados do CE, RN e MA.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 CONSIDERACOES BOTANICAS DA FAMILIA VERBENACEAE

Segundo Gonzéles (2006) a familia Verbenaceae é caracterizada por ervas, arbustos,
arvores ou trepadeiras lenhosas, com ramos regulares e estipulas ausentes. Folhas simples,
opostas e verticiladas, margens inteiras ou serreadas. Inflorescéncias racemosas ou cimosas,
cabecas, tirsos, espigas ou flores solitarias, ocasionalmente envolvidas por folhas. Flores leves
e evidentemente zigomorficas; bissexuadas ou unissexuadas (planta com 6rgédos reprodutores
masculinos e femininios), calice tubular e apresenta 5 lobos persistentes, as vezes acrescido de
frutos; a corola apresenta 4 a 5 logos, as vezes bilabiada; androceu com 2 a 5 estames, anteras
dorsadas; as vezes presente 2 estaminodios (Stachytarpheta) cerca da metade do tubo da
corola; gineceo sincarpico, ovario inteiro e com 4 l6culos, 2 carpelos (4 aparéncias),
placentacdao axilar, 1 évulo por léculo. O fruto é carnoso e provido de nacleo ou multiplo
decomponivel em frutos simples com 2 a 4 sementes, raramente a capsula se abre em duas

partes.

Verbenaceae € reconhecida por suas folhas sempre opostas, sem estipulas, as vezes
com folhagem aromatica e ramos quadrangulares, flores perfeitas, levemente bilabiadas,

ovario bicapilar e frutos drupaceos ou esquizocarpicos.
As flores sdo polinizadas por insetos das familias Diptera, Hymenoptera e

Lepiddptera. Os frutos sdo dispersos por aves, mamiferos e outras tem adaptacdes para fazé-la

fluvialmente.
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2.2 CONSIDERACOES BOTANICAS DO GENERO Stachytarpheta.

A origem do nome Stachytarpheta vem do grego, onde "stachys" significa espiga e

"tarphos™ significa denso.

O género Stachytarpheta esta compreendido na familia Verbenaceae e € reconhecido

pelas seguintes caracteristicas: ervas ou arbustos de folhas simples de margem serreada, néo

aromaticas, a inflorescéncia é uma espiga, longa e fina com flores pequenas, tubulosas, rosa-

claro. Crescem em areas alteradas (RIBEIRO, 1999).

De acordo com Martius (1851), a morfologia do género pode ser descrita em linhas

gerais como:

“Plantas herbaceas, subarbustivas ou arbustivas. Folhas
geralmente opostas, raramente alternadas. A inflorescéncia é
terminal, podendo ter suas flores dispostas em espiga ou em capitulo,
as flores encontram-se em pequenas escavagOes longitudinais
presentes no raque, as escavacles sdo sobrepostas por uma bractea
persistente, as flores sdo sesseis. O célice é tubuloso, compresso e
membranédceo. A corola é tubulosa, cilindrica, de tubo curto. O
androceu apresenta dois estames férteis e dois estamindides, como é
tipico do género; os estames sdo inclusos e estdo inseridos na parte
superior do tubo da corola. O gineceu apresenta ovario infero, é
bilocular, unilocular; com estilete terminal, capilar; o estigma é
terminal”.

Para Gonzaéles (2006) estas espécies sdo caracterizdas por apresentar flores com dois

estames férteis, corolas de cor azul, purpura ou brancas; frutos esquizocarpos secos, incertos

nos célices.

Amplamente encontrado em toda a América do Sul, o género apresenta algumas

sinonimias que diferem de um pais para 0 outro e até mesmo de uma regido para a outra,

como €é o caso do Brasil Tabela 1, pag. 22.
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Tabela 1 - Sinonimia botanica do género Stachytarpheta (CORREA, 1984).
Nome popular Nome Cientifico Sinonimia Localidades
Gervao Stachytarpheta bicolor Hook | Aguara-Ponda, Erva |Parae llha de
S. dichotoma Vaal gervéo, Rinchéo, Marajo
S. gibberosa Rahb. Verbena falsa
S. jamaicensis Salib
S. umbrosa HBK
S. urticifolia Sims
Gervao Bastardo Stachytarpheta pseudo Gervao falso -
chascanum Walper
Gervao das Caatingas |Stachytarpheta lactea Schawer - -
Gervao do Alagadico |Stachytarpheta elatior Schrader | Erva santa Minas Gerais
S. palustris Schott
Gervéo Falso Verbena fluminensis Vall Gervéo da folha Sao Paulo
V. pseudogervao St. Hil grande
Gervao da folha larga | Minas Gerais
Gervéo Cheiroso Verbena laciniata Brig Marganta morada Uruguai
V. erinoid Lam Moss verbena Anglo-
V. mendancina Phil americanos
Sanda laguen Peru
Yerba meona Argentina
Gervao Roxo S. cayennensis Vahl Colade milloe Panama
V. cayennensis Rich Verbena
Porteweed Antilhas
inglesas
Gervéo Verdadeiro S. jamaicensis Vahl Verbena azul Hispanicos
Abena jamaicensis Hitch Verveine bleul Franceses

Valerianoides jamaicensis

Kuntze
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2.3 CONSIDERACOES BOTANICAS DE Stachytarpheta sessilis (Moldenk).

Stachytarpheta sessilis (Moldenk) é descrita como uma erva terrestre de
aproximadamente 50 cm, com caule em haste pilosa, levemente coberto da propagacéo da luz,
cabelos unisseriado. Folhas sesseis, apice agudo, base truncar, margem irregularmente
serreada, superficie superior e inferior escassamente coberta com cabelos unisseriado.
Inflorescéncia de 9-19 cm de comprimento com 5 mm de largura, brécteas estritamente
triangulares com 8 mm de comprimento. Calice com 9 mm de comprimento. Corola vermelho
profundo, lobos com 5 mm de comprimento, tubo levemente curvado com 10 mm de

comprimento. Frutas palidas, apice tirar fora e achatada (Figura 3) (ATKINS, 2005).

Tem como habitat natural a caatinga sendo encontrada no Brasil nos estados do

Maranhdo, Ceara e Rio Grande do Norte.

Foto:E.R.Silveira

Figura 3 - Stachytarpheta sessilis em seu habitat natural com destaque para as flores.
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

O levantamento bibliografico realizado através do “software” SciFinder Schoolar
2006, revelou 69 relatos de estudo fitoquimicos em espécies de Stachytarpheta, desde a

década de 30 até os dias atuais (Figura 4).

N° de Publicacdes
O F N W b~ O O
1

Figura 4 - Publicagdes sobre o género Stachytarpheta, até os dias atuais.

Algumas espécies das quais ja foram relatados estudos fitoquimicos, como S.
mutabilis, S. guayenensis, S. australis, S. indica e S. dichotoma tiveram até agora o relato da
investigacdo quimica das suas raizes e folhas. S. cayennensis e S. jamaicensis, Sd0 as mais
difundidas e estudadas através do estudo de suas raizes, talos, folhas e flores. Dentre as
classes de metabdlitos secundérios isolados foram relatados a presenga de iridoides (LEITAO
et. al.,, 2005), esteroides (SUBRAMANIAM, S.; RAMACHANDRAN, A. G. N
VEDANTHAN, T. N. C., 1974), flavondides (DURET, S.; JACQUEMIN, H.; PARIS, R. T.,
1976), feniletanoides e fenilpropanoides glicosilados (SCHAPOVAL et. al., 1998 e LEITAO
et. al., 2005), triterpenos (GANAPATY, BABU, G. J.; NAIDU. K. D., 1998).

A Tabela 2, pag. 26, apresenta as substancias isoladas e conhecidas até 0 momento no

género Stachytarpheta.
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Tabela 2 - Metabdlitos secundérios isolados no género Stachytarpheta.
Espécie Substéncias isoladas Referéncia
S. cayennensis ADEBAJO et. al.,
S. dichotoma 2007,
S. jamaicensis LEITAO et. al.,
S. autralis 2005;
S. mutabilis FUTURO, 1998;
S. guyanensis SCHAPOVAL et.
S. indica al., 1998.
BRITO, 1987.
H,C—O DAMTOFT, 1984;
Ipolamida JALAD, 1980.
AKISUE, 1981.

BERNAYS, 1981,
DE LUCA, 1980;
GARNIER, 1977.
GARNIER, 1977.
TANTISEWIE,
1975.

S. cayennensis

HO

Isoverbascosideo

OH

OH

ADEBAJO et. al.,
2007;

LEITAO et. al.,
2005.

S. cayennensis
S. mutabilis

6p-Hidroxiipolamida

ADEBAJO, 2007.
DE LUCA, 1983.

Ricardo José Pereira Janior — Estudo Fitoquimico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.



Capitulo 3 — Levantamento Bibliografico

27

Tabela 2 — continuacao.

S. cayennensis

Verbascosideo

on
OH
on
R No
R
R
> o
on

LEITAO et. al.,
2005;
SCHAPOVAL et.
al., 1998.

S. cayennensis

OH

Martinosideo

LEITAO et. al.,
2005.

S. indica

GANAPATY,
BABU, NAIDU,
1998;
SUBRAMANIAN,
1974.

S. indica

B-Sitosterol

GANAPATY,
BABU, NAIDU,
1998;
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Tabela 2 — continuacao.

S. indica

Stigmasterol

GANAPATY,
BABU, NAIDU,
1998;
SUBRAMANIAN,
1974.

S. indica

OH
OH
HO o) O
|O |

OH O
Luteolina

GANAPATY,
BABU, NAIDU,
1998;

S. indica

HO O
|O |

HO

O OH
OH o

Scutellareina

GANAPATY,
BABU, NAIDU,
1998;
SUBRAMANIAN,
1974.

S. indica

GANAPATY,
BABU, NAIDU,
1998;
SUBRAMANIAN,
1974.

S. indica

Friedelina

SUBRAMANIAN,
1974.
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4. DETERMINACAO ESTRUTURAL

4.1 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE SS1

O tratamento cromatografico da fracdo diclorometano (SSTE-D) obtida da particdo do
extrato etandlico dos talos de S. sessilis, seguido por cromatografia em coluna do tipo “flash”,
resultou no isolamento de um sélido amorfo, de cor amarela e ponto de fusdo acima de 300°C,
codificado de SS1.

A analise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 10, pag. 36)
mostrou uma banda larga em 3448 cm™, correspondente a deformacéo axial da ligacdo O-H,
caracterizando a presenca de hidroxila, além de banda em 2930 cm™, relativa a deformacéo
axial das ligagdes C-H. A presenca de uma carbonila conjugada foi evidenciada atraves da
absorcdo em 1653 cm ™ e as bandas esqueletais em 1624, 1559 e 1510 cm™ foram atribuidas a
deformacdes axiais das ligagdes C=C de anel aromatico. Observou-se ainda absor¢bes em
1209, 1171, 1150 e 1030 cm™, que foram atribuidas a deformacées axiais de C-O.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) (Fig. 12 e 13, pag. 37), mostrou seis sinais
na faixa de & 7,6-6,7 atribuidos a hidrogénios ligados a carbono sp? um sinal em & 13,80 (1H,
s) correspondente a uma hidroxila em posi¢do “peri” a uma carbonila, e ainda um sinal
simples e intenso em & 3,84 (3H, s, H-OCHj3) atribuido a hidrogénios de grupo metoxila. Os
dubletos em 8 6,77 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-6) ¢ 6 6,87 (1H, d, J = 1,6 Hz, H-8) foram atribuidos
a hidrogénios aromaticos com relacdo meta entre si. Os sinais em & 7,66 (1H, dd, J = 8,3 e
1,65 Hz, H-6°), 7,29 (1H, d, J = 8,3 Hz, H-5’) e 7,62 (1H, d, J = 1,65 Hz, H-2"), revelaram

presenca de um sistema AMX através dos respectivos valores das constantes de acoplamento.

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz) (Fig. 14, pag. 38) exibiu dezesseis linhas
espectrais, das quais a absorcdo em & 56,4 foi associada a um carbono sp® oxigenado, e as
quatorze linhas restantes na faixa de & 95,3 — 166,2 foram relacionadas a carbonos sp®. Dentre
os carbonos insaturados, observou-se que 0s seis sinais na faixa de & 149,3 - 166,2
provavelmente se encontravam oxigenados.

A andlise comparativa entre os espectros de RMN *C-BB e RMN **C-DEPT 135
(Fig. 15, pag. 38) revelou a existéncia de seis carbonos metinicos, um metilico e nove

carbonos ndo-hidrogenados como mostrado na Tabela 3, pag. 31.
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Tabela 3 - Deslocamentos quimicos de RMN *3C (125 MHz, CsDsN) de SS1 por padréo de

hidrogenacéo.

C CH CHjs Formula Parcial

163,5 121,7 56,9

152,7 117,3

158,9 110,7

183,1 104,6

166,2 100,3

164,9 95,3

149,3

122,9

105,4

CyO CeHs CH30 C16H90O2
(1 carbonila) (1 metoxila)

A reunido de todos os dados espectroscopicos descritos acima permitiu a obtencdo da

formula parcial C16HgO,, sugerindo, desta forma, a estrutura de um esqueleto flavonoidico

para SS1.

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H e *C a uma

ligacdo, com deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 16, pag. 39) permitiu associar

inequivocamente os sinais de todos os hidrogénios a seus respectivos carbonos (Tabela 4,

pag. 34).

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, **C a mais de uma

ligagdo, com deteccdo no canal de hidrogénio (HMBC) (Fig. 17 e 18, pag. 40 e 41) mostrou

os acoplamentos a longa distancia entre 0 hidrogénio olefinico em & 6,98 (H-3) com os
carbonos em 6 105,4 (C-10); 6 164,9 (C-2) e com o carbono carbonilico em 6 183,1 (C-4), e

definitivamente sugeriu a estrutura de uma flavona Figura 5, pag. 32.
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Figura 5 - Sub-estrutura | para SS1.

Nesta analise, foram ainda observadas as correlagcBes dos sinais dos hidrogénios
aromaticos em & 7,62 (H-2") e 7,66 (H-6") com o carbono oxigenado em & 164,9 (C-2), e do
hidrogénio em & 7,29 (H-5") com os carbonos oxigenados em 6 152,7 (C-4’) e 149,3 (C-3°).
Tais informacdes levaram a confirmacdo de que o anel B encontrava-se 3°,4’-O-dissubstituido

como mostrado na sub-estrutura abaixo (Figura 6).

Figura 6 - Sub-estrutura lla para SS1.

No entanto, as posi¢des relativas do grupo metoxila no carbono 3’ e da hidroxila no
carbono 4’, s6 puderam ser determinada atraves da observacdo da importante correlacdo do
hidrogénio do grupo metoxila em 6 3,84 (O-CHg3) com o carbono em 6 149,3 (C-3°) (Figura
7, pag. 33, Tabela 4, pag. 34).
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Figura 7 - Sub-estrutura I1b para SS1.

Em adicdo, foram também observadas as correlagdes dos sinais do hidrogénio em &
6,77 (H-6) com o carbono em 6 95,3 (C-8), dos hidrogénios em 6 6,87 (H-8) com o sinal de
carbono mono-hidrogenado em 6 100,3 (C-6), e da correlagdo de ambos com o carbono em J
105,4 (C-10), o que indicou as posi¢cdes H-6 e H-8, para estes hidrogénios, respectivamente.
Esta observacdo foi posteriormente confirmada pelas correlacbes do hidrogénio da hidroxila
quelada em & 13,80 (H-hidroxila) com os carbonos em 6 100,3 (C-6), 105,4 (C-10), 163,5 (C-

5) e 166,2 (C-7), e permitiu a construcdo da sub-estrutura abaixo (Figura 8).

Figura 8 - Sub-estrutura 111 para SS1.

A comparacdo dos dados de RMN 'H e B3C de SS1 com aqueles publicados na
literatura (Tabela 5, pag. 35) para flavonas, indicou para SS1 a estrutura da 5,7,4’-trihidroxi-
3’-metoxiflavona (crisoeriol) (Figura 9, pag. 34), isolada anteriormente da espécie Schouwia
thebica (Cruciferae) (AMANI, 2006), sendo relatada pela primeira vez no género

Stachytarpheta.
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OH O
Figura 9 - Estrutura de crisoeriol (SS1).

Tabela 4 - Correlacdo heteronuclear de RMN *H e **C (HSQC e HMBC) de SS1.

“c-BB HSQC HMBC

C oc oH “Jch *Jch

2 164,9 (H-3) (H-2%), (H-6")

3 104,6 6,98 (1H,s)

4 183,1 (H-3)

5 163,5 (H-6)

6 100,3 6,77 (1H, d, J = 1,6 Hz) (H-8)

7 166,2 (H-6), (H-8)

8 95,3 6,87 (1H, d, J = 1,6 Hz) (H-6)

9 158,9 (H-8)

10 105,4 (H-3), (H-6),
(H-8)

1’ 122,9 (H-27), (H-6")  (H-2"), (H-3)

2 110,7 7,62 (1H, d, J = 1,65 Hz) (H-6")

N 1103 (H-2"), (OCHj),
(H-2%)

4 152,7 (H-5"), (H-2") (H-6")

5 117,3 7.29 (1H, d, J = 8,3 Hz)

6 121,7 7,66 (1H, dd, J = 8,3:1,65 Hz) (H-2) (H-2)

OCH; 56,4 3,84 (3H, 5)
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Tabela 5 - Comparagio de dados de RMN *3C de SS1 (125 MHz, CsDsN) com os descritos
na literatura para crisoeriol (125 MHz, DMSO-d) (LIU, 1992).

SS1 CRISOERIOL
C oc oc
2 164,9 163,2
3 104,6 103,1
4 183,1 1815
5 163,5 161,5
6 100,3 98,8
7 166,2 164,4
8 95,3 93,9
9 158,9 157,3
10 105,4 103,2
r 122,9 121,4
2 110,7 110,3
3’ 149,3 150,7
4 1527 147,9
5 117,3 115;7
6’ 121,7 120,2
OMe 56,4 55,9
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Figura 10 - Espectro de infravermelho (KBr) de SS1.
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Figura 11 - Espectro de massa 70 eV de SS1.
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Figura 12 - Espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de SS1.
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Figura 13 - Expansdo do espectro de RMN *H de SS1 (CsDsN, 500 MHz).
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Figura 14 - Espectro de RMN *3C (CsDsN, 125 MHz) de SS1.
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Figura 15 - Espectro de RMN **C-DEPT 135 (CsDsN, 125 MHz) de SS1.

Ricardo José Pereira Janior — Estudo Fitoquimico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.



Capitulo 4 - Determinacao Estrutural 39
OCHs
H3
H8
2’ H6
HS; ‘
He' ud |
- L ) l-.¢ L_' o ____—/\\_ I

OCH; —— e
= B0

. 6 :
c6 b E- 10

C3 P E

cs £

C6> o E
c2’ £ 100
L e EC

S 0 C

| 9

1 | oo

V2L . G It AR e et o i e o e Y N (LN |

o
(81

|
4
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SS1 (HSQC).
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Figura 17 - Espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, *3C (CsDsN,

HMBC) de SS1.
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(HMBC) de SS1.
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4.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE SS2

O tratamento cromatogréafico a partir da fracdo diclorometano, obtida da particdo do
extrato etanolico das folhas de S. sessilis, sequido de cromatografia em coluna do tipo “flash”,
resultou no isolamento de um sélido amorfo de cor amarela com ponto de fusdo acima de 300

°C, que vem a ser de uma mistura de duas substancias e codificado de SS2.

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 32, pag. 55)
mostrou uma banda larga em 3423 cm™, correspondente a deformacéo axial da ligagdo OH de
hidroxila; além de bandas em 1653 cm™ relativa & deformacdo axial de C=0 de carbonila

conjugada, e bandas esqueletais de anel aromatico em 1622, 1510 e 1435 cm™.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsHsN) (Fig. 22 e 23, pag. 48) revelou a presenca
de dez sinais na faixa de 6 7,95 a 6,76, 0s quais foram associados a hidrogénios ligados a
carbonos sp®. Dentre estes, os dubletos centrados em & 7,94 (2H, d, J = 7,6 Hz, H-2°/6’) ¢ &
7,23 (2H, d,J =7,6 Hz, H-3°/5"), em adic&o aos sinais em 6 7,65 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-6") ¢ 5
7,28 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5), foram associados a dois sistemas aromaticos dissubstituidos
contendo hidrogénios em posicdo orto, de acordo com valores das constantes de acoplamento

observadas.

O espectro de RMN *C-BB (125 MHz) de SS2 (Fig. 24, pag. 49) exibiu vinte e trés
linhas espectrais. As absor¢cdes em & 183,0 e & 56,3 puderam ser claramente atribuidas a uma
carbonila conjugada e um grupo metoxila, respectivamente. Os demais sinais na faixa de o
166,2 - 95,1 foram atribuidos a carbonos sp?, dos quais oito destes estariam oxigenados, de

acordo com a teoria do deslocamento quimico (SILVERSTEIN, 2007).
A andlise comparativa dos espetros de RMN **C-BB e RMN C-DEPT 135 (Fig. 26,

péag. 50) revelou a existéncia de dez sinais de carbonos aromaticos, um de carbono metilico e

treze sinais de carbono n&o hidrogenados, conforme mostrado na Tabela 6, pag. 43.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB/DEPT (CsDsN, 125 MHz) de SS2 por

padrdo de hidrogenacéo.

C CH CH; Formula Parcial

183,0 129,2 56,3

166,2 121,6

164,8 117,2

163,4 1171

162,9 110,6

158,8 104,5

158,8 104,2

152,7 100,3

149,2 95,2

1229 95,1

122,6

105,3

C120 CioH10 CH30 C23H130,
(1 carbonila) (1 metoxila)

Desta forma, os dados espectroscopicos de RMN observados para SS2 corroboraram a

existéncia de uma mistura de flavondides.

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H — *H (COSY) (Fig.
25, pag. 50) permitiu associar que os sinais em 6 7,94 (H-2°/6") e & 7,24 (H-3°/5") estariam
relacionados a um dos compostos denominado de SS2, ¢ os sinais em & 7,65 (H-6’) e 6 7,28

(H5%) e 6 7,61 (H-2’) seriam pertencentes ao segundo composto.

Por se tratar de uma mistura de flavondides e a grande semelhanca entre os espectros
obtidos para esta mistura com a do composto SS1 j& isolado neste trabalho, por comparagao
dos dados ja obtidos bem como na literatura, identificou-se este segundo composto com sendo
a substancia crisoeriol (SS1) tendo sua determinacdo descrita no item 4.1. A Tabela 9, pag.
47 mostram os dados obtidos para as duas substancias encontradas nesta mistura (SS2 e SS1).

Os dados seguintes referem-se a determinacdo estrutural do primeiro composto entdo

identificado como SS2 nesta mistura.

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H — **C, com
deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 27, pag. 51), permitiu associar os sinais de
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cada hidrogénio aos seus respectivos carbonos para cada substancia da mistura (Tabela 7,
pag. 45).

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H — *3C, a mais de
uma ligacdo, com deteccdo no canal de hidrogénio (HMBC) (Fig. 28, 29 e 30, pag. 52, 53 e
54) revelou as correlagdes do sinal de hidrogénio em & 6,91 (H-3) com os sinais de carbono
em & 164,8 (C-2); 183,0 (C-4); 122,6 (C-1°) e 105,3 (C-10). A correlacdo do sinal de
hidrogénio em & 6,84 com o carbono em 6100,3 (C-6), e do sinal de hidrogénio em & 6,76
com o carbono em & 95,1 (C-8), determinou as posicdes relativas 8 e 6, respectivamente, no

anel A para estes hidrogénios (Figura 19).

Figura 19 - Sub-estrutura I para SS2.

O padréo de hidrogenacdo do anel B de SS2 foi determinado pelas correlacdes dos
hidrogénios em 8 7,94 com os carbonos em & 164,8 (C-2), 129,2 (C-2°/6’) e 162,9 (C-4’), e
também pelas correlagdes dos hidrogénios em & 7,23 com os sinais de carbono em 6 122,6 (C-
1’); 117,1 (C-3°/5") e 162,9 (C-4’). Estas correlagdes permitiram atribuir as posi¢des 2’ e 6’
para os hidrogénios em & 7,94, ¢ 3’ ¢ 5’ para os hidrogénios em o 7,23, respectivamente. De
acordo com estes dados, ficou estabelecida a posi¢céo da hidroxila no carbono 4’ do anel B
(Figura 20).

Figura 20 - Sub-estrutura Il para SS2.
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Tabela 7 - Correlagdo heteronuclear *H, *C (HSQC e HMBC) de SS2.

c-BB HSQC HMBC

C oc OH “Jch *Jch

2 164,8 (H-3)

3 104,2 6,91 (1H, s)

4 183,0 (H-3)

5 163,4 (H-6)

6 100,3 6,76 (2H, s) 6,84

7 166,2 (H-6), (H-8)

8 95,2 6,84 (1H, s) (H-6)

9 158,8 (H-8)

10 105,3 (H-8), (H-3)

I’ 122,6 (H-3), (H-3°/5")
2°/6° 129,2 7,94 (2H,d, J = 7,6 Hz)
3°/5° 1171 7,24 (2H, d, J = 5,1 Hz)

4 162,9 (H-3°/5") (H-2°/6")

Desta forma, a analise dos dados espectroscopicos obtidos para SS2 e a posterior

compara¢do com os dados registrados na literatura para flavonas (Tabela 8, pag. 46)

confirmaram que SS2 tratava-se da flavona 4°,5,7-trihidroxiflavona (Apigenina)
(AGRAWALL, 1989) (Figura 21, abaixo), anteriormente isolada de Alibertia myrciifolia
(Rubiaceae) (LUCIANO, 2004), porém de carater inédito no género Stachytarpheta.

OH O

Figura 21 - Estrutura da flavona apigenina (SS2).
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Tabela 8 - Comparagéo de dados de RMN **C-BB (125 MHz, CsDsN) de SS2 com os
descritos na literatura para apigenina (25,2 MHz, DMSO-d) (AGRAWAL, 1989).

SS2 APIGENINA
C oc oc
2 164,8 165,5
3 104,2 104,3
4 183,0 183,2
5 163,4 162,0
6 100,3 100,3
7 166,2 164,9
8 95,2 95,6
9 158,8 158,7
10 105,3 105,1
I 122,6 1227
2’/6° 129,2 129,8
3°/5° 1171 117,3
4 162,9 161,8
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Tabela 9 - Comparacéo de dados de RMN **C e 'H de SS2 e SS1.

SS2 Ss1
3c-BB HSQC B3c-BB HSQC
C dc o C dc o
2 | 164,8 2 | 1648
3 | 104,2 6,91 (1H, s) 3 | 1045 6,97 (1H, s)
4 | 183,0 4 | 1830
5 | 1634 5 | 1634
6 | 100,3 6,76 (2H, s) 6 | 100,3 6,76 (2H, s)
7 | 166,2 7 | 166,2
8 | 952 6,84 (1H, s) 8 | 951 6,87 (1H, s)
9 | 158,8 9 | 1588
10 | 105,3 10 | 1053
I’ | 1226 1’ | 1229
2/6° | 1292 | 7.94(2H,d, J=76Hz) | 2 | 1106 7,61 (1H, s)
3°/5° | 1171 | 7.24(2H,d,J=76Hz) | 3> | 1492
4 | 1629 4 | 152,7
7,28 (1H, d,J =7,95
5 | 1172 Ho)
7,65 (1H, d, J = 8,05
6 | 121,6 H2)
OCH;| 56,3 3,85 (3H, s)
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Figura 22 - Espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de SS2.
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Figura 23 - Expansdo do espectro de RMN *H (CsDsN, 500 MHz) de SS2.
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Figura 24 - Espectro de RMN *3C (CsDsN, 125 MHz) de SS2.
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Figura 25 - Expansdo do espectro de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear *H-'H
(CsDsN, COSY).
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Figura 26 - Espectro de RMN **C-DEPT 135 (CsDsN, 125 MHz) de SS2.
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Figura 27 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *C (CsDsN,
HSQC) de SS2.
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Figura 28 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, BC (CsDsN,

HMBC) de SS2.
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Figura 29 - Expanséo | do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H
3C (CsDsN, HMBC) de SS2.
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Figura 30 - Expanséo 11 do espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,

3C (CsDsN, HMBC) de SS2.
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Figura 31 - Espectro de massa 70 eV de SS2.
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Figura 32 - Espectro de infravermelho (KBr) de SS2.
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4.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE SS3

O tratamento cromatografico a partir da fracdo diclorometano, obtida da segunda
particdo do extrato etandlico dos talos de S. sessilis, seguido de cromatografia em coluna do
tipo “flash” e coluna Sephadex LH-20, resultou no isolamento de SS3, um sélido amorfo
branco com ponto de fuséo de 216-218 °C.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho de SS3 (Fig. 38, pag. 62) mostrou
uma banda larga em 3425 cm™, correspondente & deformacéo axial de O-H, caracterizando a
presenca de hidroxila. Foram ainda visualizadas absorcdes em 2922 cm™ e 2859 cm™
correlacionados as deformacdes axiais das ligacdes C-H, absorcdo em 1688 cm™ relativa &
deformacdo axial da ligacdo C=O de carbonila, e uma absorcdo em 1458 cm™ relativa a

deformacéo angular da ligagdo C-H.

O espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) (Fig. 39 e 40, pag. 62 e 63) revelou o
caréater triterpénico de SS3, através da visualizacdo de sete sinais atribuidos a hidrogénios de
grupos metilas na faixa de 6 0,61 a 1,03. Foram observados ainda um singleto em 6 5,12 (s,
H-12) atribuido a um hidrogénio de carbono olefinico, e um sinal em & 3,00 atribuido a um
hidrogénio ligado a carbono carbindlico (m, H-3).

O espectro de RMN C-BB (125 MHz, DMSO-dg) de SS3 (Fig. 41, pag. 63),
permitiu observar 30 linhas espectrais na faixa de 6 178,3 a 15,2. A absor¢do em 6 178,3 (C-
28) pOde ser atribuida a um carbono carbonilico provavelmente de acido carboxilico,
confirmando a banda em 1688 cm™ vista no espectro de infravermelho. As absorcdes em &
138,2 (C-13) e & 124,5 (C-12) revelaram a presenca de uma dupla liga¢do, enquanto que o
sinal em & 76,8 foi relacionado a um carbono saturado oxigenado. As demais absorcoes

observadas foram relacionadas a carbonos saturados e ndo-funcionalizados.

Comparando-se os espectros de RMN *C-BB e *C-DEPT 135 (Fig. 42, pag. 64),
pode-se determinar que um dos carbonos olefinicos em & 124,5 (C-12) e o carbono oxigenado
em 6 76,8 (C-3) eram monohidrogenados. Dentre os demais sinais, cinco foram atribuidos a
carbonos metinicos [6 54,7 (C-5), 52,3 (C-18) 47,0 (C-9), 38,49 (C-19) e 38,43 (C-20) ]; nove
metilénicos [ 38,2 (C-22), 36,3 (C-1), 32,6 (C-7), 30,1 (C-21), 27,5 (C-15), 26,9 (C-2), 23,8
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(C-16), 22,8 (C-11) e 17,9 (C-6)]; e sete metilicos [5 28,2 (C-23), 23,2 (C-27), 21,0 (C-30),
17,0 (C-29),16,9 (C-125), 16,0 (C-24) e 15,2 (C-26)], como observado na Tabela 10.

Tabela 10 - Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB/DEPT (125 MHz, DMSO-d) de SS3
por padrédo de hidrogenacao.

C CH CH; CHs; TOTAL
178,3 1245 38,2 28,2
138,2 76,8 36,3 23,2
46,8 54,7 32,6 21,0
41,6 52,3 30,1 17,0
39,0 47,0 27,5 16,9
38,3 38,49 26,9 16,0
36,5 38,43 23,8 15,2
22,8
17,9
Cy C/H7 CoHug C7H2 Cz0H4603

1xO (carboxila) 2xO (hidroxila)

A reunido dos dados espectroscopicos de SS3 permitiu sugerir a formula molecular
CsoH4603, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. Estes dados foram
relacionados a uma estrutura triterpénica pentaciclica em um esqueleto do tipo ursano,

contendo uma dupla ligacéo e uma carbonila de acido carboxilico.

O espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear *H, *3C, com deteccéo
no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 43 e 44, pag. 64 e 65) permitiu associar

inequivocamente 0s sinais de hidrogénios a seus respectivos carbonos (Tabela 11, pag 60).

O espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear *H, *3C, com deteccéo
no canal de hidrogénio (HMBC) (Fig. 45, 46, 47 e 48, pag. 66, 67, 68 e 69), mostrou 0s
acoplamentos a mais de uma ligacdo entre hidrogénios e carbonos (e e 3Jcn). As posicoes
relativas da funcdo &cido carboxilico em C-28 e da dupla ligacdo nos carbonos C-12 e C-13,
foram estabelecidas através da observagdo das correlagdes do sinal em & 2,10 (H-18) com 0s
carbonos em & 178,3 (C-28), 138,2 (C-13), e 124,5 (C-12); do sinal em 6 1,03 (H-27) com o0s
carbonos em ¢ 138,2 (C-13) e 41,6 (C-14); e do hidrogénio em 6 1,5 (H-16) com o carbono
em o 178,3 (C-28), como mostrado na Figura 33, pag 58.
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Figura 33 - Sub-estrutura I para SS3.

A posicdo da dupla ligacdo em & 124,5 (C-12) e 138,2 (C-13) foi definitivamente
estabelecida através das correlagdes do hidrogénio em & 5,12 (H-12) com o0s sinais dos
carbonos em & 52,3 (C-18); 6 47,0 (C-9); 6 41,6 (C-14) e 6 22,8 (C-11), como mostrado na
Figura 34.

Figura 34 - Sub-estrutura Il para SS3.

Por outro lado, a posi¢do do grupo hidroxila em C-3 foi determinada através das
correlagdes de ambos os grupos metilas em 6 0,89 (C-23) e 6 0,67 (C-24) com o carbono em
76,8 (C-3), (Figura 35).

76,8
HO &
0,89 0,67

Figura 35 - Sub-estrutura 111 para SS3.
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O espectro de massa de SS3 (Fig. 49, pag. 70) obtido por insercdo direta apresentou o
sinal do ion molecular em 456 m/z, confirmando a formula molecular C3oHs03. Neste
espectro foi também observado o ion do pico base em 248 m/z, cuja fragmentacdo é
caracteristica de um triterpeno ursano contendo grupo carboxila em C-28 ao sofrer uma

reacao do tipo retro Diels-Alder, como mostrado na Figura 36 abaixo.

“ 248 m/z
HO

HO

208 m/z

Figura 36 - Fragmentag&o via retro Diels-Alder em SS3.

A reunido de todos os dados espectroscépicos obtidos para SS3 atraves da detalhada
analise de seus espectros, bem como a comparacao destes com dados registrados na literatura
(Tabela 12, pag 61) para triterpenos de esqueleto ursano, permitiram determinar que SS3 se
tratava do &cido 3pB-hidroxi, urs-12-en-28-6ico (acido ursdlico) (Figura 37, abaixo),
anteriormente isolado de Putoria calabrica (Rubiaceae) (TUNDIS, 2002), Brillantaisia
palisatii (Acanthaceae) (BERRONDO, 2003), e no género Stachytarpheta em S. indica

(Verbenaceae) (SUBRAMANIAN, 1974) e de muitas outras espécies.

w
1o

29,

HO

O
N
N
N
N
N
3

2

24

Figura 37 - Estrutura do triterpeno acido ursolico (SS3).
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Tabela 11 - Correlacéo heteronuclear *H, **C (HSQC e HMBC) de SS3.

HMBC
c | &c HSQC ; .
Jen Jen

1 |363 1,56 (2H, m)

2 26,9 1,45 (2H, m)

3 76,8 (3,00 (1H, dd, J= 9,1; 4,1 Hz) 0,67e0,89
4 38,3 0,67 0,89
5 | 547 0,65 (1H, m)

6 | 17,9 1,44 (2H, m)

7 | 326 1,41 (2H, m) 0,80

8 39,0 1,03

9 47,0 1,47 (1H, m) 512;0,86e0,74
10 | 36,5

11 | 228 1,85 (2H, m) 5,12

12 |1245 5,12 (1H, 5) 2,10

13 |138,2 2,10 1,03

14 | 41,6 1,03 2,10e 5,12
15 | 275 0,98 (2H, d)

16 | 238 15 (2H, m)

17 | 46,8 2,10

18 | 52,3 2,10 (1H,d, J = 2,9 Hz) 0,86; 5,12 0,80
19 | 384 1,33 (1H, m) 2,10

20 | 384 0,91 (1H, m) 0,80

21 | 301 1,41 (2H, m)

22 | 382 1,56 (2H, m)

23 | 28,2 0,89 (3H, ) 0,67

24 | 16,0 0,67 (3H, ) 0,89

25 | 169 0,74 (3H, s)

26 | 152 0,86 (3H, 5)

27 | 232 1,03 (3H, 5)

28 |178,3 2,10e15
20 | 170 | 080 (3H,d,J= 64 Hz) 2.10
30 | 21,0 | 091(3H,d J= 9,1Hz)
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Tabela 12 - Comparacéo dos dados de RMN **C de SS3 (125 MHz, DMSO-d) com o descrito
na literatura para o acido ursoélico (75 MHz, DMSO-d) (TUNDIS, 2002).

SS3 Acido ursélico

C oc oc

1 36,3 37,4
2 26,9 28,0
3 76,8 77,9
4 38,3 39,4
5 54,7 55,8
6 17,9 19,0
7 32,6 33,7
8 39,0 40,1
9 47,0 48,1
10 36,5 37,6
11 22,8 23,9
12 1245 125,6
13 138,2 139,2
14 41,6 427
15 275 28,6
16 23,8 24,8
17 46,8 479
18 52,3 53,4
19 38,4 39,5
20 38,4 39,5
21 30,1 31,2
22 38,2 39,3
23 28,2 29,3
24 16,0 16,2
25 16,9 17,9
26 17,0 18,2
27 23,2 24,3
28 178,3 179,3
29 15,2 17,1
30 21,0 22,1
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Figura 38 - Espectro de infravermelho (KBr) de SS3.
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Figura 39 - Espectro de RMN *H (DMSO-d, 500 MHz) de SS3.
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Figura 41 - Espectro de RMN **C (DMSO-d 125 MHz) de SS3.
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Figura 42 - Espectro de RMN **C-DEPT 135 (DMSO-d, 125 MHz) de SS3.
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Figura 43 - Espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear *H, **C (DMSO-d,
HSQC) de SS3.
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Figura 44 - Expansdo do espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear *H, B¢

(DMSO-dHSQC) de SS3.
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Figura 45 - Espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, **C (DMSO-d,
HMBC) de SS3.
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Figura 46 - Expansdo | do espectro de RMN bidimensional de correlacido heteronuclear *H,
3C (DMSO-d HMBC) de SS3
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Figura 47 - Expanséo 11 do espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H,
3C (DMSO-d HMBC) de SS3.

Ricardo José Pereira Janior — Estudo Fitoquimico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.



Capitulo 4 - Determinacao Estrutural 69

JﬁL___‘_NLhj,~_u’”‘\_,_//‘j\/\’f\\_,~"d /\}k\“_”
E VR
é_;_; L | |20
—_:&% N 0) ol 0 _
= \} 0 |
- | -
3
1 L
= 2 q| \[‘]U\
—— H 8;& "o |5
: A
: '\, /
—5 F o ) |
T A | Feon
opn o T s

Figura 48 - Expansdo 111 do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H,
3C (DMSO-d HMBC) de SS3.
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Figura 49 - Espectro de massa 70 eV de SS3.

Ricardo José Pereira Janior — Estudo Fitoquimico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.



Capitulo 4 - Determinacgao Estrutural 71

4.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE SS4 e SS5.

O tratamento cromatogréafico da fracdo diclorometano resultante da coluna filtrante do

extrato hexanico dos talos, forneceu cristais em forma de agulhas denominado de SS4 e SS5.

O espectro na regido do infravermelho de SS4 e SS5 (Fig. 51, pag. 74) mostrou uma
banda intensa em 3429 cm™ correspondente & deformacdo axial da ligacdo O-H, além de
bandas em 2926; 1460 e 1380 cm™ relacionadas a deformacdes axiais da ligacdo C-H de
carbonos alifaticos. Também foi observada uma banda em 1637 cm™ referente a deformacéo
axial da ligacdo C=C, e outra em 1035 cm™ representando uma deformacéo axial de ligacéo
C-0.

A anélise de espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCl3) de SS4 e SS5 (Fig. 54, pag.
75.) revelou a existéncia de 51 linhas espectrais. Dentre estas, foi observada a presenca de
quatro carbonos insaturados em & 145,3; & 139,7; 6 124,6 e 121,9; além dos sinais em & 79,2 e

79,2 que foram atribuidos a carbonos oxigenados.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de SS4 e SS5 (Fig. 53, pag. 75) mostrou
absorcdes de hidrogénios olefinicos em 6 5,13 (1H, t, J = 3,6 Hz, H-12a) e 5,18 (H-12p),
corroborando os dados encontrados no espectro de RMN **C. Observou-se também sete sinais
em 6 1,08 (3H, s, H-27), 1,00 (3H, s, H-26), 0,97 (3H, s, H-23), 0,96 (3H, s, H-25), 0,93 (3H,
d, J = 11,7 Hz, H-30), 0,81 (3H, d, J = 4,7 Hz, H-29) e 0,80 (6H, s, H-28/24), que foram

relacionados a grupamentos metila.

Ap0s a analise de todos os dados obtidos, e a posterior confrontagdo destes com dados
descritos na literatura (Tabela 13, pag 73) para triterpenos, foi possivel relacionar a estrutura
de SS4 e SS5 com a mistura dos triterpenos do tipo ursano o ¢ f-amirina, respectivamente.
Estas substancias estdo sendo relatadas pela primeira vez no género Stachytarpheta (Figura
50, pag. 72).
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Figura 50 - (A) a-amirina e (B) B-amirina.
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Tabela 13 - Comparacio dos dados de RMN **C (125 MHz, CDCls) de SS4 e SS5 com 0s
descritos na literatura para a mistura o,-amirina (125 MHz, CDCl3) (BANDEIRA et. al.,
2007).

MISTURA _ s54 0 sgg | BANDEIRAt. al, 2007
a, p -AMIRINA
C 5 -a dc-PB 5 -a dc - B
1 38,8 38,9 39,2 38,6
2 271 27,4 - 27,3
3 79,2 79,2 79,1 79,1
4 38,8 38,8 - 38,8
5 55,4 55,4 55,2 55,2
6 18,6 18,5 19,6 18,4
7 32,8 32,8 32,4 32,6
8 40,2 39,8 39,3 39,8
9 47,9 47,8 47,1 47,6
10 37,1 37,1 36,6 36,9
11 23,4 23,5 23,6 23,5
12 124.6 121,9 121,2 121,7
13 139,7 1453 1452 1452
14 42,2 41,7 41,8 41,7
15 26,8 26,3 26,0 26,1
16 28,6 27,1 26,8 26,9
17 33,5 31,4 32,1 32,5
18 59,3 47,4 46,8 47,2
19 39,88 47,0 46,7 46,8
20 39,88 31,2 35,0 31,1
21 31,2 34,9 34,6 34,7
22 41,7 37,1 37,0 37,1
23 28,3 28,3 - 38,1
24 15,7 15,8 15,1 155
25 15,7 15,8 157 15,6
26 17,0 17,02 16,9 16,8
27 23,4 26,2 133 26,0
28 28,3 28,3 28,8 28,4
29 17,6 33,5 17,5 33,4
30 21,6 23,9 21,4 23,7
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Figura 51 - Espectro de infravermelho de SS4 e SS5.
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Figura 52 - Espectro de massa de SS4 e SS5.
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Figura 54 - Expansdo do espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CDCls) de SS4 e SS5.
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4.5 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE SS6.

O tratamento cromatografico da fracdo acetato de etila (SSTE-A) obtida da particdo do
extrato etandlico dos talos de S. sessilis, seguido por cromatografia em coluna Sephadex LH-
20, coluna cléssica e filtracdo, resultou no isolamento de SS6, um sélido amorfo branco e
ponto de fusdo entre 268 - 270°C.

O espectro na regido do infravermelho de SS6 (Fig. 58, pag. 82) mostrou uma banda
intensa em 3407 cm™ correspondente & deformacéo axial da ligacdo O-H, além de bandas em
2923 e 2859 cm™ relacionadas a deformagdes axiais da ligacdo C-H de carbonos aliféticos.
Também foi observada uma banda em 1655 e 1458 cm™ referente a deformacdo axial da

ligacdo C=C, e outra em 1029 cm™ representando uma deformacéo axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de SS6 (Fig. 59, 60 e 61, pag. 82 e 83),
revelou o seu carater esteroidal, através da visualizacdo de seis sinais atribuidos a hidrogénios
de grupos metila na faixa de 6 0,60 a 1,09. Foram observados ainda um sinal em 6 5,19, (H-
6), 8 5,20 (H-22) e & 5,06 (H-23) atribuidos a hidrogénio de carbonos olefinicos. A unidade
glicosidica foi determinada através da observacdo de sinais caracteristicos na faixa de 6 4,00 a

5,04; onde o sinal em 6 5,04 (s, H-1) foi atribuido ao hidrogénio anomérico.

O espectro de RMN *C-BB (125 MHz, CsDsN) de SS6 (Fig. 62, pag. 84), permitiu
observar 34 linhas espectrais na faixa de 6 139,9 a 12,6, onde as absorc¢des em & 139,9 (C-5),
139,0 (C-22); 130,0 (C-23) e 118,2 (C-6) revelaram a presenca de quatro carbonos olefinicos.
Comparando-se os espectros de RMN *C-BB e *C-DEPT 135 (Fig. 63, pag. 84), pode-se
determinar que um dos carbonos olefinicos em & 139,9 (C-5) era ndo-hidrogenado, enquanto
que os outros em & 139,0 (C-22); 130,0 (C-23) e 118,2 (C-6) eram metinicos. Dentre 0s
demais sinais de carbonos saturados, dois foram atribuidos a carbonos metinicos & 34,9 (C-
10) e 43,8 (C-13); nove metilénicos [6 37,7 (C-1), 30,4 (C-2), 35,1 (C-4), 30,4 (C-7 e C-2),
22,1 (C-11), 40,0 (C-12), 23,7 (C-15), 29,2 (C-16) e 63,3 (glc C-6)] e seis metilicos [ 12,8
(C-18), 13,4 (C-19), 21,6 (C-21), 22,0 (C-26), 19,5 (C-27), 12,6 (C-29)], como observado na
Tabela 14, pag. 77.
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Tabela 14 - Deslocamentos quimicos de RMN *C-BB-DEPT (125 MHz, CsDsN) de SS6 por
padrdo de hidrogenacéo.

C CH CH; CH3; TOTAL
139,9 77,4 37,7 12,8
43,8 118,2 30,4 13,4
34,9 32,5 35,1 21,6
49,9 30,4 22,0
56,4 22,1 19,5
55,6 40,0 12,6
40,5 23,7
139,0 29,2
130,0 63,3
51,8 20,6
41,4
102,6
75,7
79,0
72,1
78,8
Cs CisHis CioH2o CeHais Cs5H1406

A reunido dos dados espectroscopicos de SS6 permitiu sugerir a formula molecular
parcial CgsHz4O0s, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete. Este dado foi
relacionado a uma estrutura de esterdide glicosilado, contendo duas duplas ligacdes e uma

unidade glicosidica.

O espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear *H, *3C, com deteccéo
no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 64, 65, 66 e 67, pag. 85 e 86) permitiu associar

inequivocamente 0s sinais de hidrogénios a seus respectivos carbonos (Tabela 15, pag 79).

O espectro de RMN bidimensional de correlacéo heteronuclear *H, *3C, com deteccéo
no canal de hidrogénio (HMBC) (Fig. 68, 69, 70, 71 e 72, pag. 87, 88 e 89), mostrou 0s
acoplamentos a mais de uma ligacéo entre hidrogénios e carbonos (Cdch e 3Jch). Através da
observacao das correlagdes do sinal em & 5,20 (H-22) com os carbonos em 6 130,0 (C-23) a
duas ligacdes, 6 51,8 (C-24) e 21,6 (C-21) a trés ligacdes, e também da correlacao do sinal em
6 5,06 (H-23) com os carbonos em 6 41,4 (C-25) a trés ligacGes e 6 51,8 (C-24) e 139,0 (C-
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22) a duas ligacOes, foi possivel determinar a posi¢cdo da dupla ligagdo nos carbonos C22-
C23, como mostrado na Figura 55.

Figura 55 - Sub-estrutura I para SS6.

A posicdo da porcdo glicosidica foi estabelecida atraves da correlacdo do hidrogénio
do carbono anomérico 6 5,04 (H-1") com o carbono em & 77,4 (C-3) a trés ligagcOes. O sinal
em & 139,9 foi atribuido ao carbono-5 através da correlagdo com sinal em & 0,74 (H-19),

como mostrado na Figura 56.

0,74
CH,
OH

774
HO o) e} 139,9

OH o|_7|4
HO

Figura 56 - Sub-estrutura Il para SS6.
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Tabela 15 - Correlacéo heteronuclear de RMN *H e *C (HSQC e HMBC) de SS6.

HMBC
C | 8 | DEPT | HSQC > .
JeH JeH
1 37,7 CH,
2 30,4 CH, 1,71
3 77,4 CH 5,04
4 35,1 CH; 2,05
5 139,9 C 0,74
6 118,2 CH 5,19
7 30,4 CH;
8 32,5 CH
9 49,9 CH
10 34,9 C
11 22,1 CH;
12 40,0 CH; 1,97
13 43,8 C
14 56,4 CH
15 23,7 CH;
16 29,2 CH;
17 55,6 CH
18 12,8 CH; 0,89
19 13,4 CH; 0,74
20 40,5 CH
21 21,6 CH; 0,93 5,20
22 |139,0 CH 5,20 5,06
23 |130,0 CH 5,06 5,20
24 51,8 CH 5,06 5,20
25 41,4 CH 5,06
26 22,0 CH; 1,09
27 19,5 CH; 0,88
28 26,0 CH,
29 12,6 CH; 0,60
1’ 102,6 CH 5,04
2’ 75,7 CH 4,07
3’ 79,0 CH 4,30
4’ 72,1 CH 4,28
5 78,8 CH 4,00
6’ 63,3 CH, 4,42/4,50
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A reunido de todos os dados espectroscopicos obtidos para SS6 atraves da detalhada
analise de seus espectros, bem como a comparacao destes com dados registrados na literatura
(Tabela 16, pag 81) permitiu a identificacdo de SS6 como sendo a substancia 3-O-B-D-
glucopyranosyl-24(S)-ethyl-22E-dihydrocholesterol (Figura 60, abaixo), anteriormente
isolado de Brachiaria decumbens Stapf (Poaceae) (PIRES, 2002). Esta substancia esta sendo

relatada pela primeira vez no género Stachytarpheta.

Figura 57 - Estrutura de SS6.

Ricardo José Pereira Janior — Estudo Fitoquimico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.



Capitulo 4 - Determinacgao Estrutural

81

Tabela 16 - Comparacio de dados de RMN *C (125 MHz, CsDsN) de SS6 com os descritos

na literatura para stigmasterol glicosilado (125 MHz, CsDsN) (PIRES, 2002).

stigmasterol | stigmasterol
C SS6 glicosilado | glicosilado
) (R)
1 37,7 37,6 37,6
2 30,4 30,4 30,4
3 77,4 78,2 78,2
4 41,4 39,5 39,5
5 139,9 141,1 1411
6 118,2 122,1 122,1
7 30,4 32,3 32,3
8 32,5 32,2 32,2
9 49,9 50,5 50,5
10 34,9 37,1 37,1
11 22,1 21,5 21,5
12 40,0 40,0 40,1
13 43,8 42,5 42,6
14 56,4 57,0 57,1
15 23,7 24,7 24,7
16 29,2 28,7 28,7
17 55,6 56,2 56,4
18 12,8 12,3 12,3
19 13,4 19,2 19,2
20 40,5 41,0 41,0
21 21,6 19,6 20,2
22 139,0 139,0 139,0
23 130,0 129,6 129,6
24 51,8 51,6 51,6
25 35,1 32,4 32,4
26 22,0 21,7 19,4
27 19,5 19,4 21,5
28 26,0 25,9 23,8
29 12,6 12,7 12,2
I 102,6 102,7 102,7
2’ 75,7 75,5 75,5
3’ 79,0 78,8 78,8
4’ 72,1 71,8 71,8
5 78,8 78,7 78,7
6’ 63,3 63,0 63,0
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Figura 60 - Expansdo do espectro de RMN *H na faixa de 0,5 a 2,2 ppm, de SS6.

F-i-gura 61 - Expanséo do espectro de RMN *H na faixa de 3,9 a5,4 ppm, de SS6.
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Figura 62 - Iéépectro de RMN °C-BB (125MHz, CsDsN) de SS6.
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Ricardo José Pereira Janior — Estudo Fitoquimico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.



Capitulo 4 - Determinacao Estrutural

85

:I !! |
iy
| ‘
I |
|1 '
A | ]! |
i I, 1 i f
Vo PoMoA L ‘ | ]
i k WA m! N
N .-‘I i - fj I'-,I. | I.. }.l | o VI"'!, e ! H_,-' !.,- U .'l’l, i :!. B
[E—_ E
. E
- £
E
' E o
=l E )
9 E
e & E- B¢
= an
E 100
& E
; (§8]
@ ;
3 o £130
——3 " Eoon
e I I B S e e e S T S e oy o B A L e e e e T R
pom 4 o

Figura 64 - Espectro de RMN bidimensional d
C5D5N) de SS6.

e correlacéo heteronuclear *H, **C (HSQC -

[ |
i I ".
TR | |i
' eyt i |
1 v | | |
(i | i [t
1" | | | I
| fil i I
| v | | |
=
3
J: _ -
3 S "
H - ]
= |
= | |
= =
3 » L
::{ i :. A F) 'I: i) T
% I‘.;\'" I L .
= 1 ! L
Lo
- o5
~~ |
i l::’\’. |I ( |
" -
é | oom
-2 |
—— I — S S—
ppm 1.5 L0

Figura 65 - Expansdo 1 do HSQC de SS6.

Ricardo José Pereira Junior — Estudo Fitoquil

mico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.



Capitulo 4 - Determinacao Estrutural

86

P | I, | .'; || | | | !|I
) I b e N _ -'I | . I'-\\ I'L J ;u/. I"-.\_\
N = '_ i
1 (0 i |
ER 0oL
{ i WO
i ' [ %:
;I .|..’:‘.\l‘||
= - (f 50
= | \({éfg Wl
3 ™ e V4
- 73 r~LJ - i L il
. | .
5 N UI 2 B
- ©) O L
- t\f;"l -
L_opm
I —T T — - —
ppm .5 1.0
Figura 66 - Expansdo 2 do HSQC de SS6.
{0 ‘ |
4| . |
§ B L
E Bk
3 P
z i
% il
?‘ / 75
__5‘ II {
S
| - kom
T T T - I o
ppm 4.6 1.4 4.

Figura 67 - Expansdo 3 do HSQC de SS6.

Ricardo José Pereira Janior — Estudo Fitoquimico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.



Capitulo 4 - Determinacao Estrutural

87

opm

L e o e e e A LA R B

o

o T

[ |

Figura 68 - Espectro de RMN bidimensional

C5D5N) de SS6.

Ricardo José Pereira Janior — Estudo Fitoquimico de Stachytarpheta sessilis Moldenk.

de correlagdo heteronuclear *H, *C (HMBC -



Capitulo 4 - Determinacao Estrutural

Figura 70 - Expansdo 2 do HMBC de SS6.
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4.6 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE SS7.

Sucessivos tratamentos cromatograficos da fracdo acetato de etila (SSTE-A) obtida da
particdo do extrato etandlico dos talos de S. sessilis, resultou no isolamento de SS7, um sélido

amorfo amarelo escuro, e ponto de fusdo acima de 300°C.

A andlise do espectro de absorcdo na regido do infravermelho de SS7 (Fig. 79, pag.
96) mostrou uma banda larga em 3410 cm™, correspondente a deformacéo axial da ligagdo O-
H, caracterizando a presenca de hidroxila, além de bandas em 2922 cm™, relativa a
deformacéo axial das ligagdes C-H. A presencga de uma carbonila conjugada foi evidenciada

! e as bandas esqueletais em 1613, 1511 e 1447 cm™ foram

através da absorcdo em 1657 cm -
atribuidas a deformacGes axiais das ligacbes C=C de anel aromaético. Observou-se ainda
absorcBes em 1261, 1168, 1115 e 1030 cm™, que foram atribuidas a deformag6es axiais de C-

O.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de SS7 (Fig. 80 e 81, pag. 97), revelou
cinco sinais na faixa de & 7,92 a 6,7 atribuidos a hidrogénios ligados a carbono sp?; um sinal
em o 13,77 (1H, s) indicando ser uma hidroxila em posigdo “peri” a uma carbonila, e ainda
um sinal simples e largo em & 5,10 caracteristico de um hidrogénio de grupo hidroxila. O sinal
em 6 6,74 (2H, s, H-6/8) apresentou dois hidrogénios diferentes, o singleto em & 6,91 (1H, s,
H-3) foi associado a um unico hidrogénio sem outros vizinhos, o dubleto em 6 7,91 (1H, d, J
= 1,9Hz, H-2’) e o duplo dubleto em & 7,53 (1H, dd, J = 1,9 e 8,3Hz, H-6") indicaram
relacdo meta entre si, que também apresentou uma relacdo orto com o dubleto em 67,29 (1H,
d, J = 8,3Hz, H-5"). Sinais que revelaram a presenca de um sistema AMX através dos

respectivos valores das constantes de acoplamento.

O espectro de RMN bidimensional de correcdo homonuclear *H — *H (COSY) (Fig.
84, pag. 99) revelou a corrrelagdo entre os sinais 6 7,91 (H-2"), 7,53 (H-6") e 7,29 (H-5"),

confirmando a presenca de um sistema do tipo AMX.
O espectro de RMN C-BB (125 MHz, CsDsN) de SS7 (Fig. 79, pag. 96) exibiu

quinze linhas espectrais entre 6183,0 e 95,1; das quais a absor¢ao em 6 183,0 foi associada a

um carbono de carbonila, e as quatorze linhas restantes na faixa de ¢ 95,1 — 166,1 foram
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relacionadas a carbonos sp?. Dentre os carbonos insaturados, observou-se que seis sinais na

faixa de 6 148,1 - 166,1 provavelmente encontravam-se oxigenados.

A andlise comparativa entre os espectros de RMN *C-BB e RMN **C-DEPT 135
(Fig. 83, pag. 98) revelou a existéncia de seis carbonos metinicos, e nove carbonos ndo

hidrogenados como mostrado na Tabela 17.

Tabela 17 - Deslocamentos quimicos de RMN **C (125 MHz, CsDsN) de SS7 por padréo de

hidrogenagéo.

C CH Formula Parcial

183,0 119,8

166,1 117,2

165,2 114,9

163,4 104,2

158,8 100,2

152,0 95,1

148,1

123,2

105,3

CyO CeHs Ci15HsO1

(1 carbonila)

A reunido de todos os dados espectroscopicos descritos acima permitiu a obtencdo da
férmula parcial C15H¢O;, sugerindo, desta forma, a estrutura de um esqueleto flavonoidico
para SS7.

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H e *C a uma
ligacdo, com deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 85, pag. 100) permitiu associar
inequivocamente os sinais de todos os hidrogénios a seus respectivos carbonos (Tabela 18,

pag. 94).

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, **C a mais de uma
ligacdo, com deteccdo no canal de hidrogénio (HMBC) (Fig. 86, pag. 101) mostrou 0s
acoplamentos a longa distancia entre o hidrogénio olefinico em & 6,91 (H-3) com os carbonos
em o6 1053 (C-10); & 165,2 (C-2) e com o carbono carbonilico em 6 183,0 (C-4), e

definitivamente sugeriu a estrutura de uma flavona (Figura 73, pag. 92).
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Figura 73 - Sub-estrutura | para SS7.

Nesta analise, foram ainda observadas as correlagcbes dos sinais dos hidrogénios
aromaticos em 6 7,91 (H-2") ¢ 7,53 (H-6") com o carbono oxigenado em & 165,2 (C-2), e do
hidrogénio em 6 7,29 (H-5") com os carbonos oxigenados em 6 152,0 (C-4") e 148,1 (C-3’), e
também com do hidrogénio em & 7,53 com o carbono oxigenado em & 152,0 (C-4’). Tais
informagdes levaram a confirmacdo de que o anel B encontrava-se 3’,4’-O-dissubstituido

como mostrado na sub-estrutura abaixo (Figura 74 e 75).

Figura 74 - Sub-estrutura Ila para SS7.

OH
OH

*

Figura 75 - Sub-estrutura 11b para SS7.
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Em adicdo, foram também observadas a correlagdo do sinal do hidrogénio em 6 6,74
(H-6/8) com os carbonos em & 95,1 (C-8), 100,2 (C-6) e 105,3 (C-10), o que indicou a

posicOes da hidroxila em C-7 e permitiu a construcdo da sub-estrutura abaixo (Figura. 76).

Figura 76 - Sub-estrutura Il1 para SS7.

A comparacdo dos dados de RMN *H e 3C de SS7 com aqueles publicados na
literatura (Tabela 19, pag. 95) para flavonas, indicou para SS7 a estrutura da 4H-1-
benzopirano-4-ona-2-(3,4 dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi (luteonina) (Figura 77, abaixo),
isolada anteriormente da espécie Centaurea bracteata (Asteraceae) (FLAMINI, 2001), sendo

relatada pela primeira vez no género Stachytarpheta.

OH O
Figura 77 - Estrutura de luteolina (SS7).
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Tabela 18 - Correlacéo heteronuclear de RMN *H e *C (HSQC e HMBC) de SS7.

c-BB HSQC HMBC
C oc OH 2deh *Jen
2 165,2 6,91 7,91
3 104,2 6,91 (1H,s)
4 183,0 6,91
5 163,4 6,74
6 100,2 6,74 (2H, 5) 6,74
7 166,1 6,74
8 95,1 6,74 (2H, s) 6,74
9 158,8 6,74
10 105,3 6,74 e 6,91
1’ 123,2 7,29 € 6,91
2’ 1149 7,91 (1H, d, J=1,9 Hz) 7,53
3 148,1 7,91 7,29
4 152,0 7,29 7,91e7,53
5 117,2 7,29 (1H, d, J = 8,3 Hz)
6’ 119,8 7,53 (1H, dd, J = 8,3;1,9 Hz) 7,91
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Tabela 19 - Comparacdo de dados de RMN *C de SS7 (125 MHz, CsDsN) com os descritos
na literatura para luteolina (125 MHz, DMSO-d) (FLAMINI, 2001).

AGRAWAL FLAMINI, 2001
SS7 LUTEOLINA LUTEOLINA
C oc oc oc
2 165,2 164,5 163,9
3 104.2 103,3 102,9
4 183.0 182,2 181,7
5 163.4 162,1 161,5
6 100.2 99,2 98,8
7 166.1 164,7 164,2
8 95.1 94,2 93,8
9 158.8 157,9 157,3
10 105.3 104,2 103,7
I 123,2 122,1 121,5
2 114,9 113,8 113,4
3 148,1 146,2 145,8
4 152,0 150,2 149,7
5 117,2 116,4 116,0
6’ 119,8 119,3 119,0
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Figura 80 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de SS7.

Figura 81 - Expansdo de 6,5 a 8,0 ppm do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de SS7.
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Figura 83 - Espectro de RMN **C-DEPT 135 (125 MHz, CsDsN) de SS7.
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Figura 86 - Espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a mais de uma
ligacdo *H - *C (HMBC) de SS7.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 METODOS CROMATOGRAFICOS
5.1.1 Cromatografia de adsorcao

As cromatografias de adsorgcdo foram realizadas utilizando-se colunas com gel de
silica 60 (@ um 63-200) e de silica 60 para cromatografia “flash” (@ um 40-63), da MercK e
da Vetec. O comprimento e o didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das
amostras e a quantidade de gel de silica utilizada. As colunas utilizadas na cromatografia de
adsorcdo sob pressdo média (cromatografia “flash™”) foram de vidro resistente a pressao e
continham bulbos no apice, para armazenamento do solvente. Foi empregada nesta técnica,

bomba de ar comprimido modelo Inalar Compact n°® 4724059.

Para cromatografia de camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de gel de
silica 60 (@ um 2-25), sobre aluminio, da Merck (com indicador de fluorescéncia 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 (@ pm 2-25).

Os eluentes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: hexano,
cloroférmio, acetato de etila, metanol, puros ou combinados em propor¢fes crescentes de
polaridade. Os eluentes utilizados nos tratamentos por cromatografia de adsorcdo sobre
pressdo média foram escolhidos apds andlise prévia das fraces por CCD, a fim de permitir ao
constituinte desejado (ou aquele de menor Ry) apresentar R entre 0,15 e 0,30. Estes eluentes
escolhidos foram utilizados no acondicionamento da silica nas colunas e como eluentes de

partida no procedimento cromatogréafico.

A revelacdo das substancias nas cromatoplacas analiticas foi obtida por exposicdo a
luz ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 365 nm) realizado em aparelho
Spectroline modelo ENF 240C/F, por contato com vapores de iodo (I) e por aspersdo com
solugédo de vanilina (CgHgO3) e acido perclorico (HCIO,) em etanol (C,HsOH), seguido de

aguecimento em chapa aquecedora em 110°C por aproximadamente 2 minutos.
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5.1.2 Cromatografia de exclusao.
Os fracionamentos por cromatografia de exclusdo foram efetuados em gel de Dextrana

Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals, utilizando-se metanol puro como eluente.

5.2 METODOS ESPECTROMETRICOS.
5.2.1 Espectrometria na regido do infravermelho (1V).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrometro Perkin
Elmer, modelo FT-IR Espectrum 1000 da central analitica do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard, utilizando pastilha de KBr para

analises das amostras.

5.2.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de
carbono-13 (RMN ).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e carbono-
13 (RMN *3C) uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrdmetros Brucker, modelo
Advence DPX-300 ou modelo Advance DRX-500, pertencente ou Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN-UFC), operando na freqiéncia do hidrogénio a 300,13 MHz e a 500,13
MHz, e na freqiiéncia do carbono a 75,47 MHz e a 125,75 MHz, respectivamente.

Os solventes utilizados nas dissolu¢Bes das amostras para obtencdo dos espectros
foram: cloroférmio deuterado (CDC13), metanol deuterado (CD3OD), piridina deuterado
(CsDsN) e dimetilsulfoxido deuterado (CsDgSO) comercializados pela Norell, Merck e
Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (8) 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: cloroformio (6
7,27), dimetilsulfoxido (6 2,50), piridina (6 7,22; 6 7,58 e 6 8,74). Nos picos dos carbonos-13
dos solventes: cloroférmio (6 77,20), dimetilsulfoxido (6 39,51), piridina (5 123,87 & 135,91 e
5 150,35).
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A multiplicidade dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN *H foram indicadas
segundo a convencdo: s (singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), q (quarteto), e

m (multipleto).

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

CH3 (carbono metilico).

5.2.3 Espectrometria de massa.
Os espectros de massa dos compostos isolados foram obtidos em um espectrometro de

Massa Hewllet-Packard, modelo HP-5791 A, acoplado a cromatografo gas-liquido modelo
HP A série Il (CGL/EM), provido de coluna capilar DB-5 (dimetilpolisiloxano) com 30,0 m
de comprimento; 0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,1 um. A razdo de aquecimento do
injetor foi de 35-180 °C/4 °C/min e 180-280 °C/35 °C/min, utilizando hidrogénio como géas de

arraste.

5.2.4 Ponto de fuséo (PF).
Os pontos de fusdo foram obtidos em equipamentos de microdeterminacdo Micro

Quimica Equipamento Ltda., com placa aquecedora modelo MQAPF-302, pertencente ao
departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard. As

determinac6es foram realizadas com gradiente de aquecimento de 3 °C/min.

5.3 ESTUDOS DOS CONSTITUINTES QUIMICOS NAO VOLATEIS DE Stachytarpheta
sessilis Moldenk.

5.3.1 Material botanico.
As raizes, talos e folhas de Stachytarpheta sessilis Moldenk foram coletados no
municipio de Quixada-CE em 30 de junho de 2006, pelo professor Dr. Edilberto Rocha

Silveira, do Departamento de Quimica Organica da Universidade Federal do Ceara - UFC.

A identificacdo boténica foi realizada pelo prof. Edson de Paula Nunes, pertencente ao

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara, e a exsicata referente a coleta
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encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra, no Departamento de Biologia de
Universidade Federal do Ceara, sob n° 39321 (Figura 87).

Figura 87 - Exsicata de Stachytarpheta sessilis Moldenk.

5.3.2 Obtencéo dos extratos das raizes, talos e folhas de Stachytarpheta sessilis Moldenk.

246,72 g de raizes de Stachytarpheta sessilis Moldenk, depois de secas e trituradas,
foram extraidas exaustivamente com hexano a frio em erlenmeyer de 3,0 L utilizando-se 2,5 L
(2x) do solvente. Apds destilacdo do solvente sob pressao reduzida em evaporador rotativo,

obteve-se um extrato de cor verde denominado de SSRH (0,90 g).
A torta proveniente da extracdo com hexano, depois de seca, foi submetida a extragao

exaustiva com etanol a frio, fornecendo um extrato de cor verde escuro, denominado SSRE
(7,72g) (Fluxograma 1, pag. 107).
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Fluxograma 1 - Obtencdo dos extratos hexanico e etandlico das raizes de Stachytarpheta
sessilis Moldenk e seus rendimentos.

RAIZ
246,72 g

2x2,5 L HEXANO

TORTA SSRH
0,90 g
(0,36 %)
SSRE
7,729
TORTA (3.13%)

1,21 Kg de talos de Stachytarpheta sessilis Moldenk, depois de secos e triturados,
foram extraidos exaustivamente com hexano a frio. Apds destilacdo do solvente sob pressao
reduzida em evaporador rotativo, obteve-se um extrato de cor verde escuro denominado de
SSTH (7,19 g). A torta proveniente da extracdo com hexano, depois de seca, foi submetida a
uma extracdo exaustiva com etanol a frio, fornecendo um extrato de cor verde escuro,
denominado SSTE (84,08 g) (Fluxograma 2).

Fluxograma 2 - Obtencdo dos extratos hexanico e etandlico dos talos de Stachytarpheta
sessilis Moldenk e seus rendimentos.

TALOS
1,21 Kg

2x10 L HEXANO
I I

TORTA SsTH -7,19¢
(0,59 %)
3x9 L ETANOL
TORTA
SSTE - 84,08 g
(6,92 %)

225,0 g de folhas de Stachytarpheta sessilis Moldenk, depois de secas e trituradas,
foram extraidas exaustivamente com hexano a frio. Apés destilacdo do solvente sob pressédo
reduzida em evaporador rotativo, obteve-se um extrato de cor verde amarelado denominado

de SSFH (1,85 g). A torta proveniente da extracdo com hexano, depois de seca, foi submetida
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a uma extragdo exaustiva com etanol a frio, fornecendo um extrato de cor verde escuro,
denominado SSFE (31,98 g) (Fluxograma 3).

Fluxograma 3 - Obtencdo dos extratos hexanico e etanolico das folhas de Stachytarpheta
sessilis Moldenk e seus rendimentos.

FOLHAS
2250
HEXANO
[ |
TORTA SSFH-1,85¢
(0,82 %)
ETANOL
TORTA
SSFE - 31,98 g
(14,22 %)

5.3.3 Particéo do extrato etandlico dos talos de Stachytarpheta sessilis Moldenk — SSTE.

84,08 g de SSTE foi submetida a particdo liquido-liquido através da dissolucdo em
uma mistura 1:1 MeOH e agua destilada e extracdo com os solventes: hexano, diclorometano
e acetato de etila. As fracbes foram denominadas SSTE-H, SSTE-D e SSTE-A
respectivamente. A fase aquosa remanescente foi denominada de SSTE-FA (Fluxograma 4).

Fluxograma 4 - Particdo do extrato etandlico SSTE.
SSTE (84,08 g)

3x100 mL HEXANO

SSTE-H - 9,43 g (11,21 %)

FA

3x100 mL DCM

SSTE-D - 3,63 g (4,31 %)

FA

7x100 mL AcOEt

SSTE-A - 6,84 g (8,13 %)

SSTE-FA- 58,46 g
(69,52 %)
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5.3.3.1 Fracionamento cromatografico da fracdo SSTE-D.

O fracionamento cromatografico em coluna “flash” de SSTE-D (507,7 mg) foi
realizado com adsorcéo da amostra em aproximadamente 630,0 mg de silica gel 60 (& 40-63
um), pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 25,93 g de silica gel 60 (& 40-
63 um) em uma coluna de 2,5 cm de didmetro. A eluicdo realizada através do uso dos
solventes; cloroformio (CHCIs), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) seguindo um
gradiente de concentracdo em ordem crescente de polaridade (Tabela 20), levando a obtencgédo
de 50 fracOes. A anélise em CCD permitiu a reunido de fracdes que se mostraram semelhante

como mostra a Tabela 21.

Tabela 20 - Solventes de elui¢cdo da fracdo SSTE-D.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES (~10 mL)
CHCIs/ AcOEt5 % 100 0 (50mL)
lab
CHCIs/ AcOEt 10 % 50 6a9
CHCIs/ AcOEt 20 % 50 10a15
CHCIs/ AcOEt 40 % 50 16a21
CHC I/ AcOEt 60 % 50 22 a 27
CHCIs/ AcOEt 80 % 50 28 a 33
AcOEt 50 34 a 38
AcOEt/MeOH 50 % 50 39a43
MeOH 100 44 a 50

Tabela 21 - Fracionamento cromatografico de SSTE-D.

FRACAO | FRAGOES | MASSA (mg) | RENDIMENTO

REUNIDAS (%)
1 1-3 2,8 0,5
2 4-10 4,8 0,9
3 11-14 22,0 4,3
4 15-17 10,3 2,0
5 18-21 12,6 2,4
6 22-25 26,1 51
7 26-29 15,9 3,1
8 30-37 41,8 8,2
9 38-42 20,5 4,0
10 43-46 252,1 49,6
11 47-50 68,3 13,4
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Observou-se a precipitacdo de um sélido amorfo amarelo na fragdo 6, que apds
recristalizacdo em acetato de etila, mostrou-se homogéneo em CCD e foi denominado de SS1
(10,2 mg). Anélise dos espectros de RMN 'H e RMN C de SS1 permitiu a sua

caracterizacdo como sendo a flavona crisoeriol.

5.3.3.2 Segundo Fracionamento cromatogréafico da fracdo SSTE-D2.

Fracionamento cromatografico em coluna “flash” de SSTE-D2 (1,16 g), foi realizado
por adsor¢do da amostra em aproximadamente 806,6 mg de silica gel 60 (@ 40-63 um),
pulverizacdo em gral de porcelana e acondicionamento em 31,35 g de silica gel 60 (& 40-63
pum) em uma coluna de 2,5 cm de didmetro. A elui¢io se deu com o uso dos solventes hexano
(Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), puros ou em
misturas binarias seguindo uma ordem crescente de polaridade, e levou a obtencdo de 127
fracbes (Tabela 22). A analise em CCD permitiu a reunido de fracdes que se mostraram
semelhantes, como mostra a Tabela 23.

Tabela 22 - Solventes de elui¢do da fracdo SSTE-D2.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES (~15mL)
Hex/DCM 90 % 400 la3l
DCM 300 32ab51
DCM / AcOEt 10 % 400 52a83
DCM / AcOEt 30 % 300 84a122
DCM / AcOEt 50 % 200 123 (100 mL)
AcOEt 200 124 (100 mL)
MeOH 300 125a 127 (100 mL)
Tabela 23 - Fracionamento cromatogréafico de SSTE-D2.
FRACAO FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-12 42,80 3,67
2 13 -22 14,00 1,20
3 23-45 26,30 2,25
4 46 — 56 3,40 0,29
5 57 -62 35,10 3,00
6 63 — 89 85,60 7,34
7 90 - 119 113,10 9,70
8 120 — 122 14,00 1,20
9 123 61,30 5,26
10 124 111,80 9,59
11 125 611,00 52,42
12 126 35,30 3,03
13 127 6,10 0,52
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5.3.3.2.1 Fracionamento cromatografico da fracdo SSTE-D2-F6.

A fracdo SSTE-D2-F6 (63-89) foi adsorvida em 299,2 mg de silica 60 (@ pm 40-63) e
recromatografada em 14,24 g de silica 60 (@ pum 40-63) em uma coluna de 2,0 cm de
diametro. Foram utilizados como eluentes os solventes diclorometano (DCM), acetato de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH) em mistura binaria seguindo um gradiente crescente de
polaridade, para a obtencdo de 146 fracdes (Tabela 24). A analise em CCD permitiu a reunido

de fracdes semelhantes como mostra a Tabela 25.

Tabela 24 - Solventes de eluicdo da fracdo SSTE-D2-F6.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES (~15 mL)
DCM / AcOEt 5 % 400 1240
DCM / AcOEt 10 % 200 41260
DCM / AcOEt 20 % 200 61a78
DCM / AcOEt 50 % 200 79 2 94
DCM / AcOEt 80 % 200 95 a 109
AcOEt 200 110 a 125
ACOEt / MeOH 200 126 a 140
MeOH 100 141 a 146

Tabela 25 - Fracionamento cromatografico de SSTE-D2-F6.

FRACAO | FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-16 6,00 7,00
2 17— 25 6,10 7,10
3 26 — 64 47,70 55,72
4 65 — 84 7,90 9,22
5 85— 109 7,10 8,29
6 110 — 125 4,00 4,67
7 126 — 146 6,10 7,10

5.3.3.2.2 Fracionamento cromatogréafico da fragdo SSTE-D2-F6-F3, isolamento de SS3.

47,7 mg de SSTE-D-F6-F3 foram dissolvidas em metanol e apenas uma parte foi
solubilizada (24,0 mg), resultando em uma fracdo solGvel e em uma frag&o insoltvel na forma
de um solido amorfo. A fragéo soluvel foi submetida a cromatografia por exclusédo em gel de
Sephadex LH-20 utilizando metanol como fase mdvel, numa vazéo de aproximadamente 1
mL/4 min. Foram coletadas 16 fracfes de aproximadamente 2 mL. A analise em CCD

permitiu a reunido das fraces semelhantes como mostra Tabela 26, pag. 112.
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Tabela 26 - Fracionamento cromatografico de SSTE-D2-F6-F3.

FRACAO | FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-3 10,80 22,60
2 4-9 18,20 67,50
3 10 - 16 3,70 7,70

Ap0s analise em CCD das fragOes obtidas, a fracdo 1-3 se mostrou idéntica a fracdo
ndo-sollvel. Desta forma, estas fracGes foram reunidas e a fracdo resultante (24,6 mg) foi
submetida a cromatografia de fase reversa em cartucho de C18, por eluicdo com metanol.
Neste procedimento foi obtido um sélido branco amorfo (14,4 mg), denominado de SS3. A
posterior anélise espectroscépica de RMN de 'H e *3C de SS3, permitiu a sua caracterizagdo

como sendo o triterpeno de esqueleto ursano acido ursélico.

5.3.3.3 Fracionamento cromatogréafico de SSTE-A.

A fracdo SSTE.A (2,05 g) foi submetida a cromatografia por exclusdo em gel de
Sephadex LH-20 utilizando metanol como fase médvel, numa coluna de @=3,5m e altura e 29
cm com vazdo de aproximadamente 1 mL/6 min. Foram coletadas 70 fragOes de
aproximadamente 10 mL, uma de 300 mL, duas de 200 mL e outra de 50 mL, totalizando 74
fracdes. As fracBes foram analisadas em CCD e posteriormente reunidas como mostra a
Tabela 27.

Tabela 27 - Fracionamento cromatografico de SSTE-A.

FRACAO | FRACOES | MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-8 110,20 5,30
2 9-12 131,80 6,40
3 13-16 347,40 12,60
4 17-26 801,50 39,00
5 27-35 371,00 18,00
6 36-40 83,20 4,00
7 41-56 154,90 7,30
8 57-74 150,70 6,80
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5.3.3.3.1 Fracionamento cromatografico de SSTE-A-F5.

A fracdo SSTE-A-F5 com 371,0 mg foi adsorvida em 580 mg de silica 60 (@ um 40-
63) e recromatografada em 33,25 g de silica 60 (@ pm 40-63) em uma coluna de @=2,5cm e
altura de 24 cm. Foram utilizados como eluentes os solventes diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em mistura binaria seguindo um gradiente crescente de
polaridade, para a obtencdo de 97 fracbes (Tabela 28), sendo as 27 primeiras de
aproximadamente 5 mL as 67 seguintes de aproximadamente 10 mL e as duas ultimas de 100

e 75 mL. As fraces foram analisadas em CCD e posteriormente reunidas como mostra a

Tabela 29.

Tabela 28 - Solventes de elui¢cdo da fracdo SSTE-A-F5.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES
DCM/ACOE 85 % 100 0 (50 mL)
1a10 (<5 mL)
DCM/ACOEt 90 % 100 11227 (<5 mL)
DCM/ACOEt 95 % 100 28 238 (~10 mL)
AcOEt 100 39247 (~10 mL)
ACOEY/MeOH 5 % 100 48 a 56 (~10 mL)
ACOEt/MeOH 10 % 100 57 a 67 (~10 mL)
ACOE/MeOH 30 % 100 68 a 78 (~10 mL)
ACOE/MeOH 50 % 100 79 a 87 (~10 mL)
MeOH 200 89 e 90

Tabela 29 - Fracionamento cromatografico de SSTE-A-F5.

FRACAO | FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-10 2,20 0,59
2 11-17 2,20 0,59
3 18-24 4,50 1,21
4 22-45 0,70 0,18
5 46-55 14,80 3,98
6 56-73 110,10 29,66
7 74-82 60,10 16,19
8 83-97 174,10 46,91
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5.3.3.3.2 Filtragdo de SSTE-A-F5-F5.

A fracdo SSTE-A-F5-F5 (14,8 mg) foi filtrada resultando em 7,0 mg de um solido

branco denominado SS6.

5.3.3.3.3 Fracionamento cromatografico de SSTE-A-F4.
A fracdo SSTE-A-F4 (801,5 mg) foi submetida a cromatografia por excluséo em gel

de Sephadex LH-20 utilizando metanol como fase mdvel, numa coluna de @=3,5 cm e altura
de 24 cm com vazdo de aproximadamente 1 mL/5 min. Foram coletadas 34 fracdes e
aproximadamente 10 mL e uma de 125 mL e outra de 150 mL, totalizando 36 fracOes
coletadas. As fragbes foram analisadas em CCD e posteriormente reunidas como mostra a
Tabela 30.

Tabela 30 - Fracionamento cromatografico de SSTE-A-FA4.

FRACAO | FRACOES | MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-9 40,00 4,90
2 10-12 116,20 14,40
3 13-16 350,60 43,70
4 17-20 178,30 22,20
5 21-34 71,50 8,90
6 35 13,70 1,70
7 36 30,60 3,80

As fracBes 2 e 3 foram filtradas e delas separado 7,9 mg de um sélido branco que
através de uma co-cromatografia em CCD que ap0s revelacdo com vanilina, mostrou-se
idéntica a SS6. As fracdes foram entdo reunidas somando 14,9 mg do sélido denominado de
SS6. A posterior analise espectroscopica permitiu identificar SS6 como sendo o esterdide

estigmasterol glicosilado.

5.3.3.4 Segundo fracionamento cromatografico de SSTE-A2.

A fracdo SSTE-A2 (2,04 g) foi submetida a cromatografia por exclusdo em gel de
Sephadex LH-20 utilizando metanol como fase movel, numa coluna de @=4,0 cm e altura e
29 cm com vazédo de aproximadamente 1 mL/3 min. Foram coletadas 36 fragdes que foram

analisadas em CCD e posteriormente reunidas como mostra a Tabela 31, pag. 115.
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Tabela 31 - Segundo fracionamento cromatografico de SSTE-A2.

FRACAO | FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-9 187,90 9,20
2 10-13 167,40 8,20
3 14-17 308,10 15,10
4 18-23 500,20 24,50
5 24-28 350,60 17,10
6 29-33 159,80 7,80
7 34 298,00 14,60
8 35 33,10 1,60
9 36 30,30 1,40

5.3.3.4.1 Fracionamento cromatografio de SSTE-A2-F7.

A fragdo SSTE-A2-F7 (298,0 mg) foi adsorvida em 660 mg de silica 60 (@ pm 40-63)
e recromatografada em 11,0 g de silica 60 (@ pum 40-63) em uma coluna de @ = 2,0 cm.
Foram utilizados como eluentes os solventes diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt)
e metanol (MeOH) em mistura binaria sequindo um gradiente crescente de polaridade, para a
obtencdo de 69 fracdes (Tabela 32). Apo6s analise em CCD as fracGes semelhantes foram

reunidas como mostra a Tabela 33.

Tabela 32 - Solventes de eluigdo da fragdo SSTE-A2-F7.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES (~10 mL)
DCM/ACOEt 20 % 400 1248
DCM/ACOEt 50 % 100 49 a 59

AcOEt 100 60 a 68
MeOH 150 69

Tabela 33 - Fracionamento cromatografico de SSTE-A2-F7.

FRACAO | FRACOES | MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-7 9,30 3,10
2 8-32 4,50 1,50
3 33-50 4,50 1,50
4 51-68 5,50 1,80
5 69 43,80 14,70
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5.3.3.4.2 Fracionamento cromatografio de SSTE-A2-F7-F3 e SSTE-A2-F7-F4.

As fracbes SSTE-A2-F7-F3 e SSTE-A2-F7-F4 com 4,5 mg cada uma foram
submetidas a cromatografia de fase reversa em cartucho de C18/18 (Speed ™) separadamente
e nas mesmas condigdes, sendo utilizado como eluentes o0s sistemas de solventes
H,O/destilada (1/2 mL); H,O/MeOH 10% (2 mL); H,O/MeOH 30% (2 mL); H,O/MeOH
50% (2 mL); H,O/MeOH 80% (2 mL) MeOH 100% (3 mL) e AcOEt 100% (3 mL). Nas duas
etapas foram coletadas 33 fracdes. As fracdes foram analisadas em CCD apds reveladas com
vapor de iodo (I,), sendo possivel o isolamento de 7,0 mg de um sélido amarelo-alaranjado
denominado de SS7. Apos analise espectroscopica, SS7 foi identifcado como sendo a flavona

luteolina.

5.3.4 Particdo do extrato etanolico das folhas de Stachytarpheta sessilis Moldenk — SSFE.

28,83 g de SSFE foram dissolvidos em uma solugéo de 30 mL de metanol e 100 mL
de &gua destilada. A solucdo resultante foi transferida para um funil de separacdo de
capacidade de 1,0 L, e submetida a particdo liquido/liquido utilizando os solventes: hexano,
diclorometano e acetato de etila. As fragdes foram denominadas SSFE-H, SSFE-D e SSFE-
A, respectivamente, e a fase aquosa remanescente foi denominada de SSFE-FA (Fluxograma
5).

Fluxograma 5 - Particdo do extrato etandlico SSFE.

SSFE -28,83¢g

3x100 mL HEXANO

SSFE-H - 5,30 g (18,39 %)

FA

3x100 mL DCM

SSFE-D - 1,00 g (3,49 %)

FA

7x100 mL AcOEt

SSFE-A 2,68 g (9,30 %)

SSTE-FA - 17,20 g (59,67 %)
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5.3.4.1 Fracionamento cromatografico da fracdo SSFE-D.

Cromatografia “flash” da fracdo SSFE-D (1,00 g) por adsorcdo em 36,86 g de silica
gel 60 (@ 40-63 pm) em uma coluna de 2,5 cm de diametro, e a posterior eluicdo com 0s
solventes diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), forneceu 88
fracOes (Tabela 34). A andlise em CCD permitiu a reunido de fragcbes que se mostraram

semelhantes, como mostrado na Tabela 35.

Tabela 34 - Solventes de eluigdo da fragdo SSFE-D.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES (~10 mL)
DCM 170 0 (150 mL)
DCM/ACOELt 4 % 100 1a8
DCM/ACOE 10 % 100 9a15
DCM/ACOEt 20 % 50 16 2 20
DCM/ACOEt 30 % 100 21a31
DCM/ACOE 40 % 100 32a42
DCM/ACOEt 50 % 100 43a53
DCM/ACOEt 70 % 100 54 a 64
AcOEt 100 65a76
ACOEt/MeOH 50 % 100 77286
MeOH 100 87 (100 mL)

Tabela 35 - Fracionamento cromatografico de SSFE-D.

FRACAO | FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 0-5 21,90 2,18
2 6-20 49,30 4,90
3 21-28 30,00 2,98
4 29-59 106,60 10,60
5 60-74 118,00 11,73
6 75-76 25,20 2,50
7 77 315,10 31,34
8 78-87 266,00 26,45

5.3.4.2 Fracionamento cromatografico da fracdo SSFE-D-F4

Observou-se a precipitacdo de um sélido amarelo palido na fracdo 4 (99,10 mg), que
foi filtrado e submetido a recromatografia em coluna “flash” contendo 19,70 g de silica gel 60

(9 40-63 um) em uma coluna de 1,5 cm de didmetro, por eluigdo com a mistura dos solventes
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hexano (Hex) e acetato de etila (AcOEt), em ordem crescente de polaridade (Tabela 36).
Deste procedimento foram obtidas 76 fracOes, que foram reunidas em quatro fragdes

resultantes apos a analise comparativa em CCD, como mostrado a Tabela 37.

Tabela 36 - Solventes de eluigdo da fragdo SSFE-D-F4.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES (~10 mL)
HEX/ACOEt 60 % 600 1260
AcOEt 100 61a 74
MeOH 200 75476

Tabela 37 - Fracionamento cromatografico de SSFE-D-F4.

FRACAO | FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-28 39,20 39,45
2 29-62 40,10 40,46
3 63-73 10,10 10,20
4 74-76 7,10 7,16

A fracdo 1 apresentou-se como um solido amarelo amorfo e homogéneo em CCD e foi
denominado de SS2 (39,20 mg). A andlise espectroscopica de SS2 levou a identificad-lo como

sendo a mistura dos flavonoides crisoeriol (SS1, 52,70 %) e apigenina (SS2 47,30 %).

5.3.5 Fracionamento cromatogréafico do extrato hexanico dos talos SSTH.

O extrato SSTH (7,19 g) foi submetido a fracionamento cromatografico preliminar em
coluna filtrante por adsorcdo em 10,95 g de gel de silica 60(@ pm 63-200) em uma coluna de
6,0 cm de didmetro. A eluicdo se deu com uso dos solventes: hexano (Hex), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), puros ou em misturas binarias seguindo

uma ordem crescente de polaridade, levando a obtencéo das seguintes fracfes Tabela 38.

Tabela 38 - Fracionamento preliminar de SSTH.

SOLVENTE VOLUME (mL) MASSA (g) | DENOMINACAO
Hex 200 0,45 H
Hex / DCM 200 2,18 HD
DCM 200 0,98 D
DCM / AcOET 200 2,71 DA
MeOH 200 0,67 M
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5.3.5.1 Fracionamento cromatografico da fracdo SSTH-D

A fracdo SSTH-D (981,9 mg) foi adsorvida em 1,25 g de silica 60 (@ um 40-63) e
recromatografada em 30,15 g de silica 60 (@ pum 40-63), em uma coluna de 2,5 cm de
diametro. Foram utilizados como eluentes os solventes hexano (Hex), diclorometano (DCM),
acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) puros ou em mistura bindria em um gradiente
crescente de polaridade, para a obtencdo de 105 fracdes (Tabela 39). A analise em CCD

permitiu a reunido de fracdes semelhantes como mostra a Tabela 40.

Tabela 39 - Solventes de elui¢do da fragdo SSTH-D.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES (~15 mL)
Hex / DCM 10 % 200 0
Hex / DCM 20 % 100 Até 10
Hex / DCM 40 % 300 Até 40
Hex / DCM 70 % 100 Até 50

DCM 100 Até 60
DCM / AcOEt 10 % 100 Até 67
DCM / AcOEt 30 % 100 Até 74
DCM / AcOEt 50 % 100 Até 82
DCM / AcOEt 70 % 100 Até 90
AcOEt 100 Até 97
AcOEt / MeOH 100 Até 104
MeOH 100 105

Tabela 40 - Fracionamento cromatografico de SSTH-D.

FRACAO | FRACOES | MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)

1 1-20 : :

2 21-29 4,40 0,45
3 3039 36,30 3,70
4 40— 52 323,80 32,97
5 53— 56 93,30 9,50
6 57— 63 126,70 12,90
7 64 — 65 132,70 13,51
8 66 — 77 151,80 15,45
9 78-97 19,10 1,95
10 98 — 105 80,10 8,15
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5.3.5.2 Fracionamento cromatografico da fracdo SSTH-D-F4.

A fracdo SSTH-D-F4 (323,8 mg) foi adsorvida em 400 mg de silica 60 (@ um 40-63) e
posteriormente recromatografada em 12,80 g de silica 60 (@ um 40-63) em uma coluna de 2,0
cm de didmetro. Foram utilizados como eluentes os solventes hexano (Hex), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), em puros ou em mistura seguindo um
gradiente crescente de polaridade, levando a obtencéo de 79 fracbes (Tabela 41). A analise

em CCD permitiu a reunido de fracdes semelhantes como mostra a Tabela 42.

Tabela 41 - Solventes de elui¢do da fracdo SSTH-D-F4.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRAGCOES (~15 mL)

Hex / DCM 40 % 250 Até 15
Hex / DCM 50 % 100 Até 26
Hex / DCM 60 % 150 Até 46
Hex / DCM 80 % 50 Até 51
DCM 50 Até 557

DCM / AcOEt 10 % 50 Até 63
DCM / AcOEt 50 % 50 Até 68
AcOEt 50 Até 74
MeOH 50 Até 79

Tabela 42 - Fracionamento cromatografico de SSTH-D-F4.

FRACAO | FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 0-6 31,9 9,85
2 7-22 152,1 46,97
3 23-41 38,3 11,82
4 42-58 7,2 2,22
5 59-65 45,6 14,08
6 66-79 13,6 4,20

5.3.5.3 Fracionamento cromatografico da fracdo SSTH-D-F4-F2.

A fragdo SSTH-D-F4-F2 (152,1 mg) foi adsorvida em 100 mg de silica 60 (@ um 40-
63) e recromatografada em 10,10 g de silica 60 (@ um 40-63), em uma coluna de 1,5 cm de

diametro. Foram utilizados como eluentes os solventes: hexano (Hex), diclorometano (DCM),
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acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) para a obtencdo de 124 fragdes (Tabela 43). A
anélise em CCD permitiu a reunido de fraces semelhantes como mostra a Tabela 44.

Tabela 43 - Solventes de elui¢do da fracdo SSTH-D-F4-F2.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRAGOES (~15 mL)
Hex / DCM 20 % 100 1a20
Hex / DCM 30 % 50 21a29
Hex / DCM 40 % 50 30a39
Hex / DCM 50 % 150 40 a 70
Hex / DCM 60 % 50 71a80
Hex / DCM 70 % 50 81a88
Hex / DCM 80 % 50 89 a 98
Hex / DCM 90 % 50 99 a 106

DCM 50 106 a 114
DCM / AcOEt 50 % 50 115a 118
ACcOEt 50 116 a 122
MeOH 50 123 e 124

Tabela 44 - Fracionamento cromatografico de SSTH-D-F4-F2.

FRACAO | FRACOES | MASSA (mg) | RENDIMENTO

REUNIDAS (%)
1 0-50 17,50 11,50
2 51-68 48,30 31,75
3 69-88 40,10 23,36
4 89-114 4,10 2,69
5 115-122 40,80 26,82
6 123-124 - -

5.3.5.4 Fracionamento cromatografico da fracdo SSTH-D-F4-F2-F2.

A fracdo SSTH-D-F4-F2-F2 (48,3 mg) foi recromatografada em 7,10 g de silica 60 (&
pm 40-63) em uma coluna de 1,5 cm de diametro. Foram utilizados como eluentes os
solventes: hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH)
em mistura binaria e também puros em gradiente crescente de polaridade. Deste procedimento
foram obtidas 77 fracOes (Tabela 45, pag. 122), as quais foram posteriormente reunidas apos

a analise comparativa em CCD, como mostrado na Tabela 46, pag. 122.
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Tabela 45 - Solventes de eluigédo da fragdo SSTH-D-F4-F2-F2.

SOLVENTE VOLUME (mL) FRACOES (~10 mL)
Hex / DCM 30 % 500 lab7
Hex / DCM 60 % 50 58 a 64
DCM 50 65a71
AcOEt 50 72a76
MeOH 50 77

Tabela 46 - Fracionamento cromatografico de SSTH-D-F4-F2-F2.

FRACAO | FRACOES MASSA (mg) | RENDIMENTO
REUNIDAS (%)
1 1-21 - -
2 22-45 36,00 74,50
3 46-71 2,00 4,10
4 72-76 10,00 20,70
5 77 - -

A fracdo 22-45 apresentou-se como um sélido branco e denominado de SS4 (36,0
mg), que apds submetido & analise espectroscépica foi identificado com sendo a mistura dos

triterpenos a e B-amirina,
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6 CONCLUSAO

O estudo quimico dos constituintes nao-volateis do extrato etandlico dos talos de
Stachyhtarpheta sessilis possibilitou o isolamento do triterpeno do tipo ursano &cido 3p-
hidroxi, urs-12-en-28-6ico (&cido ursolico), do esterdide 3-O-B-D-glucopyranosyl-24(S)-
ethyl-22E-dihydrocholesterol (stigmasterol glicosilado) e dos flavonoides 4H-1-benzopirano-
4-ona-2-(3,4 dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi, (luteolina) e 5,7,4’-trihidroxi-3’-metoxiflavona
(crisoeriol). A partir da investigacdo do extrato hexanico foi possivel o isolamento dos
triterpenos do tipo ursano o e B-amirina. Em adicdo, a flavona 4’,5,7-trihidroxiflavona

(apigenina) foi isolada a partir do extrato etanolico das folhas.

Apesar da vasta ocorréncia dos metabolitos secundérios isolados na familia
Verbenaceae, 0 género Starchytarpheta ainda é pouco explorado do ponto de vista quimico e
farmacoldgico. As flavonas apigenina e crisoeriol e os triterpenos o e B-amirina estdo sendo

relatados pela primeira vez para o género.

A flavona apigenina é descrita na literatura como responsavel por efeitos anti-
depressivo (NAKAZAWA, 2003), enquanto que o crisoeriol apresenta efeito carcinogénico
(LIU, 1992). Para o triterpeno acido ursolico sdo atribuidos os efeitos antimalarial e
antiinflamatério (ROSAS, 2007), e para os triterpenos a e B-amirina sdo relatados os efeitos
antiinflamatdrio e antiviral (VILLASENOR, 2004).
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7 CONSTANTES FIiSICAS

7.1 CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS DOS CONSTITUINTES
QUIMICOS ISOLADOS DE Stachytarpheta sessilis Moldenk.

7.1.1 SS1.

Nome: 5,7,4’-trihihidroxi-3’-metoxiflavona - CRISOERIOL

Férmula Molecular: CigH1204

Massa molecular: 300 daltons

Solubilidade: Piridina

Absorcéo na regido do infravermelho, KBr (cm™): 3448; 2930; 1624; 1559; 1510;

115; 1030 e 831.

Espectrometria de RMN *H (500 MHz, CsDsN): 6,98 (H-3); 6,77 (H-6); 6,87 (H-8);
7,62 (H-2); 7,29 (H-5"); 7,66 (H-6"); 3,84 (OCH3).

Espectrometria de RMN *C (125 MHz, CsDsN): 164,9 (C-2); 104,6 (C-3); 183,1

(C-4); 163,5 (C-5); 100,3 (C-6); 166,2 (C-7); 95,3 (C-8); 158,9 (C-9); 105,4 (C-10); 122,9 (C-
17); 121,7 (C-2°); 149,3 (C-3"); 152,7 (C-4"); 110,7 (C-5); 117,3 (C-6"); 56,4 (OCH3).
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7.1.2 SS2.

Nome: 4°,5,7-trihidroxiflavona - APIGENINA

Férmula Molecular: Cy5H1005

Massa molecular: 287 Daltons

Solubilidade: Piridina

Espectrometria de RMN *H (500 MHz, CsDsN): 6,91 (H-3); 6,76 (H-6); 6,84 (H-8);
7,94 (H-2°/6%); 7,24 (H-3°/5").

Espectrometria de RMN *C (ppm) (125 MHz, CsDsN): 164,8 (C-2); 104,2 (C-3);

183,0 (C-4); 163,4 (C-5); 100,3 (C-6); 166,2 (C-7); 95,2 (C-8); 158,8 (C-9); 105,3 (C-10);
122,6 (C-17); 129,2 (C-2°/6"); 117,1 (C-3°/5"); 162,9 (C-4").
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7.1.3 SS3.

w
o

29

Nome: Acido 3B-hidroxi, urs-12-en-28-6ico (Acido Ursolico)
Férmula Molecular: C3pHys03
Massa molecular: 456 Daltons
Solubilidade: Metanol, DMSO.

Absorcéo na regido do infravermelho, KBr (cm™): 3426; 2922; 2859; 1688; 1653;
1633; 1458; 1384; 1034; 995; 804 e 971.

Espectrometria de RMN *H (ppm) (500 MHz, CsDsN): 5,12 (H-12); 3,00 (H-3);
2,10 (H-18); 1,03 (H-27); 0,90 (H-30); 0,89 (H-23); 0,86 (H-26); 0,80 (H-29); 0,74 (H-25) e
0,67 (H-24).

Espectrometria de RMN *C (ppm) (125 MHz, CsDsN): 178,3 (C-28); 138,2 (C-
13); 124,5 (C-12); 76,8 (C-3); 54,7 (C-5); 52,3 (C-18) 47,0 (C-9); 46,9 (C-17); 41,6 (C-14);
39,0 (C-8); 38,4 (C-19, 20); 38,3 (C-8); 38,2 (C-22); 36,3 (C-1); 32,6 (C-7); 30,1 (C-21); 27,5
(C-15); 26,9 (C-2); 23,8 (C-16); 22,8 (C-11); 17,9 (C-6); 28,2 (C-23); 23,2 (C-27); 21,0 (C-
30); 17,0 (C-29); 16,9 (C-25); 16,0 (C-24); 15,2 (C-26).
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7.1.4 SS4 e SS5

Nome: (A) a-amirina, (B) f-amirina.

Férmula Molecular: C3gHs00

Massa molecular: 426 Daltons

Solubilidade: Cloroférmio

Absorcéo na regido do infravermelho, KBr (cm™): 3429; 2926; 1460; 1380; 1637 e
1035.

Espectrometria de RMN *H (ppm) (500 MHz, CDCl,): 5,13 (12a); 5,18 (H-12p);
1,08 (H-27); 1,00 (H-26); 0,97 (H-23); 0,96 (H-25); 0,93 (H-30); 0,81 (H-29) e 0,80 (H-28,
24).

Espectrometria de RMN *C (ppm) (125 MHz, CDCls):

a-amirina: 38,8 (C-1); 27,1 (C-2); 79,2 (C-3); 38,8 (C-4); 55,4 (C-5); 18,6 (C-6); 32,8
(C-7); 40,2 (C-8); 47,9 (C-9); 37,1 (C-10); 17,6 (C-11); 124,6 (C-12); 139,7 (C-13); 42,2 (C-
14); 28,6 (C-15); 26,8 (C-16); 33,5 (C-17); 59,3 (C-18); 39,8 (C-19); 39,8 (C-20); 31,2 (C-
21); 41,7 (C-22); 28,3 (C-23); 15,7 (C-24); 15,7 (C-25); 17,0 (C-26); 23,4 (C-27); 28,3 (C-
28); 23,4 (C-29); 21,6 (C-30).

B-amirina: 38,9 (C-1); 27,4 (C-2); 79,2 (C-3); 38,8 (C-4); 55,4 (C-5); 18,5 (C-6); 32,8
(C-7); 39,8 (C-8); 47,8 (C-9); 37,1 (C-10); 23,5 (C-11); 121,9 (C-12); 145,3 (C-13); 41,7 (C-
14); 26,3 (C-15); 27,1 (C-16); 31,4 (C-17); 4 7,4 (C-18); 47,0 C-19); 31,2 (C-20); 34,9 (C-
21); 37,1 (C-22); 28,3 (C-23); 15,8 (C-24); 15,8 (C-25); 17,02 (C-26); 26,2 (C-27); 28,3 (C-
28); 33,5 (C-29); 23,9 (C-30).
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7.1.5 SS6

j:
HO
& 5 © L o
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Nome: 3-O-B-D-glucopyranosyl-24(S)-ethyl-22E-dihydrocholesterol.

Férmula Molecular: C35Hsg0g

Massa molecular: 574 Daltons

Solubilidade: Piridina

Absorcdo na regido do infravermelho, KBr (cm™): 3407; 2923; 2859; 1655; 1458 e
1029.

Espectrometria de RMN 'H (ppm) (500 MHz, CsDsN):): & 1,71 (H-2), 2,05 (H-4),
5,19 (H-6), 1,97 (H-12), 0,89 (H-18), 0,74 (H-19), 2,03 (H-20), 0,93 (H-21), 5,20 (H-22),
5,06 (H-23), 1,56 (H-24), 1,54 (H-25), 1,09 (H-26), 0,88 (H-27), 0,95 (H-28), 0,87 (H-29),
5,04 (glc H-1), 4,07 (glc H-2), 4,30 (glc H-3), 4,28 (glc H-4), 4,00 (glc H-5), 4,42; 4,50 (glc
H-6).

Espectrometria de RMN **C (ppm) (125 MHz, CsDsN): & 37,7 (C-1), 30,4 (C-2),
77,4 (C-3), 35,1 (C-4), 139,9 (C-5), 118,2 (C-6), 30,4 (C-7), 32,5 (C-8), 49,9 (C-9), 34,9 (C-
10), 22,1 (C-11), 40,0 (C-12), 43,8 (C-13), 56,4 (C-14), 23,7 (C-15), 29,2 (C-16), 55,6 (C-17),
12,8 (C-18), 13,4 (C-19), 40,5 (C-20), 21,6 (C-21), 139,0 (C-22), 130,0 (C-23), 51,8 (C-24),
41,4 (C-25), 22,0 (C-26), 19,5 (C-27), 26,0 (C-28), 12,6 (C-29), 102,6 (glc C-1), 75,7 (glc C-
2), 79,0 (glc C-3), 72,1 (glc C-4), 78,8 (glc C-5), 63,3 (glc C-6).
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7.1.6 SS7

Nome: 3, 4°, 5, 7 — tetrahidroxiflavona (luteolina)
Férmula Molecular: Cy5H100¢
Massa molecular: 286 Daltons
Solubilidade: Piridina
Absorcao na regido do infravermelho, KBr (cm™): 3410; 2922; 1657; 1613;
1511; 1447; 1261; 1168; 1115 e 1030.

Espectrometria de RMN *H (ppm) (500 MHz, CsDsN):): & 6,91 (H-3), 6,74 (H-6 e
H-8), 7,91 (H-2"), 7,29 (H-5"), 7,53 (H-6").

Espectrometria de RMN **C (ppm) (125 MHz, CsDsN): & 165,2 (C-2), 104,2 (C-3),

183,0 (C-4), 163,4 (C-5), 100,2 (C-6), 166,1 (C-7), 95,1 (C-8), 158,8 (C-9), 105,3 (C-10),
123,2 (C-1°), 114,9 (C-2), 148,1 (C-3"), 152,0 (C-4"), 117,2 (C-5"), 119,8 (C-6").
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