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RESUMO

Este trabalho descreve a investigagdo quimica das espécies Calliandra sessilis e
Calliandra mucungeana (Fabaceae). A Prospeccdo quimica dos extratos das raizes das
respectivas espécies permitiu o isolamento e caracterizacdo de esteroides, diterpenos e
ésteres graxos. Do extrato hexanico foram isolados a mistura ternarias dos esteroides, -
sitosterol, espinasterol e estigmasterol, o triterpeno pentaciclico lupeol, além de um
diterpeno de esqueleto cassano 2,12-dioxo-3-hidrdxi-15,17-epdxi-cassa-
13(15),14(17)-dieno. Do extrato etandlico foram isolados uma mistura binéaria dos
ésteres tetracosanodioato de bis-(2,3-diidroxipropila) e docosanodioato de bis-(2,3-
diidroxipropila) e ainda, a mistura dos esteroides glicosilados, B-sitosterol, espinasterol
e estigmasterol. Na determinacdo estrutural dos compostos isolados, utilizou-se técnicas
espectométricas como: infravermelho (IV), espectrometria de massas (EM-IES) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e
carbono-13 (RMN **C), incluindo técnicas bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC )

além de comparacdo com dados descritos na literatura.
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ABSTRACT

This work describes the chemical investigation of Calliandra sessilis and
Calliandra mucungeana (Fabaceae). The Chemical prospection of the root
extracts of the two species resulted in the isolation and characterization of
steroids, diterpenes and fatty esters. From the hexane extract were isolated a
ternary mixture of the steroids pB-sitosterol, espinasterol and estigmasterol, the
pentacyclic triterpene lupeol, besides a diterpene of skeleton cassane, 2,12-dioxo-3-
hydroxy-15,17-epoxy-cassa-13(15),14(17)-diene. From the ethanol extract were
isolated a binary mixture of bis-(2,3-dihydroxypropil) tetracosanodioate and bis-(2,3-
dihydroxypropil) docosanodioate, as well as, a glucosidal steroidal mixture constituted
of B-sitosterol, espinasterol and estigmasterol. The structural determinations of isolated
compounds were performed by spectrometric techniques, such as: infrared (IR), mass
spectrometry (IES-MS) and proton nuclear magnetic resonance (*H NMR) 13-carbon
(**C NMR), including dimensional techniques (COSY, HSQC and HMBC), besides

comparison with described data



INTRODUCAO

A quimica de produtos naturais tem como um dos principais objetivos o isolamento e
a caracterizacdo de constituintes quimicos de fontes diversas como plantas, animais e
microorganismos. Atualmente, é geralmente acompanhada da avaliacdo da atividade bioldgica
e/ou farmacoldgica das substancias isoladas com perspectiva de um possivel aproveitamento
como fitoterapico, medicamento ou como modelo para sintese de compostos de importancia
terapéutica.

Embora diversas fontes na natureza contribuam com um grande ndmero de
substancias quimicas de importancia biologica, o reino vegetal é o que tem contribuido de
forma mais significativa para o enriquecimento do arsenal de substancias Uteis para o
tratamento de doencas que acometem os seres humanos [PHILLIPSON e ANDERSON,
1998].

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouco ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou
ervanarios. Muitas vezes estas plantas sdo empregadas para fins medicinais diferentes
daqueles utilizados pelos silvicolas. A toxicidade das plantas medicinais e fitoterapicos pode
parecer trivial quando comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais, isto, entretanto, ndo € verdade. Esta toxicidade é um problema sério e os
efeitos adversos dos fitomedicamentos, as possiveis adulteracdes, a toxidez e as interacdes
com outras drogas devem ser tratados com cautela. As pesquisas realizadas para a avaliagcdo
do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes, assim
como o controle da sua comercializacdo pelos 6rgdos oficiais em feiras livres, mercados
publicos ou lojas de produtos naturais [VEIGA et al].

As plantas produzem grande variedade de produtos naturais cuja maioria parece nao
participar diretamente do seu desenvolvimento e crescimento, no entanto, essas substancias,
geralmente com efeitos bioldgicos e tradicionalmente denominadas de metabdlitos
secundarios ou produtos naturais, estdo distribuidas diferentemente entre 0s grupos
taxonémicos limitados dentro do reino vegetal [CROTEAU, KUTCHAN, LEWIS, 2000;
MACEDO et. al., 2007]. Algumas funcdes desses metabdlitos sdo desconhecidas, mas vém
sendo elucidadas com uma freqliéncia crescente. Sabe-se que alguns compostos desenvolvem
importantes fungfes na planta como defesas contra plantas parasitas e patdgenos (virus,

bactérias, fungos e insetos). Por outro lado, os metabdlitos secundarios das plantas podem

WILDSON MAX BARBOSA DA SILVA PAGINA 1



facilitar a interacdo animal-planta produzindo pigmentos ou substancias volateis, cuja funcéo
é atrair os polinizadores [DEWICK 2001; WINK et. al., 2003].

A fantéstica variedade e complexidade de metabolitos secundarios biossintetizados
pelas plantas tém sido formado e evoluido, como mecanismo de defesa dos vegetais as
condigdes de adaptacéo e regulacdo Assim as plantas constituem um enorme laboratério de
sintese organica, fruto de milhdes de anos de evolucédo e adaptacdo sobre a terra.

E importante ressaltar que devido ao desenvolvimento das técnicas analiticas de
separacdo e elucidacdo estrutural, nas ultimas trés décadas - mais recentemente, de
instrumentos analiticos hifenados, conhecem-se cerca de 50.000 metabdlitos secundarios
isolados de Angiospermas. Devido a tais avangos, 0s produtos naturais e derivados destes
foram e continuam sendo de importancia em determinados setores da sociedade moderna,
mesmo considerando-se grande nimero de produtos produzidos por sintese. [REINOBOTH,
DIETTRICH, LUCKNER, 1990].

Segundo a Organizacdo Mundial de Salde (OMS) cerca de 80% da populacdo
mundial busca na medicina popular meios para o alivio de alguma sintomatologia
desagradavel. Aproximadamente 11% das drogas consideradas basicas e essenciais pela OMS
sdo produzidas exclusivamente por plantas medicinais, além disto, um grande nimero de
drogas foi desenvolvido a partir de fontes naturais [DA SILVA. et al, 2006].

Deste modo, €é indiscutivel que a Quimica de Produtos Naturais tem papel
fundamental no desenvolvimento de varios segmentos industriais, inclusive no de
medicamentos contribuindo diretamente com a qualidade de vida da populagdo mundial.

Este trabalho visa o isolamento e a caracterizacdo dos metabolitos secundarios
produzidos por Calliandra mucugeana espécie endémica da Chapada Diamantina, e

Callaindra sessilis.
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1. CONSIDERACOES BOTANCIAS

1.1. Familia Leguminosae

A Familia Leguminosae é umas das maiores do reino vegetal com ampla
distribuicdo, com aproximadamente 18.000 espécies distribuidas em 619 géneros,
pertencendo boa parte a flora brasileira. Embora exista algumas excegdes, uma das
caracteristicas dessa familia é apresentar o fruto do tipo legume, também conhecido como
vagem [POLHILL e RAVEN, 1981; JOLLY, 1993].

As plantas que compdem essa familia tém habitos muito variados, podem aparecer
como grandes arvores, tipicas das matas tropicais, a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou
perenes e ainda como trepadeiras. Estdo dispostas em distintos ambientes, com variacdes de
altitude e latitude. As folhas sdo sempre de disposicdo alternadas, composta, pari ou
imparidade. Suas folhas sdo variadas, sempre ciclicas, de simetria radial até fortemente
zigomorfa, com androceu formado de 4 a 10 estames, livres ou soldados entre si e dvulo
sempre sUpero, unicarpelar e unicolar. Assim como as folhas, os foliolos sdo sempre pulvino,
0 que permite 0 movimento diuturno. Apresenta fruto variado, em geral legume e seco. As
sementes sdo algumas vezes envoltas em mucilagem ou polpa doce [JOLY, 1998].

Muitas leguminosas apresentam o uso medicinal e ornamental, algumas produzindo
madeiras nobres e valiosas usados em construcGes em geral. Quase todas as leguminosas
apresentam uma caracteristica ecologica de extrema importancia, que se caracteriza pela
simbiose de suas raizes com as bactérias do género Rhizobium e semelhantes as quais fixam o
nitrogénio da atmosfera [DE ANDRADE, 2006; SANTQOS, 2007; SOUZA FILHO, 2004].

A familia leguminosa é subdividida em trés subfamilias distintas, cuja variacdo nos
nomes se deve a coexisténcia atual de mais de um sistema de classificacdo [BARROSO,
1991; LIMA, CORREIA, FARIAS, 1994].

e Faboideae ou Papilonoiceae - E constituido por 430 géneros e aproximadamente

12.600 espécies de ampla distribuicdo pelo mundo. E considerada a subfamilia
mais evoluida entre as leguminosas, e também de maior importancia econdmica.
Dentre alguns exemplos mais representativos da familia podemos citar a soja
(Glycine Max), a ervilha (Pisum sativum), o feijao (Phaseolus vulgaris) e a alfafa
(Medicago sativa);

e Caesalpinioideae ou Caesalpiniaceae — E constituida por 152 géneros e

aproximadamente 2.700 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais.
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Entre as espécies mais conhecidas no Brasil, podemos citar o tamarindo
(Tamarindus indica) e o pau-brasil (Caesalpinia echinata);

e Mimosoideae ou Mimosaceae — E constituida por 60 géneros e aproximadamente

3.000 espécies distribuidas em regides tropicais, subtropicais e calido-
temperadas. Alguns exemplos mais representativos da familia incluem: faveiro
(Albizia lebbeck), dormideira (Mimosa pudica) e ingé-do-brejo (Inga

uruguensis).

1.2. O Género Calliandra

Calliandra Benth. é um género pertencente a familia leguminosae e a subfamilia
mimosoideae. A mais recente revisdo taxondmica sobre o género foi realizada por Barneby
(1998), que redefiniu seus limites excluindo os taxons da Africa e do subcontinente indiano
de modo que, na presente circunscricdo, o género é inteiramente neotropical. Para este género
sdo descritos 132 espécies, com a area de distribuicdo estendendo-se do sul dos Estados
Unidos ao norte da Argentina. No Brasil é a Chapada Diamantina (Bahia) um dos principais
centros da diversidade de Calliandra onde ocorrem 42 espécies, sendo 32 endémicas desta
regido [SOUZA, 2001; SOUZA et al., 2004].

1.3. Calliandra mucugeana

Calliandra mucugeana é uma arbusto endémico da Chapada Diamantina tem sido
registrada somente no municipio de Mucugé .[BERNADINO et al 2007]. Apresenta a
seguinte descricdo botanica [SOUZA, 2001].

Subarbusto ca. 60 cm alt. ramificado, formando touceiras; ramos, eixos foliares,
pedinculos pubérulos e com tricomas granulares. Folhas disticas. Estipulas
setiformes a lanceolas, 1,21 x 0,50,8 mm.Folhas ivv/611;peciolo 15 mm compr.;
raque 23,5 cm compr.; pinas ligeiramente decrescente distalmente, 25 cm compr.;
foliolos esparsos, ligeiramnete cbncavos, 45 x 2 mm, coriaceos, oblongos, épice
arredondado, base assimétrica, face adaxial, as vezes rugosa, glabra, face abaxial
com tricomas granulares, nervacdo palmada, nervura principal excéntrica.
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Figura 01 - Fotografia de Callinadra mucugeana
Foto: Edilberto Rocha Silveira.

1.4. Calliandra sessilis

C. sessilis € uma espécie com distribuicdo ampla, ocorrendo desde o estado do Para
até o de Minas Gerais [BARNEBY, 1998], sendo uma planta caracteristica do cerrado.
Ocorre em diversos ambientes associados ao cerrado e ao campo rupestre. Floresce nos meses
de janeiro a abril, em julho e setembro porém foi encontrado material frutificado no més de

novembro.

Subarbusto virgado, com ramos aéreos 3070 cm alt. emergindo de rizomas subterraneos,
espessos, ca. 3,0 cm didm.; ramos e eixos foliares pubérulos a glabrescentes e com tricomas
granulares; braquiblastos axilares guarnecidos na base por profilos setiformes, imbricados, 610
mm compr.; filtotaxia distica. Estipulas lanceoladas 38 x 12 mm. Folhas /1935, subsésseis;
peciolo 15 mm compr.; pinas 3,57 cm compr. foliolos imbricados, mais ou menos equilongos
com os distais menores, 712 x 23 mm, coridceos, oblongos a lanceolados, ligeiramnete
falcados, apice arredondado a agudo, base obliqua, smicordada, face adaxial pubérula, face
abaxial pubérula e com tricomas granulares, margem cerdosa, nervagdo palmada, nervura
principal excéntrica. Bracteas florais lanceladas ca. 3 x 2 mm.

Figura 02 - Fotografia de Calliandra sessilis
Foto: Edilberto Rocha Silveira.

WILDSON MAX BARBOSA DA SILVA PAGINA 5



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Como poderd ser visto com a continuacdo deste trabalho foram isolados cinco
compostos, entre 0s quais um novo diterpeno de esqueleto cassano. Isto motivou uma revisao
sobre tais compostos. Os diterpenos constituem uma vasta classe de produtos naturais de
natureza isoprenoidais, biosintetisados a partir do &cido mevaldnico, cuja seqiéncia
biosintética leva ao 2E,6E,10E pirofosfato de geranilgeranila (GGPP). Presentes em alguns
insetos e em varios organismos Vvivos eles sdo bastantes difundidos em plantas, onde ha a
maior ocorréncia [BRUNETON,1995].

A estrutura dos diterpenos € altamente variada e dependente estritamente da sua
biogénese, assim como, sua classificacao.

Diterpenos aciclicos: Nao sdo de ocorréncia muito comum. Podem-se apresentar
lineares ou possuir uma lactona ou um anel contendo um atomo de oxigénio em geral formado

pela abertura de oxiranas.

OH

O0—Glk
Capsianosideo
Diterpenos Ciclicos: os diterpenos ciclicos podem ser biciclicos (labdanos,
clerodanos), triciclico (pimaranos, abientanos, cassanos, estemodandos), tetraciclicos
(traquilobanos, cauranos, estemodando, estemarano), macrociclico (taxanos, dafinanos) ou

mistos de acordo com o nimero e o0 padrao de ciclizagdo em seus esqueletos.

/ COH
MeOOC =
HO
Acido labd-8(17),13-dien-15-6ico Caesalpinista-B
(Labdano) (Cassano)

Conforme levantamento bibliografico realizado na base de dados do “Scinfinder

Scholar” sobre os diterpenos do tipo cassano, foram encontrados trabalhos envolvendo 17
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espécies sendo oito delas do género Caesalpinia, pertencentes a familia Fabaceae e uma
espécie da familia Poaceae, Oryza sativa.

Um total de 115 diterpenos de esqueleto cassano foram isolados (Tabela 02, pag 9)
das quais muitas apresentaram atividades bioldgicas como antiflngica, antituberculose,
antimalérica e frente ao Trypanossoma cruzzi, protoazodrio causador da doega de Chagas. Na
tabela 01 estdo relacionadas as espécies produtoras de diterpenos cassano.

Tabela 1 - Relacgdo das espécies produtoras de diterpenos de esqueleto cassano

ESPECIE FAMILIA
Caesalpinia minax Fabaceae
Caesalpinia bonduc "
Caesalpinia crista "
Caesalpinia magnifolioata "
Caesalpinia benthamiana "
Caesalpinia decapetala "

Caesalpinia pulcherrima
Caesalpinia bunducela
Acacia nildtica
Cordyla mandagascariensis

Chamaecrista flexuosa
Lonchocarpus laxiflorus

Bowdichia nitida "
Myrospermum frutescens "
Vouacapoua americana

Plathymenia reticulata

Oryza sativa Poaceae

Tabela 02 - Diterpenos do tipo cassano resultantes da Revisdo Bibliografica

COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA

Niloticano (01) ELDEEN,
A. nilotica HEERD,

STADEN, 2010
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COMPOSTO

ESTRUTURA

ESPECIE

REFERENCIA

Metil 1a,7p-diacetoxi-5a,120-

dihidroxi-cassa-13(15)-en-

16,12-olide-17p-carboxilato
(02)

Metil7p-acetoxi- 1a,5a,120-

trihidroxi-cassa-13(15)-en-

16,12-olide-17p carboxilato
(03)

12a-etoxi-1a,6a, 7B, triacetoxi-
50 14B-dihidréxi-cassa-13(15)-
en-16,12-olide (04)

Caesalpinolideo-C (05)

Caesalpinolideo-D (06)

Caesalpinolideo-E (07)

Caesalpinista-A (08)

C. minax

C .bonduc

C .crista

WU et al.,2010

n

n

YADAYV etal. ;
2009

n

n

YANG, YIN,
HU.; 2009
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE REFERENCIA

- . YANG, YIN,
Caesalpinista-B (09) C .crista HU.: 2009
Caesaljapinista-B (10) " "
Caesaljapinista-C (11) C. crista "
Caesalpinilinn (12) " "
120-metdxi,5a,14p-dihidroxi- ,
la,60,7p-triacetoxicassa-13(15)- C. minax CHEZNO%S tal;
en-16,12-olide (13)

(6]
H3C00C
Neocaesalpin-L (14) H " "
o Wi COOCHj
TOOCH;
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA

YADAYV,
Caesalpinolideo-A (15) C. bonduc SANJEEV;
2007
Caesalpinolideo-B (16) " "
C, HOU et al;
Cordilano-A (17) mandagas- 2008 "
cariensis

Cordilano-B (18)

Cordilano-C (19)

Cordilano-D (20)
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA
Lonchocassano A (21) L. laxiflorus IGOLI et al,
2008
Lonchocassano B (22) " "
Lonchocassano C (23) . .

. - C. YIN, MA, HU;
Magnicaesalpinideo (24) magnifoliata 2008
Neocesalpinideo O (25) " "
Caesalminio D (26) " "
Caesalminio E (27) " "
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA
. C YIN, MA, HU;
Neocaesalpinideo L 28 Mmagnifoliata 2008
) . MATSUNO
Sucutinaranos A (29) B. nitida et al.: 2008
Sucutinaranes B (30) " "
6a0-acetoxivouacapane (31) " "
60,7p3- diacetoxivouacapane (32) " "
DICKSON,
- C. benthami- HOUGHTON,
Bethaminin 1 (33) ana HYLAMDS.:
2007
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| COMPOSTO | ESTRUTURA | ESPECIE | REFERENCIA |
o]

DICKSON,

Bethaminin 2 (34) C. b?rfgam" T—|c\)(LIJ_iHMTDOSN

o 2007

0

Caesaldekarin C (35) " "
Bonducelpin E(36) C. bonduc PUD|_2|E))(')\¢ etal.
Bonducelpin F (37) " "

H,
Bonducelpin G (38) " "

"
Bonducelpin B (39) . .
Bonducelpin C (40) C. bonduc "
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COMPOSTO

ESTRUTURA

ESPECIE

REFERENCIA

Caesalminio D (41)

Caesalminio E (42)

e-Caesalpinideo (43)

Caesalpinideo K (44)

Caesalpinideo P (45)

Caesalpinideo C (46)

14(17)-Desidroacaesalpinideo F
(47)

2-Acetoxi-caesalderakin (48)

C. bonduc

PUDHOM et al.
2007

n

n

n

n

n

n

n

WILDSON MAX BARBOSA DA SILVA

PAGINA 14



COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA
Caesalpinolideo A (49) C bonduc  TADAVetal;
2007
Caesalpinolideo B (50) " "
Neocaesalpinolideo J (51) Aco, C. minax LI, MA, HU,;
2006
Neocaesalpinideo K (52) Ao, " "
Neocaesalpinideo L (53) " "
Neocaesalpinideo M (54) " "
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE REFERENCIA
Neocaesalpinolideo N (55) C. minax LI, MA, HU;;
2006
. . . . AcO
14-dioxi-¢-caesalpinolideo (56) " "
Neocaesalpinolideo H (57) " "
CHO
Taepeenideo J( 58) C. crista CHEENPRACHA
' etal.; 2006

Taepeenideo L (59)

”

”

Caesalpinideo D (60)

”

Caesalpinideo E (61)

”

LINN et al.; 2005

14
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| COMPOSTO | ESTRUTURA | ESPECIE | REFERENCIA |

Caesalpinolideo F (62) C. crista LINN et al.;2005

” n

Caesalpinolideo G (63)

14 n

Norcaesalpinolideo D (64)

” n

Norcaesalpinolideo E (65)

” n

Norcaesalpinolideo A (66)

Norcaesalpinolideo B (67)

” ”

” n

Caesalminio B (68)
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA
14(17)De5|dr0(06%e)salp|nol|deo F A, C.crista  LINN et al.: 2005
AcO*
Caesalpinolideo E (70) " "
C. decape - KIEM et al.;

Caesaldecano (71) tala 2005
Caesalpinideo MM (72) C crista  ALAUNIetal;

2005
Caesalpinideo MN (73) " "
Caesalpinideo MO (74) " "
Caesalpinideo MP (75) " "
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA

1-Deacetoxi-1oxocaesalpinideo
C (76)

KALAUNI et al.;

C. crista 2005

” n

1-Diacetilcaesalminio C (77)

14 n

Caesalminio C (78)

” n

Bonducellpinolideo C (79)

” ”

Caesaldekarin (80)

” ”

2-Acetoxicaesaldecarin (81) ACO., .

Ac0”

2-Acetoxi-3-

AcO.,..
desacetoxicaesaldecarin (82) )

” 14
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA
M MEDONZA
Chagresnol 83 frutescens etal.;
on ' 2004
OH
OAc
6p,18Diacetoxicassan- " "
13,15,dieno (84)
Chagreslactona (85) " "
18-Hidroxicassan-13,15-dieno " MEDONZA
(86) et al.; 2003
6B-18-Dihidroxicassan- " "
13,15dieno (87)
6p-Hidroxi-18-acetoxicassan- " "
13,15dieno (88)
Acido-18acetoxi-13,15dien- ) .,
19cassandico (89)
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| COMPOSTO | ESTRUTURA | ESPECIE | REFERENCIA |

OH

6B,13BDihidroxi-18-

Lk . M MEDONZA

acetoxicassan-14(17),15 dieno. frutescens et al.: 2003
(90)
) v KIDO,
Acido vouacapendico (91) ameri;:ana TANIGUSHI,
BABA.; 2003
Metil vouacapanato (92) " "
Acido cassa-13(14),15-dien-19- ) ,
oico (93)
16,18-Diacetoxicassal3(15)-eno . LEAL, LIMA,
P. reticulata

(94) SILVEIRA.; 2003

” ”

Plathyterpol (95)

” n

Acetato de Vinhaticil (96)
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE REFERENCIA
Metil vinhaticoato (97) P. reticulata LEAL, LIMA,

' SILVEIRA.; 2003
16-Hidroxi-18-acetoxicassa- " "
13(15)eno (98)
6pB-Benzoil-7p- C. PRORNSAWAN
hidroxivouacapeno-5a-ol (99) pulcherrima et al.; 2003
6B-Cinnamoil-7p- " "
hidroxivouacapeno-5a-ol (100)

" RAGASA etal.;
Isovouacapenol E (101) 2003
Caesaldekarin A (102) " "
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA
. . JIANG et al.;
Caesalmineo A (103) C. minax 2001
Caesalmineo B (104) " "
KINOSHITA
Neocaesalpin B (105) C. bonduc etal.;
2000
Neocaesalpin D (106) " "
C. PETER et al;
Caesaldekarin C (107) bonduce- g
1998
lla
Caesaldekarin G (108) " "
KOGA et al;
Fitocassano A (109) 0. sativa 1997
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COMPOSTO ESTRUTURA ESPECIE | REFERENCIA

KOGA, et al ;

Fitocassano B (110) O. sativa 1997
Fitocassano C (111) " "
Fitocassano E (112) " "
Fitocassano D (113) " "
Caesalpinolideo (114)

Bongucell PETER, TINTO,;

' 1997

a

Chamaetaxano A (115) c BARBA

flexuosa et al,;1992
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3. DETERMINACAO ESTRUTURAL

3.1 Determinagéo de Estrutural de CS1 (116)

A fracdo diclorometano, resultante da coluna filtrante do extrato etandlico das raizes
de C. sessilis foi submetida a sucessivas colunas cromatograficas, da qual obteve-se um sélido
branco amorfo denominado CSI (79).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho exibiu uma banda centrada em
3440 cm™ indicativa de deformacdo axial de ligagdo OH; absorcdes referentes a deformagéo
axial de ligagdo C-H (Csp®) em 2954 e 2850 cm™; uma banda em 1641 cm™ compativel com
deformacdo axial de C=C de olefina, além de uma banda em 1039 cm™ representativa de
deformacéo axial de ligacdo C-O (Silverstein, 2007).

O espectro de RMN *H (Fig. 4, pag. 29) apresentou vérios sinais entre & 0,85 a 1,29
correspondentes a grupos metilicos, sinais entre oy 1,33 a 2,34 que podem ser atribuidos a
grupos metilénicos bem como um multipleto em oy 3,5 referente a hidrogénio oximetinico
(C-3). Também, apresentou sinais em oy 4,99 e 5,36 referentes a hidrogénios olefinicos. Estes
sinais foram compativeis com a presenca de fitoesteroides (Kojima et al.,1990).

O espectro de RMN *C (Fig. 5, pAg 29) mostrou a presenca de oito linhas espectrais
na regido de carbonos olefinicos (6¢ 117,6, 121,9, 129,5, 129,7, 138,3, 138,5, 139,7 e 140,9),
0 que sugere a presenca de 4 duplas ligacOes. Estes sinais foram caracteristicos de metabolitos
com esqueletos estereoidais quando insaturacfes estdo localizadas entre C-5 e C-6 (6. 140,7-
121,7),C-7e C-8 (8¢ 117,5e 138,1) e C-22 e C-23 (8¢ 129,5 e 140,8) ( Zanon et al, 2008 ).
A comparacao ndo s destes valores, assim como com todos dos demais valores de carbono-
13 com aqueles descritos na literatura (Tabela 03, pag. 28) revelou que CS1 tratava-se de uma
mistura ternaria dos esteroides B-sitosterol, estigmasterol e espinasterol. Estes fitoesterdides
tem em comum uma hidroxila B-posicionada em C-3 sendo que para os compostos [-
sitosterol e estigmasterol este carbono aparece em 9.71,8, enquanto, para 0 espinasterol o

deslocamento quimico de C-3 aparece em 6.71,0 (Kojima et al, 1990 ).
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Figura 03 - Estruturas de CS-1
A® = B-Sitosterol
A" = Espinasterol

A>? = Estigmasterol
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Tabela 03 - Deslocamentos quimicos de RMN **C (125MHz, CDCl3) de CS1.

C B-Sitosterol Estigmasterol Espinasterol
Literatura Experimental Literatura Experimental Literatura Experimental

1 37,2 37,3 37,1 37,3 37,1 37,3
2 31,6 31,7 31,4 31,7 31,4 31,7
3 71,8 71,6 71,0 71,1 71,0 71,1
4 42,3 42,4 38,0 37,3 38,0 37,3
5 140,7 140,9 40,2 40,5 40,2 40,5
6 121,7 1219 29,6 28,9 29,6 28,9
7 31,9 31,8 117,4 1175 1174 1175
8 31,9 31,7 139,5 138,3 139,5 138,3
9 50,1 50,4 49,4 50,1 49,4 50,1
10 36,6 36,7 34,4 36,6 34,4 36,6
11 21,1 21,2 21,5 21,2 21,5 21,2
12 39,9 39,9 39,4 40,5 39,4 40,5
13 42,3 42,4 43,3 42,3 43,3 42,3
14 56,6 56,3 55,1 56,0 55,1 56,0
15 24,3 24,5 23,0 23,0 23,0 23,0
16 28,8 28,7 28,5 28,3 28,5 28,3
17 56,0 56,1 55,8 56,0 55,8 56,0
18 11,9 12,0 12,0 12,1 12,0 12,1
19 19,4 19,1 13,0 12,3 13,0 12,3
20 36,1 36,7 40,8 40,5 40,8 40,5
21 18,8 19,1 21,4 21,1 21,4 21,1
22 33,9 34,1 138,8 148,3 138,8 148,3
23 26,6 26,4 129,4 129,3 129,4 129,3
24 45,5 45,1 51,2 51,2 51,2 51,2
25 29,1 29,1 31,9 31,9 31,9 31,9
26 19,9 19,6 21,1 21,1 21,1 21,1
27 19,0 19,1 19,4 19,4 19,4 19,4
28 23,0 23,2 25,4 25,6 25,4 25,6
29 12,0 12,1 12,3 12,3 12,3 12,3

++» Kojima et al., 1990 (Solv. CDCl5)
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Figura 05 - Espectro de RMN 'H de CS1 (CDCl;, 300 MHz)
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Figura 06 - Espectro de RMN **C de CS1 (CDCl;, 125 MHz)
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3.2 Determinacéao Estrutural de CS2 (117)

A substéncia codificada como CS2 foi isolada da fragdo diclorometano do extrato
etandlico das raizes de C. sessilis sob a forma de um solido branco com faixa de fuséo de
220,2 — 223,3 °C.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 8 pag. 33) revelou uma
banda de absorcdo em 3413 cm™ caracteristica de deformacdo axial de ligacdo O-H;
absorcdes referentes a deformacéo axial de ligacdo C-H (sp®) em 2942 e 2873 cm™; duas
bandas, uma em 1760 e outra em 1689 cm™ associadas a deformacdo axial de ligagdo C=0;
além de absorcdes em 1252 e 1200 cm™ caracteristicas de deformacéo axial de ligagdo C-O
[Silverstein, 2007].

Os espectros de RMN *C (125 MHz, CDCIls) (Fig.10, pag. 34) e DEPT 135°
(Fig .11, p. 34) apresentaram sinais correspondentes a vinte &tomos de carbonos, sendo cinco
sinais de carbonos metinicos, um dos quais com hibridizacdo sp? (8¢ 135,4); quatro carbonos
metilénicos (8¢ 21,2, 31,7, 40,2, 51,3) e quatro metilicos (d¢c 14,1, 14,8, 16,7, 29,3). A
diferenca dos referidos espectros revelou a presenca de sete carbonos ndo-hidrogenados dos
quais o0s sinais em d¢ 210,2 e 195,2 foram caracteristicos de carbonilas de cetona, a ultima
conjugada.

A formula molecular CyoH604, deduzida para CS2, foi determinada atraves da
analise dos espectros de RMN 3C, em combinag&o com o espectro de massa de alta resolugio
(EMAR) (Fig .19, pag. 38), obtido por ionizacdo por electrospray no modo positivo, o qual
forneceu o pico em m/z 331,1769 ([M + H]") correspondente a molécula protonada.

O espectro de RMN *H (Fig.9, pag 33) de CS2 mostrou quatro sinais referentes a
hidrogénios de grupos metilicos em &y 0,73, 0,93, 1,20 e 2,55, um singleto em &y 3,93
referente a hidrogénio oximetinico, além de um singleto em &y 7,07 referente a hidrogénio de
dupla ligagéo.

Através do espectro H, 'H COSY (Fig. 12 pag. 35) foi possivel observar o
acoplamento do hidrogénio em 8y 2,55 (H-la) com o hidrogénio em oy 2,20 (H-1b), o
acoplamento entre o hidrogénio em 6y 1,89 (H-6a) com o hidrogénio &y 1,62( H-6b ) e destes
com o hidrogénio 6y 1,20 (H-5), além do acoplamento do sinal em &y 0,73 (H-18) com &y 1,79
(H-19).

Por meio do espectro HSQC (Fig. 17 Pag. 37) cada sinal de hidrogénio foi
devidamente correlacionado ao seu respectivo sinal de carbono, inclusive os sinais em oy 2,55
(d, J=12,4 Hz) e 2,20 (d, J = 13,0) com o sinal de carbono em 6¢ 51,3 (C-1).
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No espectro HMBC foram observados correlagdes dos sinais em oy 2,55 (H-1a) e
3,93 (H-3) com o sinal de carbono em &¢ 210,2 (C-2) bem como de H-1a com 6¢ 29,3 (C-18),
confirmando a posicéo da carbonila em C-2. Também foram visualizados correlacbes a mais
de uma ligagdo entre os sinais dc 29,3 e 14,8 referentes aos carbonos C-18 e C-20,
respectivamente, com o sinal oy 3,93 referente ao hidrogénio oximetilénico em C-3. Foi

observado ainda o acoplamentos do sinal de carbono C-9 (6¢ 53,8) com os hidrogénios de

C-19.

0

Figura 7 - Acoplamentos a longa distancia (*H, **C-HMBC) para CS2.

A presenca de um anel furénico na estrutura de CS2 foi evidenciado através dos
sinais o¢c 129,8; 117,6; 157,3; e 135,4. A comparacdo com dados da literatura [Berta et al,
1992] permitiu posicionar de forma inequivoca o anel furanico nos carbonos C-13 e C-14,
assim como a confirmacao da posicdo da carbonila em C-2 e a posi¢cdo da hidroxila em C-3
[Knioshita et al, 2000 ] conforme descritos na Tabela 04.

De acordo com as informacg6es aqui descritas pode-se concluir que a substancia em
discussao trata-se de um novo diterpeno de esqueleto cassano cuja estrutura foi estabelecido
como 2,12-dioxo-3-hidroxi-15,17-epoxi-cassa-13(15),14(17)-dieno,.o qual esta sendo descrito

pela primeira vez na literatura.

Figura 08 - Estrutura de CS-2
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Tabela 04 - Deslocamentos quimicos de RMN *H (500 MHz, CDCls) e **C (125 MHz) de

CS2.

© 00 N O O b WO DN

[E=N
o

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

CS-2

51,3

210,2
82,8
45,7
53,3
21,2
31,7
32,3
53,8
43,3

40,2
195,2
129,8
117,6
157,3
14,1
135,4
29,3
16,7
14,8

ent-3p-

hidroxicaur-

16-en-2-ona
53.4

210,0
82,8
45,3
55,4
20,1
39,2
45,5
55,4
443

18,4
32,8
43,3
40,5
48,7
154,9
103,6
29,7
18,6
16,4

(115)

38,7

18,5
41,6
331
52,1
32,1
75,6
40,4
52,0
36,4

39,8
196,0
1277
117,6
156,4
13,7
137,2
29,3
21,7
14,0

On

a2,55(d, J=13,0 Hz)/
b 2,20 (d, J =13,0)

3,93 (s)

1,79 (td, J = 13,5;3,0)
a 1,89/ b 1,62(m)
a2,37(m) /b 1,45(m)
2,63(td, J =,9,0:4,3;1,6)
1,86 (M)

a 2,37 (m)/ b 2,42

2,55(s)
7,07(d,J = 1,7)
1,20 (s)
0,73 ()
0,93 ()

2 3
Jew Jew

H-3: Hla, b H1
aH1:
H-3:3H-19:3H-18 b H6:

3H-20, H-1a, H-1b

3H-16

Berta et al, 1992, Knioshita et all, 2000 ( Solv. CDCl;)

CS-2

ent-3B-hidroxicaur-16-en-2-ona
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Figura 10 - Espectro de RMN *H de CS2-(CDCl;, 500 MHz)
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Figura 11 - Espectro de RMN **C de CS2 -(CDCl5, 125 MHz)
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Figura 12 - Espectro de RMN *C-DEPT 135° de CS2 -(CDCls, 125MHz)
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WILDSON MAX BARBOSA DA SILVA PAGINA 35



L l Ppm
= s
T 20
— 40
—_— -
- |- eo0
=2 i - * - 80
o
100
-
3 I-120
-
140
-
-
— 160
180
-
= .. 200
— - - -
- s - .
s 220
T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0- 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5.2.0 1.5 :.0 0.5 ppm

Figura 15 - Espectro de RMN *H, **C-HMBC de CS2-(CDCl;, 500 MHz)

3 -:: -
| ool o & |-
_-: B
l- IS |
] .
— =, [ 42
[
—| = o o = _

T T T T T T T T T T
=_= =_z - 1.4 - - =

Figura 16 - Expansdo de RMN 'H, *C-HMBC de CS2-(CDCl;, 500 MHz)

WILDSON MAX BARBOSA DA SILVA PAGINA 36



1 = AL T | N | R
—] - o= == E - T o =
E— = ;2 ﬁ;q-
- o
3 ) = = - “*!EET' d 1.
— - 8 T e
a= L -3 k=4
- -
e

Figura 17 - Expansdo de RMN *H, ®*C-HMBC de CS2-(CDCl;, 500 MHz)

1 ) | e R

- 20

L e~ .30

- o “F 40

—~ SO0

L L

- 60

70

80

20

100
110
—120

—-130

+140

ppm

201 0WUNZI HIDUUARLULASUDIBMROZY

1 Y
——

QruEexum yaprngnnn BumMOEZE PA0OOAG ]
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Figura 20 - Espectro de massa de Alta resolucdo de CS2
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3.3 Determinacéo Estrutural de CS3 ( 118)

O extrato hexanico das raizes de C. sessilis foi submetido a sucessivas colunas
cromatograficas, resultando no isolamento de um solido branco amorfo, com faixa de fuséo de
170,3 —176,6 °C, denominado CS3.

O espectro de absorcdo na regido no infravermelho (Fig. 21, pag. 41) apresentou uma
absorcéo intensa em 3361 cm™, caracteristica de deformacao axial de ligagdo O-H, absorcdes
em 2941 e 2867 cm™ correspondentes a deformacao axial assimétrica e simétrico de ligacéo
C-H de grupamentos CH, e CHs, respectivamente; uma absorcdo em 1641 cm™ de
deformacéo axial de C=C, além de absorcdo em 1039 cm™, representativa de ligagdo C-O
[Silverstein, 2007].

O espectro de RMN *H de CS3 (Fig. 22, pag 41), apresentou dois singletos um em
84 4,70 e outro em dy 4,58 caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos sp? e um
multipleto em & 3,31 relacionado a um hidrogénio ligado a um carbono carbindlico.
Observou-se ainda sinais atribuidos a grupos metilas em 6y 1,69, 1,04, 0,9 8, 0,95, 0,87, 0,80
e 0,77, sendo que a metila em oy 1,69 encontra-se em uma regido mais desprotegida,
sugerindo que a mesma encontra-se ligada a um carbono sp®.

No espectro de RMN °C (Fig 23, pag 40), verificou-se a presenca de uma linha
espectral em 8¢ 79,2 referente a um carbono oxigenado, e duas na regido de carbonos sp? em
oc 151,1 e 109,5, que juntamente com o sinal em d¢ 19,5, indicaram a presenca de um grupo
isoprenil, caracteristico de compostos triterpénicos de esqueleto lupeno [Zanon et al 2008].

De acordo com os dados espectroscopicos mostrados e por comparacdo com dados
da literatura, CS3 trata-se de um triterpeno pentaciclico de esqueleto do tipo lupeno conhecido
como lupeol [Zanon et al 2008].

FIGURA 21 - Estrutura de CS-3
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Tabela 05 - Deslocamentos Quimicos de RMN *C (125 MHz, CDCls) de CS3

C Lupeol
Literatura Experimental
1 38,7 38,9
2 27,4 27,6
3 79,0 79,2
4 38,8 38,9
5 55,3 55.5
6 18,3 18,5
7 34,3 34,5
8 40,8 40,2
9 50,4 50,7
10 37,1 37,4
11 20,9 21,1
12 25,1 25,9
13 38,0 38,3
14 42,8 41,0
15 27,4 27,6
16 35,6 35,8
17 43,0 43,0
18 48,3 48,5
19 47,9 48,2
20 150,9 151,1
21 29,8 29,9
22 40,0 40.2
23 27,9 21,7
24 15,3 15,5
25 16,1 16,2
26 15,9 15,5
27 145 14,7
28 18,0 18,5
29 109,3 109,5
30 19,31 19,54

CURSINO et al .,2009 (solv. CDCl3)
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3.4 Determinacédo Estrutural de CM1 (119)

A substancia codificada CM-1 foi isolada da fragdo diclorometano , obtida do extrato
etanolico das raizes de C. mucugeana, sob a forma de um sélido branco amorfo.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 27, pag. 46 ) apresentou
uma absorcdo intensa em 3346 cm™, caracteristico de deformacdo axial de ligacdo O-H,
absorcBes em 2916 e 2848 cm™ correspondentes a deformacdo axial assimétrico e simétrica
de ligacdo C-H de grupamentos CH, e CH3; e uma absorcdo intensa em 1734 cm™
associadas a deformacéo axial de ligacdo C=0 de éster.

O espectro de RMN 'H (Fig. 28, pag. 46) apresentou sinais em oy 1,21 a 1,27
caracteristicos de hidrogénios metilénicos, ¢ sinais em oy 4,72, 4,65, 4,12 e 4,46 referentes a
hidrogénios ligados a carbonos sp® oxigenados.

Em uma analise comparativa dos espectros de RMN *C C-CPD (Fig.29, Pag. 47) e
DEPT 135 (Fig.30, p4g.47) observou-se um sinal em 6c71,4 referente a carbono metinico
oxigenado, sinais em d¢ 67,2, 64,8, 34,9, 30,3 e 25,8 referentes a carbonos metilénicos, sedo
os sinais em dc 67,2 e 64,8, referentes a carbonos oximetinicos. Também foi observado um
sinal em dc 174,2, que nesta regido do espectro é caracteristico de carbonila de éster,
corroborando com o espectro de infravermelho.

Por meio do espectro HSQC (Fig. 33, pag. 49) cada sinal de hidrogénio foi
devidamente correlacionado ao seu respectivo sinal de carbono, permitindo correlacionar os
sinais em oy 2,3 (t, J = 7,5) com o sinal de carbono em &c¢ 35,0 , 8y 1,65 (m) com dc¢ 25,1, € oy
4,74 (dd, J=11.1) com &¢ 67,1 ¢ 6y 4,47 com o sinal de carbono em d¢ 71,0.

Com base na analise exposta acima, foi possivel sugerir que CM1 tratava-se de uma
estrutura simétrica de um &cido graxo esterificado com o glicerol.

O espectro de massa de alta resolucdo (EMAR) (Fig. 34, pag 49 ), obtido com
ionizacdo por electrospray no modo positivo, mostrou dois picos correspondentes aos adutos
de sédio [M + Na]*, um em m/z 569,4058 o qual corresponde a formula molecular
Cs3oHsgNaOg (massa calculada 569,4029), e outro em m/z 541,3798 indicando a férmula
molecular C,gHssNaOg (massa calculada 541,3716). Conforme pode ser verificado estes
dados mostram uma diferenca de 28 unidades de massa demonstrando, portanto, que CM1
tratava-se de uma mistura de dois compostos isomologos.

O espectro HMBC (Fig. 32, pag. 48) permitiu definir com seguranca a unidade de

glicerol ao grupo carboxila através dos acoplamentos dos hidrogénios em oy 2,37 (H-2/H-23),
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1,65 (H-3/H-22), 4,74 (H-1") e 4,66 (H-1") com o sinal de carbono em d¢ 174,1 (C-1/C-24). A
Figura 1 sumariza as principais correlagdes a longa distancia de CML1.

OH OH OH
o_KRg L QJZQQ% 3 CLV3Q§¥
\f/hﬁ '%1i%,5Wﬁi!Tv¢1 :£L<£§%<-vg-'ﬁ

OH o} OH o) OH

OH OH OH
o) o 4 o_PA& 5 3 o\}?
0 OH 0 OH 0 OH

Figura 25 - Acoplamentos a longa distancia (*H, **C-HMBC) de CM1.

De acordo com os dados obtidos através dos espectros de RMN, 1V e EMAR, foi
possivel determinar a estrutura de CM1 como sendo uma mistura dos compostos
tetracosanodioato de bis-(2,3-diidroxipropila) e docosanodioato de bis-(2,3-diidroxipropila),

0s quais estdo sendo relatados pela primeira vez na literatura.

O

2 2 01
OH

Figura 26 - Estruturas de CM1
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Tabela 06 - Deslocamentos quimicos (5) de RMN *C (125 MHz, CsDsN) de CML.

HSQC HMBC
C d ¢ dn ?J cH e
1/24 174,1 - 2H-2/23 2H-1°/17
2H-3/22
2/23 35,0 2,3 (t, J=7,5)
3/22 25,1 1,65 (m) 2H-2/23
2H-4/22
4/21 30,2-29,7 1,27-1,21
5/20 30,2-29,7 1,27-1,21
6/19 30,2-29,7 1,27-1,21
7/18 30,2-29,7 1,27-1,21
8/17 30,2-29,7 1,27-1,21
9/16 30,2-29,7 1,27-1,21
10/15 30,2-29,7 1,27-1,21
11/14 30,2-29,7 1,27-1,21
12/13 30,2-29,7 1,27-1,21
1°/1” 67,1 4,74 (dd, J=11,1 e 4,5 Hz) 2H-3°/3”
4,66 (dd, J=11,1 € 6,4 Hz)
2°/2” 71,2 4,47(m) 2H-1"/17
2H-3°/3”
3°/3” 64.6 4,15 (m) 2H-1°/17
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Figura 30 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° de CM1(CsDsN, 125 MHz)
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Figura 32 - Espectro de RMN 'H, *C-HMBC de CM1(CsDsN, 500 MHz)
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Figura 34 Espectro de massa de Alta Resolu¢do de CM1
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3.5 Determinacgéao Estrutural de CM1A (120)

CM-1 foi submetido a uma reacdo de acetilacdo (item 4.4.10 pédg. 69), para
esclarecer se 0 mesmo era uma mistura de cadeia aberta, e onde se obteve uma resina branca,
codificada como CM1A.

O espectro de massa de alta resolucdo (EMAR) (Fig. 41, pag 53), obtido com
ionizagdo por electrospray e no modo positivo, mostrou dois picos referentes aos adutos de
sodio [M+Na]*, em um m/z 737,4578 indicando a uma férmula molecular CsgHgsNaO1,
(massa calculada 7377,4451) e outro m/z 709,4307 referente a formula molecular
CasHg2NaO1, (massa calculada 709,4307).

O espectro de RMN *H (Fig. 36 ,pag.51) apresentou dois singletes um em 8y 2.08 e
outro em 2.09 referentes a hidrogénios metilénicos alfa carbonilico, além de sinais em 0y
3,65-3,67 referentes a hidrogénios ligados a carbono spoxigenado.

Os espectros de RMN *C (Fig. 38, pag. 52I) e DEPT 135 (Fig.40, pag.53)
mostraram sinais para grupos metilicos em J&; 21,0 e 20,9 assim como sinais em
dc 173,5, 170,7 e 170,3 caracteristicos de carbonos carbonilicos de ésteres. Com base nos
dados de massa de alta resolucdo e RMN foi confirmado a proposta estrutural de CM1 como
uma mistura de cadeia aberta e através da interpretacdo de dados de RMN e EMAR de seu
derivado acetilado CM1A.
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0)
,COC o

H COCHj3

o OCOCH;

(0)
HsCOCO OW\/\/\WY \)ﬁ
(0]

COCHjs OCOCHjs

Figura 35 - Estrutura de CM1A
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3.6 Determinacéao Estrutural de CM2 (121)

A fracdo diclorometano do extrato etandlico das raizes de C. mucungeana, apds
sucessivas colunas cromatogréaficas, obteve-se um solido branco amorfo com faixa de fuséo
258,8-270,0 °C denominado CM-2.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 43, pag. 56) apresentou uma
banda larga em 3376 cm™ correspondente a deformacéo axial de ligacdo O-H, absorcdes em
2920 e 2869 cm™ caracteristicas de deformacdo axial de ligacdo C-H (sp®), uma banda em
1634 cm™ associada a vibragdo de deformacéo axial C=C de olefinas, além de bandas intensas
em 1049 e 1023 cm™, atribuidas a deformacao axial de ligagdo C-O [Silverstein, 2007].

No espectro de RMN *H (Fig. 44, pag. 56), verificou-se a presenca de trés sinais na
regido de desprotecdo em oy 5,36, 5,28 e 5,09, caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos sp?. Os sinais entre &u4,58 e 4,01 foram atribuidos a uma unidade
glicosidica,enquanto os sinais entre 641,04 a 2,11 tipicos de esqueletos terpénicos ou
esteroidais.

O espectro de RMN *C (Fig 45, pag 57) apresentou um sinal em & 79,0
caracteristico de carbono sp3 oxigenado. Os sinais em 6. 122,2 a . 141,3 s&o caracteristicos
de carbonos olefinicos. Foi observada ainda a existéncia de sinais entre d. 10,9, caracteristico
de carbono anomérico dos compostos f-sitosterol e estimasterol e o, 102 caracteristico de
carbono anomérico de espinasterol. Além de sinais em o, 78,8, 78,5, 75,7, 72,1 e 63,3
caracteristicos de carbonos oxigenados. A comparacao dos dados espectroscépicos com dados
da literatura, permitiu concluir que CM-2 trata-se de uma mistura de triterpenos glicosilados
estigmast-5-en-3-O-glicipiranosideo (B- sitosterol glicosilado), estigmast-5,22-dien-3-O-

glicopiranosideo (estimasterol glicosilado) e 3-O-p-D-glicopiranosil espinasterol. A° = p-

Sitosterol glicosilado A”??= Espinasterol glicosilado A>?? = Estigmasterol glicosilado.

29

Figura 42 - Estruturas de CM-2
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Tabela 07 - Deslocamentos Quimicos 6 de RMN®C (125 MHZ, CsDsN) de CM2

[B-Sitosterol i Estimasterol i Espinasterol i
C L. Literatura L. Litertura L. Literatura

Glicosilado Glicosilado Glicosilado
1 37,0 37,2 37,1 37,3 37,4 37,7
2 31,6 30.6 31,4 32,5 30,4 29,6
3 79,0 79,02 71,0 79,0 77,3 77,5
4 39,5 39,7 38,0 37,7 34,8 34,9
5 1414 141,3 140,4 139.9 40,2 40,2
6 122,2 122,2 121,1 122,2 30,1 30,4
7 31,6 32,5 117,4 30,65 117,9 118,2
8 31,7 32,4 139,5 32,4 139,7 139,9
9 50,0 50,7 49,4 49,9 49,7 49,9
10 36,5 37,8 34,4 37,89 34,6 37,8
11 20,8 21,8 21,5 21,6 21,8 21,8
12 385 37,8 39,4 39,7 39,7 39,7
13 421 42,7 43,3 40,2 43,5 45,8
14 56,5 57,3 55,1 57,3 55,4 55,6
15 245 24,9 23,0 24,9 23,5 23,7
16 28,7 29,6 28,5 29.9 29,0 29,6
17 558 56,5 55,8 56,7 56,1 56,7
18 12,0 12,5 12,0 12,6 12,3 12,8
19 190 19,5 13,0 19,8 13,1 13,4
20 36,0 37,2 40,8 36,8 41,2 41,1
21 185 19,8 21,4 19,5 21,7 21,8
22 34,0 34,9 138,8 139,1 138,7 139,9
23 288 29.6 1294 130,0 129,7 139,1
24 457 46,4 51,2 46,4 51,5 51,8
25 289 29,9 31,9 30.6 32,2 32,4
26 195 19,8 21,1 19,8 21,4 21,6
27 18,7 19,5 19,4 19,6 20,1 20,36
28 228 23,8 25,4 23,8 25,8 23,8
29 120 12,6 12,3 12,5 12,6 16,61
1 1029 100,9 102,9 100,8 102,6 102,3
2 72.19 73,3 72.1 73,4 75,7 75,4
3 75,7 76,2 78,8 76,7 79,0 78,7
q 72,13 70,0 72,1 70,1 72,1 71,8
5 788 75,4 77,5 76,7 79,0 78,5
6 63,3 61,7 63,2 61,0 63,2 62,9
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Material Botanico

O Material botanico (raizes) das duas espécies investigadas, C mucugeana e
C sessilis, foi coletado na Chapada Diamantina, no estado da Bahia em Margo de 2009 pelo
professor Edilberto Rocha Silveira, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da

Universidade Federal do Ceara.

4.2 Métodos Cromatogréaficos
4.2.1 Cromatografia de Adsorgao

Para o fracionamento dos extratos brutos e fracGes, bem como a separacdo e
purificacdo das substancias, foram utilizadas cromatografias de adsorcdo em coluna
gravitacional (CC) utilizado-se como suporte gel de silica 60 comum (70-230 mesh) e para as
cromatografias de adsor¢do em coluna sob pressdo reduzida (“flash™) utilizou-se silica gel 60
(0,040-0,063 mm; 230-400 mesh) da Merck.

O monitoramento das fracGes resultantes dos processos cromatograficos foi realizado
em cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando cromatofolhas de aluminio da marca
Merk. A revelacdo das placas cromatograficas foi realizada pela exposicdo & radiacdo
ultravioleta (UV) em dois comprimentos de ondas ( 254 e 365 nm), emitidos por lampadas
modelo UVSL-25 da mineral light e por aspercdo com solucdo de vanilina em &cido
perclérico, seguida de aquecimento em chapa elétrica a 100 °C.

Os solventes empregados como eluentes foram hexano, diclorometano, acetato de

etila e metanol, puros ou em misturas binarias, com gradiente crescente de polaridade.

4.2.2 Cromatografia Liquida por Exclusdo Molecular
Os fracionamentos cromatograficos por exclusdo molecular foram efetuados em gel
de dextrana Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals, utilizando-se metanol ou uma

mistura ternéria de Hexano,CH,Cl, e metanol na proporg¢éo de 1:1:1 como fase movel.

4.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As cromatografias liquida de alta eficiéncia foram realizada em um aparelho da
marca SHIMADZU, constituido de trés bombas de alta pressdo, modelo LC-20AT, detector
com arranjos de diodos, modelo SPD-M20A, desgaseificador acoplado, modelo DGU-20AS,
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um forno termostatico para acomodacdo da coluna modelo CTO-20A e programa
SHIMADZU LC solution (2003-2008, Japéo).

As analises foram feitas em uma coluna semi-preparativa C-18 (Gemini,
Phenomenex) 250 x 4,6 mm e utilizado como fase movel os solventes ACN e metanol grau
CLAE, os quais foram filtrados a vdcuo em membranas de Nylon com poros de PTFE de
0,45 um. As amostras foram dissolvidas nos solventes utilizados na fase movel e filtrados
num sistema manual de membranas de teflon 0,45 um da Whatman. A vazao foi de 4,72 mL e

volume de inje¢ao de 200 pL.

4.3 Meétodos Espectrométrico

Os espectros de (IV, RMN, de massa) foram obtidos em equipamentos da Central
Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica e do Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade

Federal do Ceara.

4.3.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e de
Carbono 13 (RMN **C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Brukuer,
modelo Advanced DRX-500, operando na freqiiéncia de 300 e 500 MHz para o hidrogénio e
nas frequéncias de 75 e 125 MHz para carbono-13, pertencentes ao Centro Nordestino de
Aplicacédo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN).

Os solventes deuterados utilizados na dissolucdo das amostras e obtencdo dos
espectros foram: cloroférmio (CDCls3) e piridina (CsDsN). As multiplicidades dos sinais nos
espectros de RMN *H foram indicadas seguindo convencdo: s (singleto), sl (singleto largo), d
(dupleto), dd (duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

Os deslocamentos quimicos foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN *H pelo pico do hidrogénio pertencente a fragcdo no
deuterada dos solventes: cloroférmio (64 7,27) e piridina (6 8,74; 7,58; 7,22), enquanto que
nos espectros de carbono 13 utilizou-se tetrametilsilano como referéncia interna. O padréo de
hidrogenac&o dos carbonos nos espectros de RMN *3C foi determinado através do emprego da
técnica DEPT (Distortionless Ennhacement by Polarization Transfer), com angulo de mutagéo
(0) 135 com CH e CH3 com amplitudes em oposi¢cdo aos CH,, e foi descrito segundo a

convencgado: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico)
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e CHj; (carbono metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtragao
dos espectros DEPT 135° e do espectro BB (Broad Band), além das correlagdes dos espectros
de HMBC e HSQC.

4.3.2 [Espectroscopia na regido de infravermelho (1V)
Os espectros de absorcdo na regido de infravermelho foram registrados em
espectrofotobmetro PERKIN ELMER, modelo FT-IR Espectrum 100, utilizando-se partilhas

de KBr para anéalise das amostras.

4.4 Estudo dos constituintes ndo volateis de C. mucungeana e C. sessilis

As raizes de C. mucungeana (2,6 Kg), foram secas a temperatura ambiente |,
trituradas e foram submetidas a extracdo com hexano seguido de etanol (Fluxograma 1).
A solucdes resultantes das extracGes foram filtradas e concentradas sob presséo reduzida em

evaporador rotativo.

Fluxograma 1 - Obtencéo do extrato hexanico e etandlico de C. mucugeana

1. Pulverizacdo

Material Botanico 2. Extracdo com hexano (3x)

(2,6Kg) 3. Evaporacdo do solvente
1
Extrato Hexdnico Torta 1. Extracdo com Etanol
(EHCM) (7 .2 9) 2. Evaporacéo do Solvente

Extrato Etandlico

(EECM) (64.0 g) Residuo

As raizes de C. sessilis (1,785 Kg), foram secas a temperatura ambiente e trituradas,
foram submetidas a extracdo com hexano seguido de etanol (Fluxograma 2). A solugéo
resultante das extracGes foram filtradas e concentradas sob pressdo reduzida em evaporador

rotativo.

WILDSON MAX BARBOSA DA SILVA PAGINA 61



Fluxograma 2 - Obtenc¢éo do extrato hexanico e etandlico de C. sessilis

Material Botdnico 1. Pulverizagdo
2. Extragdo com hexano (3x)

(1'78|5 Kg) 3. Destilacdo do solvente
I ]
Extrato Hexdnico Tort
(EHCS) (6,939) ortd 1. Extracdo com Etanol
| 2. Evaporacéo do Solvente
I
Extrato Etandlico Residuo
(EECS) (24,39)

4.4.1 Fracionamento Cromtogréafico do Extrato Hexénico de C.sessilis

O extrato hexanico de C. sessilis (5,0g) foi adsorvido em 12,0g de gel de silica,
pulverizado em gral de porcelana e acondicionado sobre 35,0g de gel de silica. Os solventes
utilizados na elui¢do durante o fracionamento foram hexano, acetato de etila e metanol, puros
ou em misturas binarias sempre em ordem crescente de polaridade. As solucBes obtidas foram
destiladas, sob pressdo reduzida, sob pressdo reduzida, resultando nas fracbes sumarizadas na
tabela 08.

Tabela 08 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico do Extrato Hexénico de
C.sessilis

ELUENTE FRA(;AO MASSA(Q) RENDIMENTO (%)

Hexano 1 0,1 2
Hexano:AcOEt 20% 2 2,8 57
Hexano:AcOEt 40% 0,7 14,6
Hexano:AcOEt 60% 4 0,2 48
Hexano:AcOEt 80% 5 0,5 10,4

ACcOEt 6 0,009 0,2

MeOH 7 0,2 3,8

4.4.2 Fracionamento Cromatografico da Fr 2.

A fracdo 2 (2,869) foi adsorvida em 5,0 g de gel de silica, pulverizada em gral de
porcelana e acondicionada sobre 20,0 g em gel de silica. Os solventes utilizados na elui¢do
durante o fracionamento foram hexano, acetato de etila e metanol puros ou misturas binarias

em ordem crescente de polaridade, sumarizadas na tabela 09.
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Tabela 09 - Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico de Fr 2.

ELUENTE FRA(;AO MASSA(Q) RENDIMENTO (%)
Hexano 1-7 0,2 6,9
Hex:ano;AcOEt 8-18 0,2 6,9
10%
Hexano:AcOEt 19-24 0,3 10,4
20%
Hexano:AcOEt 25-32 0,2 6,9
30%
Hexano :AcOEt 33-36 0,5 17,4
40%
Hexano;AcOEt 37-45 0,4 13,9
50%
ACcOEt 46-48 0,3 10,4

4.4.3 Fracionamento da Fr 25-36

A fragdo 21-26 (0,79 ) foi adsorvida em 0,86 de gel de silica, pulverizada em gral de
porcelana e acondicionada sobre 30,0 g em gel de silica. Os solventes utilizados na eluicéo
durante o fracionamento foram diclometano e acetato de etila puros ou misturas binarias em
ordem crescente de polaridade. Como mostrado na tabela 10.

Tabela 10 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico Fr 21-26

ELUENTE FRACAO MASSA(g) RENDIMENTO (%)
CH.Cl, 1-8 0,03 15
CH.Cl,: ACOEt 5% 9-18 0,05 25
CH,Cl, : AcOEt 10% 19-28 0,01 5,0
CH.Cl, : AcOEt 15% 29-40 0,02 10,0
CH,Cl, : ACOEt 20% 41-50 0,04 20,0
AcOEt 51-70 0,03 15,0

4.4.4 Fracionamento Cromatografico da Fr 9-18 e Isolamento de CS3

A fracdo 9-18 (0,05g ) foi misturada em 0,69 de gel de silica do tipo ‘flash”, pulverizada em

gral de porcelana, acondicionada sobre 30 g em gel de silica e submetida a uma cromatografia
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sob pressdo utilizando a mistura binaria Hex: AcOEt 10% deste fracionamento obteve-se as
fracbes 1 — 60. As fragdes de 11-30, ap6s processo de comparacdo por CCD, resultou em
0,0lmg de um soélido branco amorfo codificado de CS-3. Os dados referentes ao
fracionamento estdo sumarizados na tabela 11.

Tabela 11 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico Fracdo 9-18.

ELUENTE FRACAO MASSA(g) RENDIMENTO (%)
Hex: :AcOEt 10% 1-10 0,001 2
Hex: :AcOEt 10% 11-30 0,01 30
Hex: :AcOEt 10% 31-45 0,011 22
Hex: :AcOEt 10% 46-60 0,005 10

4.4.5 Fracionamento Cromatografico do Extrato Etanolico de C. sessilis

O extrato etandlico de C. sessilis (24,3g) foi adsorvido em 40,0 g de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 153,0 g de gel de silica. Os solventes
utilizados na eluicdo durante o fracionamento foram diclorometano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas binarias sempre em ordem crescente de polaridade. A
destilacdo do solvente resultou nas fragdes,sumarizadas na tabela 12.

Tabela 12 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico do Extrato etandlico de
C.sessilis.

ELUENTE FRACAO MASSA(g) RENDIMENTO (%)
CH,Cl, 1 2,0 8,2
CH,Cl,:AcOEt 1:1 2 34 14,1
AcOEt 3 2,1 8,6
MeOH 4 14,0 57,6

4.4.6 Fracionamento Cromatografico da Fracdo CH,Cl, e Isolamento de CS1.

A fracdo Fr CH,Cl,(2,0g) foi adsorvida em 4,0 g de gel de silica, pulverizada em gral
de porcelana e acondicionada sobre 27,0 g em gel de silica. Os solventes utilizados na eluigdo
durante o fracionamento foram hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou

misturas binarias em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas cinco fragbes de 300 mL
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cada, que foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas em CCD, como descrito na
Tabela 13.

Tabela 13 - Dados referentes ao Fracionamento Cromatogréfico da fragdo CH,Cl,

Eluente Fragdes Massa (mg)
Hexano: CH.Cl, 1:1 1 520,0
CH,Cl, 100% 2 484,3
CH,Cl,:AcOEt 1:1 3 5219
AcOEt 4 44,7
MeOH 5 257,2

A fracdo Fr, CH,Cl, (484,3mg) foi adsorvida em 1,2 g de gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e acondicionada sobre 23 g de gel de silica. Os solventes utilizados na
eluicdo durante o fracionamento foram: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol
puros ou misturas binarias em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 101 fracGes
coletadas em frascos de 10 mL cada, que foram concentradas a temperatura ambiente e
analisadas em CCD, como descrito na Tabela 14.

Tabela 14 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de Fr, CH,Cl,

Eluente Fracdes Fracdes reunidas Massa (mg)

Hexano : CH,Cl, 70% 1-22 1-2 36,1
3-5 12,8
6-8 9,13

9-13 10
14-21 59,7

Hexano : CH,Cl, 90% 23-46 22-25 40,1
26-47 70,6

CHCl, : AcOEt 10% 47-57 48-58 3,0
CH,Cl, : AcOEt30% 58-68 59-62 7,0
CHCl, : AcOEt 50% 69-79 63-79 4,7
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CHCl,: AcOEt 70% 80-100 80-100 5,0

MeOH FMeOH F MeOH 20

4.4.7 Fraciomamento Cromatogréafico de Fr CH,Cl,:AcOEt 1:1 e isolamento de CS2.

A fracdo Fr CH.Cl,:AcOEt 1:1(1,68g) foi adsorvida em 12,0 g de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre 26,31 g em gel de silica. Os solventes
utilizados na eluig&o durante o fracionamento foram diclorometano, acetato de etila e metanol
puros ou misturas binarias em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas sete fracdes de
200 ml cada, que foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas em CCD, como

descrito na tabela 15.

Tabela 15 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de Fr CH,Cl, : AcOEt 1:1

Eluente Fracdes Fragdes reunidas Massa(mg)
CH,CI,.100% 1 27,6
CH,CI,: AcOEt20% 2 1,500
CH,Cl,: AcOEt40% 3 756,7
316,3
CH,CI,: AcOEt60% 4 3-4
170,1
CH,Cl,: AcOEt80% 5
AcOEt 6 87,2
MeOH 7 330,5

A fragdo 2 (1500mg) foi adsorvida em 2,5 g de gel de silica, pulverizada em gral de
porcelana e acondicionada sobre 17,8 g em gel de silica. Os solventes utilizados na elui¢do
durante o fracionamento foram: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou

misturas binarias em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas nove fragdes em frascos
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de 10mL os quais foram concentradas a temperatura ambiente e analisadas em CCD, como
descrito na Tabela 16.
Tabela 16 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo 2

Eluente Fraces Fracdes Massa (mg)
Reunidas
Hexano: CH,Cl, 40% 1-24 1-15 20,0
16-39 30,0
Hexano: CH,Cl, 50% 23-43 40-60 140,0
Hexano: CH,Cl, 70% 44-54
Hexano: CH,Cl, 90% 55-64
CH.Cl;: AcOEt 10% 65-85 61-71 210,0
CH,Cl,: AcOEt 30% 86-93 72-85 86,0
86-95 400,0
CH,Cl,: AcOEt 50% 94-104 50
AcOEt 100% F Acetato 45
MeOH 100% F MeOH 40

A fracdo 86-93(400 mg) foi recromatografada em uma coluna sob pressdo em 1,2 g e
acondicionado em 29,50 g de silica do tipo “flash”. Foram obtidas 64 fracbes em frascos de
10 ml os quais apo6s analisadas por CCD foram reunidos em cinco grupos de acordo com a
Tabela 17.

Tabela 17 - Dados referentes ao fracionamento Cromatografico de F86-95.

ELUENTE FRACOES FRACOES REUNIDAS Massa (mg)
CH,Cl, 1-30 1-39 210,0
CH.Cl,: AcOEt 1:1  31-51 40-50 85,0
CH.Cl,: AcOEt 1:1  52-62 51-62 60,0
AcOEt F Acetato 63 20,0
MeOH F MeOH 64 20,0

A fragdo 1-39 (210 mg) foi adsorvida em 1,48 g de gel de silica, pulverizada em gral

de porcelana e acondicionada sobre 11,30 g em gel de silica. Os solventes utilizados na
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eluicdo durante o fracionamento foram: diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou
misturas binarias em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas cinco fragdes em frascos
de 10 mL, que foram concentradas a temperatura ambiente e analisadas em CCD, resultando
em 8 grupos como descrito na tabela 18.

Tabela 18 - Dados referentes ao Fracionamento Cromatografico de F 1-39

Eluente Fracoes Fracfes Reunidas Massa (mg)
1-2 10,0
CH,Cl,100% 1-20 3-6 8,0
7-16 5,0
17-21 14,0
CH,CIl, AcOEt 10%  21-41 22-38 98,0
CH,CI,:AcOEt 20%  42-53 39-53 10,0
AcOEt 54 54 20,0
MeOH 55 55 35,0

A Fracdo 22-38 (98,0 mg) foi analisada por CLAE para desenvolvimento do método
de isolamento de CS2. Essa analise foi realizada em um cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia, em uma coluna semi-preparativa no modo de eluicdo reverso. A fase mdvel
utilizada nesse experimento foi MeOH : H,O na proporcdo de 8:2 com um fluxo de 4,72
mL/min e volume de injecdo de 200uL. O pico 1 correspondente ao tempo de retengdo de

6,45 min foi coletado e resultou no isolamento de CS2 (20,0 mg).

4.4.8 Fracionamento cromatografico do extrato etanélico de C. mucugeana

O extrato etandlico de C. mucugeana (64,0g) foi dissolvido em 200 mL da mistura
de MeOH / H,0 (1:1) e submetido & particdo com os solventes CH,Cl, e Acetato de Etila
( 5 vezes 100mL de cada solvente) as solucGes resultantes foram concentradas sob pressao
reduzida, fornecendo assim 3 fracbes: CH,Cl, (9,02 g), AcOEt (12,3g) e Hidroalcodlica
(349).

4.4.9 Fracionamento Cromatogréafico da Fracdo CH,Cl; e Isolamento de CM1 e CM2

A fragdo diclorometano foi adsorvida em 18,00 g de gel de silica, pulverizada em
gral de porcelana e acondicionada sobre 57,39 g em gel de silica. Os solventes utilizados na

eluicdo durante o fracionamento foram: hexano, acetato de etila e metanol puros ou misturas
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binéarias em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 8 frages coletadas em um volume
de 300 mL cada, os quais foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas em CCD,
conforme a tabela 19.

Tabela 19 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo CH,Cl,.

Eluente Frac0es Fracdes reunidas Massa (mg)

Hexano F1 970
Hexano: AcOEt 20% F2 F2eF3 815
Hexano: AcOEt 40% F3 1.900
Hexano: AcOEt 60% F4 F4eF5 1.002
Hexano: AcOEt 80% F5 1.300

AcOEt F6 600,0
AcOEt: MeOH 20% F7 1,09
AcOEt:MeOH 40% F8 500,0

A fragdo 7 (1,09 mg) foi dissolvida em 5 mL de uma mistura ternaria de Hexano:
CH,Cl,:MeOH na proporg¢éo de 1:1:1, acondicionada em uma coluna contendo SEPHADEX
LH-20 e eluida na mesma mistura. Deste processo foram coletadas 50 fracdes de 10 mL cada.
As fracbes de 20-30 (40 mg) apresentaram um sélido branco, os quais foram lavados com
AcOEt, possibilitando assim 16,0 mg de um sélido branco denominado CML1 e as frag6es 40-
50(20mg) apresentaram como forma de um sélido branco denominado CM2,

4.4.10 Reacdo de Acetilacdo de CM1

Uma aliquota de 10,0 mg, proveniente de CM-1, foi solubilizada em piridina
(CsHsN) e anidrido acético (Ac,O) na proporcéo de 1:1 e submetida a agitagdo magnética por
24 horas. O Término da reacdo foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD),
seguida de tratamento com 20 mL de uma solucdo de HCI 10%. A extracdo com (CHClI,)
seguida de destilacdo do solvente possibilitou a obtencdo de uma resina branca codificada
com CM1A(16mg).
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5. CONCLUSAO

A prospec¢do quimica de Calliandra sessilis e Calliandra muncugeana, resultou no
isolamento e caracterizacdo de 5 constituintes quimicos pertencentes a classes diferentes de
metabdlitos secundarios, comuns em plantas superiores. Do extrato etandlico das raizes de C.
sessilis foi isolada uma mistura estereoidal composta por B-sitosterol, estigmasterol e
espinasterol, um novo diterpeno de esqueleto do tipo cassano denominado 2,12 dioxo-3-
hidroxi-15,17-epoxi-cassa-13(15),14(17)-dieno. A partir do extrato hexanico foi isolado um
triterpeno de esqueleto Lupeno denominado Lupeol.

Do extrato etandlico das raizes de C. muncugeana foi isolado na forma de mistura
dois diésteres graxos o tetracosanodioato de bis-(2,3-dihidroxipropila) e docosanodioato de
bis-(2,3-dihidroxipropila), os quais estdo sendo relatados pela primeira vez na literatura. Estes
compostos sao provavelmente formados a partir de um diacido esterificado com glicerol, além
de uma misturas de esterdides glicosilados composta por estigmast-5en-3-O-glicipiranosideo
(B- sitosterol glicosilado), estigmast-5,22-dien-3-O-glicopiranosideo (estimasterol glicosilado)

e 3-O-B-D-glicopiranosil espinasterol.
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6. CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS

6.1 - CS-01

F.M - Cy9Hs500 (sitosterol)
P.M -414u.m.a

F.M - Cy9H4g0 (estigmasterol)
P.M-412 um.a

F.M - Cy9H4g0 (espinasterol)
PM -412 um.a

Aspecto: Sélido branco amorfo
Espectroscopia na regido do IV (cm™): 2954, 2850, 1641, 1039.
Espectroscopia de RMN 3C (125 MHz, CDCls) : Tabela 03, pag. 28

6.2 - CS-02

F.M - CyoH2604

P.M-330u.m.a

Aspecto - Soélido branco

Faixa de Fusdo: 220,2 - 223,3°C .
Espectroscopia na regido do IV (cm™): 3413, 2942, 2873, 1760, 1689.
Espectrometria de massa alta resolugéo (EMAR) m/z. 331,1769 [M + H]"
Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CDCls).Tabela 04, pag. 32

V4

6.3 - CS-03
F.M - C3Hs0 O
P.M - 426 u.ma
Aspecto - Solido branco HO
Faixa de Fusdo: 170,3 - 176,6 °C
Espectroscopia na regido do IV (cm™). 3361, 2941, 2862, 1641, 1039
Espectroscopia de RMN 3C (125 MHz, CDCls). Tabela 05, pag. 40
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6.4 - CMO01
F.M - C30Hsg0g € C28H540s
P.M -546 e 518 um.a

Aspecto - Solido branco
0 OH
O,
HO/H(;\O)K/W\/\/\/\/\/\/\/\GO( \)\o ]
0 ) \):
Ho/ﬁcj\o)&/\/\/\/\/\/\/\/\/\/ﬁg/ |

Espectroscopia na regido do IV (cm™): 3346, 2916 , 2848, 1734
Espectrometria de massa alta resolugido (EMAR) m/z. 569,4058 e 541,3798 [M + Na]*
Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CsDsN). Tabela 06, pag. 45

6.5 - CM1A
F.M - C3sHgsO12 € C3H62012
P.M -714,93 ¢ 686,88 u.m.a

Aspecto - Solido branco

0 OCOCH;
o)
H3coco/\(\
COCOH; 0 OCOCH;
0 OCOCH;
o)
choco/Y\
COCOH; o OCOCH;

Espectrometria de massa alta resolugido (EMAR) m/z. 737,4578 e 709,4307 [M + Na]*
Espectroscopia de RMN C (125 MHz, CDCls). Figura 38, pag. 52
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6.6 - CM-02

F.M - C35Hs5506 (sitosterol glicosilado)
P.M-574um.a

F.M - C35Hs606 (estigmasterol glicosilado)
P.M-572u.m.a

F.M - C35Hs5306 (espinasterol glicosilado)
PM -574 um.a

Aspecto: Sélido branco amorfo
Espectroscopia na regi&o do IV (cm™): 3376, 2920, 2869, 1634, 1049, 1023.
Espectroscopia de RMN *3C (125 MHz, CsDsN ). Tabela 07, pag. 55
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