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RESUMO

Este trabalho divide-se em:

A- Estudo do extrato acetato de etila-hexénico
de Leonotis nepetaefolia;

B- Estudo do extrato hidroalcoélico de Leonotis
nepetaefolia.

Do primeiro, isolou-se uma mistura de trés es-—
terdis, posteriormente identificados como campeste-
rol 1, stigmastercl 2 e P-sitosterol 3. Tamkém iso-
lou-se uma amida derivada da fenilalanina, identi-
ficada como anomalamida 4, inédita na familia.

A determinacgdo estrutural da amida foi realizada
por anadlises de espectros, empregando-se técnicas de
APT, HETCOR e espectrometria de massas. Os esterdis
foram identificados por CGAR através de coinjegdes
com padrdes.

Do extrato hidroalcoblico, isolou-se uma mistura
de flavonbéides posteriormente identificados como
Apigenin 5 e Luteolin 6, cuja determinagdo estru-
tural foli realizada por métodos espectroscépicos e
por comparagdo com padrdes por HPTLC.



ABSTRACT

This work is subdivided into two parts:

A- Study of the Ethyl acetate-hexane

extract of Leonotis nepetaefolia;

B- Study of the Hydroalcoholic extract of
Leonotis nepetaefolia.

A mixture of three sterols was isolated
from the Ethyl acetate-hexane extraét. They were
identified as campesferol 1, stigmasterol 2 and B-
sitosterol 3. An amide derivated from phenylalanine
was also isolated, being identified as anomalamide
4, it is an unpublished compound in the family.

The amide structural elucidation was
performed by spectral analysis, using APT,. HETCOR

and mass espectrometry technics. The sterols were

identified by CGAR, through coinjections with
authentic sample.

From the Hydroalcoholic extract, a mixture
of flavonoids was isolated. They were identified as
Apigenin 5 and Luteolin 6, by spectroscopic methods

and by comparison with authentic samples for co-
HPTLC.



I. INTRODUGAO

E notério o interesse de setores da comunidade
cientifica sobre o estudo de substéncias isoladas de
vegetais e sua aplicagd@o como fonte de matéria-pri-
ma na obtencdo de resinas, alimentos, fibras, coran-
tes, esséncias, remédios e outros.

A investigagdo fitoquimica emprega uma ampla va-
riedade de técnicas e procedimentos para elucidar
questdes a seu respeito tais como: compreensdo do
metabolismo, similaridades quimicas entre espécies
em uma familia (quimiotaxonomia), a influéncia no
meio ambiente, sua composicdo quimica, etc. Para
isto .conta com varios métodos cromatogridficos para
isolamento e identificadcdo dos metabdlitos secunda-. ..
rios de plantas, enquantd que para a determinagdo de
estruturas moleculares s3ao utilizadas diversos re-
cursos espectrométricos, por exemplo: espectrofo-
tometria de U.V./ VIS. e 1I.V., espectroscopia de
RMN, espectroscopia de raios-X, espectrometria de
massas, além de determinagdo do ponto de fusdo,
rotacdo 6tica, etc.

A familia Labiatae é composta de cerca de 3300
espécies agrupadas em torno de 200 géneros e estéao
distribuidas em vérias regides do planeta. Seus
membros tém sido empregados como agentes flavori-
zantes, condimentos, na manufatura de perfumes, tra-
tamento de doengas neoplédsicas e em préaticas medi-
cinais primitivas(1,2,3),

O estudo fitoquimico da familia Labiatae re-
monta do século passado sendo descrito o isolamen-
to e identificacdo de O6leos essenciais (mono- e

sesquiterpenos como cymeno e carvacrol) (1),

diterpe-
nos como trachinol(4),

varios triterpendéides este-
roidais como a- e B-amyrin, 4cido ursélicofl), fla-
vonéides(3) como as flavonas scutellarein e apige-
nin, flavondis (glicosideos do

- amsay PR @Y 24
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ferol,..) e flavanonas: isoacuranetin, hesperidin, a
cunarina 4,6,7-trimetéxi-5-metilcromen-2-onal?), ta-
ninos(6) entre outros, obtidos de vArias partes da
planta (sementes, folhas, raizes,...).
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4,6,7-Trimethoxy-5-methylchromen-2-one

Fig.l: alguns compostos j& isolados da familia
Labiatae(12),



1. CONSIDERAGOES SOBRE A ESPECIE EM
ESTUDO

O vegetal Leonotis nepetaefolia R. Br., da
familia Labiatae, é conhecida pela populagido como
Cordao de Frade, Pau de Praga ou Rubim.

Erva anual, sublenhosa, de caule quadrangular
aveludado-pubescente, até dois metros de altura,
simples ou ramificado; folhas opostas, ovadas até
ovado-deltbéides, cunhadas ou subcordiformes na base,
finamente crenadas, de 4-12 cm. de comprimento;
flores pediceladas, de 25 mm, c&lice pulverulento e
corola bi-labiada, vermelha, roxa ou laranja-a-
marelo, manchada, dispostas em racimos densos, ver-
ticilados, de 4-6 cm de dié&metro, formando capitulos
globosos separados (ver fig. 2). Planta bastante co-
mum em todo o Brasil; tem a singularidade de a-
companhar o homem: sé6 existe onde o homem estd mo-
rando ou j& morou(8)., Comum em outras regides do
planeta, como na América Central (Porto Rico,
Trinidad), sudeste asiatico (India)
norte (Canada).

e no hemisfério

Pesquisa de substéncias quimicas a partir de ex-
tratos secos da planta em varios paises resultaram
na identificagcido de muitos compostos tais como a cu-
marina 4,6,7-trimethoxy-5-methyl-chromen-2-one(7),
diterpenos labdanicos como nepetaefolinol(3/9), leo-
notinin(?, nepetaefuranol(l0), nepetaefuran(l®), le-
onotin(23), isolados da variedade indiana; nepeta-
efolin(2,10), methoxynepetaefolin(3,11), isolados da
variedade obtida da América Central
Puerto Rico).

(Trinidad e



Fig.2:Leonotis nepetaefolia: A) Aspecto geral.

B) Flor isolada.



Nepetaefolin

Nepetaefuran Leonotinin Leonotin

4,6, 7-Trimethoxy-5-methylchromen-2-one

Fig. 3: constituintes quimicos ja isolados de
Leonotis nepetaefolia(32),



2. USOS NA MEDICINA POPULAR

A espécie vegetal Leonotis nepetaefolia, vul-
garmente conhecida como "Corda@o de Frade" & usada na
medicina popular como cicatrizante e em dores de
contus3o. Considerada Gtil para combater dlceras ma-
lignas, a elefantiase incipiente, hemorragias uteri-
nas, como anti-espasmédica, anti-reumatica, febrifu-
ga e diurétical8),

Resultados de testes farmacoldgicos apontaram o
extrato hidroalcoélico da planta coletada na fndia e
em Porto Rico como antitumoral(2.3), enquanto que o
extrato da variedade brasileira mostrou atividade
anti-espasmédica sobre a musculatura lisa, aumen-
taram o inotropismo cardiaco "in vitro"(12) e causa-

ram relaxamento dose-dependente em preparagdo uteri-
na(13),



IT. OBJETIVOS

Considerando-se os importantes efeitos farma-

colégicos mostrados pelo extrato hidroalcoélico da
Leonotis nepetaefolia que s3do similares aqueles
produzidos pelo "Forskolin", realizou-se um estudo

dos constituintes do vegetal com dois objetivos
fundamentais:

1. Isolar os compostos ativos da planta;

2. Comparar a composigdo desta planta coletada em
Brasilia (DF) com a da mesma espécie ja estudada.



ITII. PARTE EXPERIMENTAL

1. MATERIAIS E METODOS

Os pontos de fusdo foram determinados em a-

parelho APF-301 Microquimica e n#o sofreram corre-
¢des.
' Os espectros na regido do infravermelho foram
obtidos num equipamento Perkin-Elmer, modelo 781,
preparando as amostras em pastilhas comprimidas de
brometo de potéssio anidro (KBr). Os comprimentos de
onda das absorgdes foram medidos em centimetros
reciprocos (cm~l) e os espectros calibrados com fil-
me de poliestireno de 0,5 mm de espessura em 2851,
1601, 1028 cm~l.

Os espectros de absorgdo na regido do ultra-
violeta/visivel foram obtidos num espectrofotémetro
Hewlett-Packard, modelo 8450 A, utilizando metanol
grau espectroscépico como solvente para preparagéo
de solugdes.

Os espectros de ressonéncia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 1H)

foram obtidos a frequéncia de
300

MHz com um equipamento Varian Gemini 300 e a
frequéncia de 200 MHz em equipamento Bruker modelo
AC 200 F, usando solventes deuterados, de acordo com
a solubilidade da amostra. Os deslocamentos quimicos
foram medidos em valores adimensionais &
sando tetrametilsilano (TMS)
feréncia interno (0 ppm),

(ppm), u-
como padrdo de re-
€ as constantes de aco-
plamento (J) medidas em unidade hertz (Hz);

as a-
reas relativas dos sinais

foram obtidas por in-
tegragdo eletrdnica e suas multiplicidades descritas

como: s (singlete), m (multiplete), d(duplete),
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t (triplete), dd (duplo duplete), td (triplete de
dupletes), sl (sinal largo).

Os espectros de ressonadncia magnética de 13C fo-
ram obtidos a 50 MHz em aparelho Bruker modelo AC
200 F. As modalidades de espectros APT, HETCOR e
acoplamento a longa disténcia (long-range) foram ob-
tidos através do equipamento Varian Gemini 300 a uma
frequéncia de 75 MHz, usando TMS como referéncia in-
terna e com os deslocamentos medidos em & (ppm).
Solventes utilizados s&o idénticos aos empregados em
RMN 1lH e 13C citados anteriormente.

O espectro de massas foi obtido em espectrémetro
de massas V.G. Micromass, sob impacto de feixe ele-
trénico a 70 eV.

A analise elementar foi feita em um analisador
de G, H, N Perkin-Elmer, modelo 2400.

A andlise por cromatografia gasosa foi efetuada
‘em cromatégrafo gasoso Shimadzu, modelo GC-14 A,
equipado com injetor split ajustado para 1:20,
detector de ionizag&o de chama de hidrogénio/ar, com
coluna capilar de silica fundida, 25 m de com-
primento, 0,25 mm d.i. e com um filme de 0,25 pm da
fase estacionédria OV-1l. O géas carreador usado foi
hidrogénio (Hp) a uma velocidade linear de 31,25
cm/s, o que corresponde a um tempo de metano tp=

80 s¢ as temperaturas do injetor e detector foram

mantidas a 310 °C e 320°C, respectivamente. Pro-

gramagdo linear da temperatura do forno foi a in-
dicada em cada andlise, assim como as quantidades
injetadas.

As anadlise por cromatografia liquida de alta e-
ficiéncia foi efetuada em cromatégrafo liquido

Beckman, modelo 110 B, equipado com detector UV/Vis;

coluna de fase reversa RP-18 (ODS), 25 cm de comp.,

4,6 mm d.i.; as eluicgbes foram feitas no modo gra-
diente com mistura de solventes & base de MeOH-H20;
as quantidades injetadas
experimento.

foram indicadas em cada
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Cromatografias preparativa em coluna foram re-
alizadas usando gel de silica 60 (0,04-0,063 mm)
Merck como fase estacioniria (suporte). O pastilha-

mento das amostras a serem cromatografadas foi feita
com a mesma silica.

Toda a silica empregada foi recuperada da se-
guinte maneira: _

1l)lavagem com solugdo a 2% de bicarbonato de
s6édio, para neutralizar eventuais residuos de elu-
ente de carater acido;

2)lavar abundantemente com &gua;

3)imersdo por cerca de 72 horas :em solugdc a
1,5% de perdxido de hidrogénio a pH~2 e com even-
tuais homogeneizagdes;

4) lavar exaustivamente com &4gua até pH neutro;

5)secar em estufa a 70°C;

6)completar a secagem em mufla até 500°C, a se-
guir esfriar a temperatura ambiente, estando pronta
para ser reutilizada.

Para cromatografia em camada delgada analitica,
foi usada gel de silica Merck do tipo GFgg54 deposi-

tando-a, na forma de suspensdo com 4gua, em placas

de vidro limpas e desengorduradas com solugédo
alcobdlica de hidréxido de sédio.

As placas para cromatografia analitica de alta
resolugcdo em camada delgada (HPTLC) encontram-se
disponiveis comercialmente. Escolheu-se, entdo as
cromatofolhas de silicagel 60 Fgg54 Merck, depositada
em placas de aluminio, e os eluentes foram indicados
em cada experimento.

Os solventes empregados nas técnicas de cromato-
grafia analitica ou preparativa eram de grau de pu-
reza p.a. e encontram-se disponiveis comercialmente.
Padrdes de substéancias utilizadas em cromatografia

analitica para comparagdo foram obtidos comercial-
mente.



12

Os reveladores empregados para vVvisualizar com-
postos quimicos na placa foram os descritos a se-
guir: |

1. Camara de luz ultra-violeta Mineralight A =
254 nm e A = 365 nm: apds desenvolvida, submeteu-se
a placa a ag¢do da luz, com aquecimento ou n&o. Se a
fase estacionaria for fluorescente para aqueles A,
resultard em manchas escuras ou fluorescentes.

2. Solucdo de anisaldeido-4cido sulfdrico(l4,13):
borrifar em placa desenvolvida uma mistura de 0,5 ml
de anisaldeido (4-metoxibenzaldeido), 9 ml de
tanol p.a. e 0,1 ml de HOAc glacial. A sequir, a-
quecer a 90-100°C durante 5-10 min. As manchas de

interesse aparecerdo com coloragdo rosa ou parda,
para esteréis.

e-

3. Solugdo de Liebermann-Burchard (reativo para
esteréis) (16,17): preparar uma solugcdo de pulve-
rizacdo misturando com cuidado 5 ml de anidrido
acético p.a. e 5ml de 4&cido sulfirico (conc.).
Adicionar esta mistura, lentamente e resfriando, a
50 ml de etanol. Preparar antes de usar. A sequir,
aquecer a cromatoplaca a 110 °C. Revela manchas
fluorescentes de esterdéis a luz UV de onda larga;

4. Solucgdo de hexacianoferrato (III) de potéssio
-cloreto de ferro (III)(18,19): pulverizar uma
mistura recém preparada de iguais quantidades de
solucdao "a" e solugdo "b" (estéo
seguir):

descritas a

Soluqéo‘ "a": solugdo 1% em Agua de hexaciano-
ferrato (III) de potéssio;

Solugdo "b": solucdo 2% em &gua de cloreto de
ferro (III).

Se h& presenca de flavondides, surgirido manchas
verde—-escuras;

5. Iodo como reativo universal de detecgao(20.21);:

o cromatograma & submetido a agdo de vapores de iodo
no interior de uma cuba. Grande quantidade de subs-
tédncias orgénicas aparecem como manchas pardas;
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Os solventes empregados para extragdes foram pu-
rificados por processo de destilagdo fracionada, en-
quanto que a &gua foi obtida por destilagdo sim-
‘ples.

A concentragdo dos licores resultantes do pro-
cesso de extragdo por maceragdo, bem como fragdes
provenientes das cromatografias preparativas em co-
luna, foram efetuadas sob pressido reduzida a tempe-
ratura controlada em evaporadores rotativos Biichi.

Os critérios de pureza adotados foram: obtencgio
da faixa de ponto de fusdo de * 1°C, obtencgdo de uma
inica mancha em cromatografia em camada delgada a-
nalitica, aplicando amostras de elevada concentra-

c8o, usando-se diferentes sistemas de solventes de
desenvolvimento e reveladores.

2. COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A planta Leonotis nepetaefolia (Labiatae) foi
cultivada pela EMBRAPA-Cenargen (Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuéaria - Centro Nacional de Re-
cursos Genéticos e Biotecnologia) em Brasilia (DF) e
colhida no més de Jjunho de 1990; tratamento de
secagem durante 15 dias, ap6s foi moida. Esta fase
do trabalho assim como o envio dos lotes da erva
ficou sob coordenacdo do Dr. Ladislau S. Skorupa, a
quem devemos enorme gratiddo. '
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3.0BTENQf\0 DOS EXTRATOS VEGETAIS (esquema 1)

O material boténico (ramos, folhas e flores)
ap6s seco a temperatura ambiente, foi finamente moi-
do. Quantidade definida (3,25 kgq) do farelo obtido
foi submetido a maceragdao com uma mistura de EtOH-
HpO (2:1) durante 21 dias com repetidas reposigodes
do solvente puro. O licor resultante foi concentrado
sob pressdo reduzida a temperatura de 60°C resul-
tando numa pasta marrom (rendimento: 7,85 g; 0,24%
do peso da planta macerada). Qutra parte do material
moido (1 kg) foi posto em maceragdo durante 1 semana
numa mistura de partes iquais de hexano e acetato de
etila, com repetidas reposicdes de solventes puros,
entdo concentrado sob pressdo reduzida a temperatura
entre 45-55°C, proporcionando, assim um residuo pas-

toso de cor verde (rendimento: 10 g; 1% do peso do
material vegetal).
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4. PROCEDIMENTO GERAL UTILIZADO PARA I-
SOLAMENTO E PURIFICAGAO

Os extratcs obtidos foram fracionados através de

técnica de cromatografia preparativa em coluna (ver

esquema 1l). As fragGes cromatogrificas resultantes
foram monitoradas: por cromatografia em camada
delgada analitica e as que apresentaram o mesmo
perfil foram reunidas. Estas permaneceram em repouso
para favorecer o aparecimento de algum sélido. A se-
guir, esgotou-se a &gua-mae através da uma pipeta
Pasteur. Dissolveu-se o material sélido

com um.
minimo de solvente apropriado,

submetendo a solugio
resultante a um leve aquecimento, sequido de res-

friamento lento para favorecer o fenémeno de cris-
talizagd@o. Repetiu-se o procedimento de modo a pu-
rificar cristals por recristalizagdo. Se os pro-
cedimentos de recristalizagdo ndo foram satisfatdo-
rics, realizou-se técnicas de cromatografia prepara-
tiva em coluna ou cromatografia liqﬁida de alta
eficiéncia em escala sewi-preparativa para obter

compostos viivels de identificd-los por métodos
espectroanaliticos.
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EXTRATO HIDROALCOOLICO BRUTO

/

Porgcdo eluida com gra-

diente de polaridade
crescente com n-hexa-
" nof/acetato de etila em

coluna de silica. Moni-
toramento por ccd de si-
lica. Fracgles idénticas
séo reunidas. Aquelas
reunidas entre 20-30 %
de acetato de etila em n-
hexano apresentaram-se a-
dequadas para um estudo
fitoquimico.

Novo extrato obtido da
maceragido com n-hexano/
acetato de etila (1:1).

|

Cromatografa-se em co-
luna de silica com hexa-
no—acetona em misturas de
polaridade crescente.

\ |

Cromatografia em papel
usando MeOH/H20 1:1 co-
mo  eluente; revelado
com reativo para com-~
postos fenélicos. Re-
sulta em teste posi-

tivo:

" Obter novo extrato
hidroalcoélico para i-
solar os contituintes
em quantidade sufici-
ente e efetuar as ana-
lises necessarias a i-
dentificacao.

Esquema 1: obtengdo de Extratos do vegetal
Leonotis nepetaefolia.
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5. ESTUDO DOS EXTRATOS OBTIDOS DE
Lecnotis nepetaefolia

5.1. Fracionamento por Cromatografia
Preparativa em Coluna do Extrato
Seco Acetato de Etila-hexénico

5.1.1. Metodologia

Do residuo obtido da concentragac do extrato da
planta macerada em mistura de solventes n-hexanc e a-
cetato de etila (1l:1}), preparou-se uma pastilha mis-
turando o mesmo com gel de silica. Posteriormente,
aplicou-se a pastilha no topo de uma coluna de vidro
contendo silicagel 60 empacotada com n-hexano p.a.,
cuja altura rfoli cerca de seis vezes maior que a
altura da referida pastilha. Logo a sequir,

a amostra
foi eluida com hexano seguido de

gradiente de
poclaridade crescente usando-se misturas de n-hexano

p-a./acetona p.a., acetona p.a., finalmente MeOH p.a.
e HOAc glacial, recolhendo fragbes em porgdes de 20
ml, as quais foram comparadas por cromatografia em
camada delgada analitica, usando

como reveladores
cédmara de 1dédo,

cdmara de luz UV, pulverizagdo com
reativo de Liebermann-Burchard, solugdo de anisal-
deido-acido sulfirico. Aquelas que apresentaram-se
cromatograficamente idénticas, foram reunidas (ver
tabela 1), o que resultou em duas fracbes principais
para serem investigadas, principalmente porque houve
formacdo de cristais: a primeira, eluida a cerca de
10% de acetona em n-hexano foi codificada como LN-4.
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A outra, eluida em 18% de acetona em n-hexano foi

codificada como IN-9, com formagdo de cristals ao
permanecer em repouso.

Eluente % Fragdes Recolhidas Fragdes Agrupadas cédigo
Hexano 100 1 1 LN-1
b 2 2-3 LN-2
2 3
4 4-5 4-7 ILN-3
6 6-7
Hexano- 8 8-10 8-12 LN-4%
Acaetona 10 11-14 13-14 IN-5
12 15-19 15-17 IN-6
14 20-22 18-20 LN-7
16 23-25 21-24 IN-8
18 26-28 25-30 IAN-9%
20 29-30 31-34 LN-10
25 31-35 35-38 IN-11
30 36-39 39-43 IN-12
Acetona 100 40-43 44-47 LN-13
MeOH 100 44-52 48-53 ILN-14
HOAC 100 83-57 54-57 IN-15

*Fracdes estudadas

Tabela 1: fracilonamento do Extrato acetato de etila-
hexénico.
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5.1.2. Obtencido dos Principais Cons-
tituintes da Fracdo LN - 4 e
Seus Dados Fisico-Quimicos

Mantendo em repouso esta fragcdo obteve-se um
precipitado que, apbés a recristalizagdo, formaram-se
cristais 1incolores os quais foram submetidos a a-
nalise por cromatografia analitica em camada delgada
de silica, usando uma mistura dos solventes acetato
de etila n-hexano (2:8) cowmo eluente. Os cromato-
gramas resultantes foram revelados com reativo de
Liebermann-Burchard(L.-B.), em c&mara de i6édo e so-
lucdo de anisaldeido-sulfirico. Observou-se uma uni-
ca mancha com Rf 0,27.

Dados espectrais:

KBr -
I.V.h,, o8 1t 3440, 2930, 1640, 1450, 1375 e
1040.

§ RMN 1H (200 MHz, CClq + CDCl3): 0,68 (s); 0,70
(s}; 0,92 (d, J=6,2 HWzy; 1,01 (s); 1,17 (s);
1,20(m); 1,5 (my; 3,45 a 3,60 (m); 5,06 (gd), J=15,3
e 8 Hz); 5,30 (d, J=6 Hz).

& RMN 13c (50 MHz, CCl4 + CDCl3): 12,17; 12,34;
12,52; 19,07; 19,28; 19,62; 20,13; 21,38; 23,29;
24,%4; 25,62; 26,35; 28,49; 29,14; 29,37; 31,93;
33,14; 36,39; 36,69; 37,49; 42,62; 46,07; 50,34;
51,45; 56,23; 57,06; 11,6%; 716,37; 77,01; 77,64;
96,37; 121,73; 129,47; 138,48; 140,85.

Intervalo de fusdo determinado: 153-160°C.
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Kendimento: 238 mg (cerca de 2,4% em peso do ex-
trato bruto).

An4lise por cromatografia gasosa - condigdes de
operagdo: coluna capilar de fase OV-1 (comp.: 25 my
di:0,25 mm); programagidc linear de temperatura:15°C/
min., T.i.=8Q°C, T.f.=280°C; fluxo do g&s carreador
(Ho): 31,25 cm/s; temperatura do injetor: 310°C,
temperatura do detector: 320°C; volume injetado de
amostra: 0,8 ul. As coinjegdes com padrdes certi-

ficados foram efetuadas nas mesmas condic¢des ante-
riores.



21

5.1.3.0bten¢do dos Principais Constitu-
intes da Fracd3o LN - 9 e Seus Da-
dos Fisico-Quimicos

Resultante da reuni@o de fragdes de cor
verde a partir da cromatografia em.coluna do extra-
to acetato de etila-hex8nico (ver tabela 1), esta
fragdo, ao permanecer em repouso, proporciona o
aparecimento de cristais esbranquicados. Apdés a se-
paragdo da é&gua-m3e e sucessivas recristalizagoes
com misturas de hexano p.a. e uma minima guantidade
de acetona p.a., obtém-se cristais incolores com
ponto de fusdo 185-186°C; Rf=0,55 em ccd de silica,
usando sistema de solvente hexano p.a.-acetato de
etila p.a. (6:4) para desenvolvimento do croma-

tograma. Rendimento: 5,3 mg (0,053% do peso do
extrato seco). :

Dados espectrais:

KBr
I.v.h_, ,cml: 3420-3310, 3050-3000, 2960-2880,

1740, 1670, 1640, 1540, 1260, 750 e 700.
An&lise de C, H, N: C=72,5 %; H=6,3 %; N=6,3 %.

8 RmN 1lu (300 MHz,CDCl3): 2,03 (3H, s); 2,75(2H,
dd, J=10,38 e 5,3 Hz); 3,05 (H, dd, J=8,37 e 13,77
Hz); 3,23 (H, dd, J=5,88 e 13,9 Hz); 3,80 (H, dd,
J=4,15 e 10 Hz); 3,93 (H, dd, J=8,6 e 10,88 Hz);
4,345 (H, m); 4,76 (H, td, J=5,97 e 8,09 Hz); 5,96
(NH, 4, J=8,58 Hz), 6,76 (NH, d, J=7,44 Hz), 7,05-
7,32 (m, 10 H), 7,44 (2H, t, J=7,4 Hz), 7,53 (H, t,
J=7,28 Hz) e 7,719 (2H, d, J=7.11 Hz). |

8 APTI(23)(75 MHz, CDClz): 20,820(CH3); 37,390
(CHp); 38,420 (CHp); 49,378 (CH); 54,950(CH); 44,534
(CHo); 126,730 (CH); 127,014 (CH); 127,127 (CH):
128,562 (CH); 128,625 (CH); 128,741(CH); 129,097(CH);
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129,255(CH); 131,920 (CH); 133,585 (C); 136,562 (C);
136,636 (C); 167,051 (C), 170,154 (C); 170,785 (C).

E.M. m/z (%): MY-}: 444 (1); 384 (3,6); 353
(1,5): 311 (2); 293 (6); 252 (31}; 224 (24); 105
(100); 91 (17); 77 (32).
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5.2. Fracionamento por Cromatografia

Preparativa em Coluna do Extrato
Hidroalcodélico seco

2.2.1. Metodologia

Amostra deste extrato foi submetida a anélise
preliminar por cromatografia em papel usando MeOH-
HoO (1:1) como sistema de desenvolvimento. O croma-
tograma resultante foi revelado com hexacianoferrato
(III) de potéssio-cloreto férrico (III)

aparecendo,
ent3o, mancha verde—-escura.

7 g do extrato foi misturado com gel de silica
resultando em uma pastilha a qual foi aplicada no
topo de uma coluna de vidro empacotada com gel de
silica em CH2Cly p.a., com altura equivalente a seis
vezes o tamanho resultante da pastilha. A sequir, e-
luida com gradiente de polaridade crescente usando-
se misturas de CHpCly p.a.-(CH3)2CO p.a., finalmente
HoO, recolhendo ¢ eluato em porgdes de 20 ml. As
fragdes assim obtidas foram comparadas por ccd ana-
litica, desenvolvida com mistura de CHpClp-acetato

de etila (1:1) e revelado com reativo solucdo de he-
xacianoferrato (III) de potéassio -

(III). As fracgGes idénticas
tabela 2),
LN-Hol 5.

cloreto férrico

foram reunidas (ver
e a que foi estudada codificou-se como



Eluente %

Fragdes

recolhidas Fragdes
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aqzupédas cbdigo

CHyCly 100

1 -4 IN Hol 1
1 4 5 - 11 LN Hol-2
2 5 12 - 16 IN Hol-3
3 € - 11 17 - 19 IN Hol-4
4 12 - 14
CH2C12 5 15 - 18
+ s 19 - 21
(CH3) »CO 8 22 -~ 27
10 28 - 33 20 - 43 IX Hol-5*
12 34 - 37
15 38 - 40
20 41 - 44
25 45 - 47 44 - 52 IN Hol-6
50 48 - 50
75 51 - 54 53 - 57 LN Hol-7
(CHg) ,CO 100 55 - 57
Hp,O0 100 58 - 62 58 - 62 LN Hol-8
*Fragido estudada
Tabela 2:

Fracionamento do Extrato hidroalcodlico.
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5.2.2. Obtencdo dos Principais Consti-
tuintes da fracdo LN Hol - 5
e Seus Dados Fisico-Quimicos

Esta fragdo, apdés seca fol redissolvida em MeOH
e reprecipitada com adigdo de H90, posteriormente
filtrada. O sélido resultante foi solubilizado em
acetona p.a.. Apbds evaporagdo da acetona, resultou
num sélido marrom que pesou 21,7 mg. Ponto de fusdo:
acima de 300°C. Para os testes por ccd analitica e
HPTLC foram usados os seguintes sistemas de sol-
ventes como eluente: CHyClo-acetato de etila (1:1);
CgHg-Acetato de etila (6:4) eluida duas vezes e
CHC13-MeOH (8:2). Anélise por HPLC foi feita usando
coluna RP-18 (ODS) em fase reversa,detector UV/Vis,
sistema de solvente Ho0-MeOH (3:7), a um fluxo de

0,7 ml/min.; injetado 10 pl da amostra dissolvida em
MeOH p.a..

Dados espectrais da fragdo LN Hol-5:

KBr
I.V.A , cm~l: 3400; 1650; 1600; 1500; 1455; 1360
e 1255.

U.V. Agax (log €): 255; 268; 349.

8 RMN lH (300 MHz; acetona deuterada): 6,2534;
6,2598; 6,5269; 6,5337; 6,5914; 6,6469; 6,9941;
7,0165; 7,0220; 7,0459; 7,4591; 7,4664; 7,4867;
7,4938; 7,5078; 7,5149; 7,9307; 7,9603; 8,5 - 9,5;
13,0307.

& RMN APT (75 MHz; acetona deuterada): 94,6314,
94,6718, 99,639, 104,094 (CH); 105,239 (C); 114,040,
116,560, 116,786, 120,059 (CH); 123,634 (C); 128%,187

(CH),; 146,411, 150,036, 158,683, 163,266, 164,821,
165,040, 182,963 (C).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. IDENTIFICAGAO DE CONSTITUINTES QUIMI-
COS DE Leonotis nepetaefolia

Foram utilizados varios recursos espectroana-
liticos para identificar os componentes principais
das fragdes obtidas, envolvendo desde técnicas de
espectrofotometria no infravermelho, UV/Vis., espec-
troscopia de RMN 1H e 13C, modalidades de analise
por ressondncia magnética nuclear como APT, que é
uma das técnicas baseada na modulacdo do J dos spins
"echo", permitindo determinar o n2 de prétons li-
gados diretamente ao ndcleo carbono(23.24); HETCOR e
HETCOR long-range, onde produz-se espectros de duas
dimensdes cruzando os deslocamentos quimicos de pré-
tons com aqueles dos carbonos, indicando que aquele
préton ndo estid ligado ao carbono (préton hetero-
dtomo) ou estd ligado diretamente ou até a duas
ligagdes ao carbono ao qual esta cruzando {(correla-
gdo a longa distdncia); técnicas de desacoplamento,
onde determina-se a vizinhanga do nucleo irradiado
em fungdo da mudanga da multiplicidade dos sinais,
gue se observa por comparagdo com o espectro total
de prétons e, finalmente, a espectrometria de massas
que fornece o peso molecular e fragmentos de inte-
resse da molécula para a determinagao estrutural,

além da comparagdo com padrdes atavés de técnicas
por CGAR e HPTLC.
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1.1. A PARTIR DO EXTRATO ACETATO DE
ETILA-HEXANICO

Fazendo o fracionamento por cromatografia em
coluna com gel de silica do extrato hidroalcodélico
bruto dos ramos, flores e folhas previamente secos e
moidos da variedade cultivada em Brasilia (DF) da
planta Leonotis nepetaefolia, verificou-se a via-
bilidade da fragdo eluida até 30% de acetato de etila
p.a. em n-hexano p.a. ser submetida a estudos fito-
quimicos. Macerou-se uma nova por¢do da planta com
uma mistura 1:1 de acetato de etila‘/hexano, a fim de
aumentar o rendimento dos constituintes detectados
naquela fragdo hidroalcoélica para 1isolé-los em
quantidade suficiente e assim fazer as anélises es—
pectrais necessarias a identificagdo dos compostos,
alén de proporcionar um extrato seco mais "limpo", ou
seja, com menor teor de resinas ou &leos que, por-
ventura viriam a prejudicar a purificagdo das subs-
tancias a medida que fossem isoladas (ver esquema 1).

A goma obtida por concentracdo do extrato ace-
tato de etila-hexanico foi cromatografada em gel de
silica proporcionando duas fraqées principais: a pri-
meira eluida a 8% de acetona em.n-hexano e codificada
como LN - 4.

A outra fracgdo oriunda da eluicadao do extrato seco
acetato de etila-hexdnico obtida a um gradiente de

polaridade de 16~20% de acetona p.a. em n-hexano p.

a., codificada como IN - 9, sendo seu componente

principal obtido por recristalizagdo de solugdo de
coloragdo verde, na forma de cristais aciculares, com
ponto de fusdo 185-186 °C. Este composto apresentou
inércia quimica frente aos reveladores anisaldeido-
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sulfirico e Liebermann-Burchard, no entanto foi reve-

lado em camara de 16do como uma mancha marrom e sob

luz UV a A=254 nm como uma mancha escura contra o

fundo verde da silica com indicador de fluorescéncia.
A ccd deste composto foi desenvolvida trés vezes com

sistema de solventes n-hexano/acetato de etila p.a.
(6:4), mostrando Rf=0,55.
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1.1.1 Identificagac dos Principais Cons-
tituintes Quimicos da Fragdo IN - 4

A goma obtida por concentragdo do extrato ace-
tato de etila-hexé&nico foi cromatografada em gel de
silica proporcionando duas fragdes que produziram
cristais: a primeira eluida a 8% de acetona em n-he-
xano, codificada como LN - 4, cuja anélise por ccd
de silica usando revelador o reativo de Liebermann-
Burchard, apontou a presenga de esterbis mnesta
fracdo. Apbs recristalizagdo, obteve-se um rendi-
nento 238 mg(cerca de 2,4% em peso do extrato
concentrado). Estes cristais fundiram no intervalo
de fusd3o entre 153-160°C, sugerindo tratar-se de
mistura. .

Andlise por ccd de silica mostrou Rf=0,277 com
solucdo de 20% de acetato de etila em n-hexano
usando reativo de Liebermann-Burchard, apontou a
presenga de estert6is nesta fragdo. Vapor de Iédo
apontou uma mancha de mesmo Rf.

O espectro de infravermelho mostrou as bandas de
absorcio dos grupos funcionais &lcool (vo-pg=3440 cn-1
vc-0=1040 cm~l), 1ligagdo C-H(vcp=2930 cm~i, 3cp=
1460, 1450 e 1375 cm™l), olefina isolada(vc=c=1640
cm~1, pouca intensidade) (26) (ver fig.4).

O espectro de RMN lH mostrou, uma grande quan-
tidade de sinais complexos em regido de blindagem (O
entre 0,5 e 2,3 ppm), indicando a presenga de
prétons de hidrocarboneto bastante ramificado, lem-
brando anéis condensados de hidrocarbonetos do tipo
per-hidro-ciclopentano fenantreno, com sinais de
prétons de metila conferindo estrutura do tipo co-
lestano; um multiplete na regido de absorgdo de
prétons carbinédlicos (8=3,45 a 3,6 ppm), dois duplos
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dupletes centrados em 5,1 ppm e 5,2 ppm(dd, J=15,3 e
8Hz), referentes a uma dupla ligagdo trans- dis-
substituida e dois singletes largos na regido
compreendida entre &=5,29 e 5,31 para prétons em
duplas trissubstituidas(23), indicando a presenga
de, pelo menos dois triterpenos de nicleo esteroi-
dal(Ver fig. 5).

O espectro de RMN 13C (ver fig. 6) apontou a
existéncia de um grande numero de carbonos

espectro com 08s muito préximos, indicando,
velmente,

no
possi-
ser mistura de compostos com acentuada
semelhanca. Sinais na regido compreendida entre 11 e
58 ppm referem-se a moléculas volumosas com grande
nimero de ligagdes C-C e C-H, tipico de cadeia
ciclica condensada. Aparece com deslocamentos
quimicos para carbonos de olefina do anel (140,85
ppm e 121,73 ppm), carbonos de dupla da cadeia
lateral aliciclica (138,48 e 129,47 ppm), vindo de
encontro com a avaliagdo feita a partir dos dados
levantados do espectro de prétons.

Em funcdo de ser determinado uma faixa de fusédo
larga, e avaliagbes do espectro de RMN de prdétons e o
RMN de carbonos que mostra C com absorgdes muito
préximos, o que indicava tratar-se de mistura, optou-
se pela anadlise com coinjegdes de padrdes por croma-
tografia gasosa de alta resolugdo (ver figs. 7 e 8)
usando um injetor capilar no modo split (1:20), colu-
na capilar de silica fundida com um filme de 0,25 pm
da fase estacionaria OV-1, g&s carreador Hp a uma
velocidade de 31,25 cm/s, programagdo linear de tem-
peratura do forno: 15°C/min, T.i.:80°C; T.f.:280°C,
respectivamente. Temperatura do injetor: 310°C; tem—
peratura do detector: 320°C, detector: DIC com chama
de hidrogénio-ar. Volume de amostra injetada: 0,8 pl.

Cromatograma mostrou a presenga de trés picos na
" "faixa de eluicdo de esterb6ism(25), A escolha de pa-
drées foli feita levando em consideragdo a abundéncia
dos esterbdis nos vegetais e a comparagcdo dos dados
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espectrais de IV e RMN 13c e

1H disponiveis na
literatura. Procedeu-se,

entdo a coinjegdo com pa-
drdes em cromatografia gasosa de alta resolugdo, nas
mesmas condi¢des de operagdo anteriormente citadas,
evidenciando a presenga de campesterol 1, stig-
masterol 2 e PB-sitosterol 3, segundo a ordem de
eluigdo (ver fig. 8). An4lises posteriores indicaram
a proporgdo destes compostos na amostra da fragdo LN

-~ 4 como 13,56% de 1, 49,9% de 2 e 36,54% de 3,
respectivamente.
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Fig.7: cromatograma de anélise por CGAR. Solvente:
acetona; campesterol 1{13,56%); stigmasterol 2
(49,9%); P-sitosterol 3(36,54%). Condigles es-
tdo indicadas na parte experimental.



Fig.8:

cromatograma obtido das coinjeg¢des de pa-
drdes certificados de campesterol, stigmas-
terol e P-sitosterol com a fracdo LN - 4, nas

mesmas condigdes experimentais dadas ante-
riormente.

36
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1.1.2. Identificagdao e Determinacgio

Estrutural do Principal Consti
tuinte da Fragao 1IN - 9

O material sélido obtido da fracdo IN-9 do fra-
cionamento do extrato Acetato de Etila-Hexano foi
purificado por recristalizagdes sucessivas em Hexa-
no-Acetona até obtengd@o de ponto de fusdo constante
P.F.:185-186°C cuja variagdoc foi de 1°C. A pureza
deste composto foi confirmada pela anédlise por cro-
matografia em camada fina e como péde também ser
observada nos espectros de RMN 14 e 13c.

O espectro de infravermelho (ver fig. 9) sugeriu
a presenga de grupos funcionais formados por liga-
¢des OH ou NH (VOH ou VNH=3420-3310cm~1l), CH de in-
saturacdo (v=3050-3000 cm~l) e CH alifa&tico(v=2960-
2880 cm~l) com intensidades de absorcdo semelhan-
tes, provavelmente por tratar-se de uma molécula
que contém poucas ligagSes C-H alifédtica em compa-
racdo com CH olefinico, prevendo-se um razoavel
grau de insaturagdo. Banda de carbonila a v=1740
cm~l, banda"I" ve=p=1670 cm~1l, banda"II"(Syg=1640
cm~l e vo-y + SNg=1540 cm~l) e banda "III"({(vo_y + O
NH=1260 cm~l) caracteristicas de grupo funcional
amida. Detectou-se, também, bandas que podem ser de
deformagdo fora do plano de anéis benzénicos,
tante proeminentes (3pp=750 e 700 cm~1){26),

O espectro de massas de baixa resolugdo apre-
sentou o ion molecular M*- 444 (2%) (ver fig. 10).
Este dado juntamente com o nimero de A&tomos de
carbono e de hidrogénio obtidos dos espectros de
carbono e préton e da anélise elementar CHN
(C=72,5%; H=6,3% e N=6,3%) obteve-se a férmula mo-
lecular C27HogN204. Da relagdo entre o numero de 4-
tomos de hidrogénio, nitrogénio e carbono deduziu-
se a existéncia de quinze insaturag¢des na molécula.

bas-
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Na anélise do espectro de RMN de préton (ver
fig.11l), observou-se uma grande quantidade de pré-
tons que absorvem na regido de aromaticos com-
preendida entre 7,05 e 7,75 ppm com integragao
para 15 prétons sugerindo a presenga de tré&s anéis
aromaticos meonossubstituidos. O sinal centrado em &
7,2 com 1integragdo de 10 prétons mostrou um padrio
de absorgado tipico de prétons de "anel benzila
(PhCH2). O sinal centrado em 7,44 ppm e 7,53 ppm
com feigdo de tripletes referem-se a hidrogénios
meta~ e para- a um grupo funcional de fenil mo-
nossubstituido, respectivamente. O préton para- es-
t4 mais desblindado que os prétons meta- devido a
presenga do grupo funcional que atua diretamente
desprotegendo tal préton. Finalmente, o sinal du-
plete mais desblindado desta regido representando a
absorcdo de dois hidrogénios, os dquails estdo en
posigdo orto- em relagido ao grupo funcional.

Na regido de prétons alifdticos (ver fig.12), a-
1ém da metila singlete em 2,03 ppm (3H), entre 2,6
a 4,0 ppm observou-se uma série de sinais muito
bem definidos com aparéncia de duplos dupletes. Um
duplo duplete centrado em 2,72 ppm e outro muito
préximo em 2,77 ppm, com constantes de acoplamento
J=10,38 e 5,38 Hz, cuja integracdo destes dois
sinais resulta em dois hidrogénios. Duplos duple-
tes centrados em 3,05 ppm (integragcao para 1 H) e
3,23 ppm (1 H) com constantes de acoplamento gemi-
nal J=13,8 Hz e vicinal J=6 Hz. Duplo dupletes
centrados em 3,80 e 3,93 ppm também com constantes
de acoplamento geminal J=10 Hz e vicinal J=6 Hz e
integragdo para dois hidrogénios, como no caso
anterior. Estes sinais sugerem a presenga de trés
grupos -CHo-.

Dois outros prétons mais desblindados sao obser-
vados em 4,34 ppm na forma de um multiplete com
integracdo para um hidrogénio e um duplo triplete
centrado em 4,76 ppm também com integragcdo para um
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hidrogénio. Estes sinails
dois grupos CH (metino).

Na regido de prdétons entre 6,8 5,5 ppm,
observa-se dois dupletes com constantes de
acoplamento relativamente intensas, um mais
blindado, centrado em 5,96 ppm (J=7,44 Hz) e o
outro em 6,76 ppm com J=8,58 ppm, ambos com
integragdo para um hidrogénio. A adigdoc de uma
gota de &gua deuterada mostrou a troca com
deutério, observando-se desaparecimento destes
dois sinais, indicando tratar-se de prdétons ligado
a um heterodtomo, como o NH (fig. 13).

Dados do espectro de HETCOR (fig.16) mostraram a
auséncia de cruzamento dos prétons centrados em
5,90 ppm e 60,76 ppm com qualquer um dos nucleos de
carbonos detectados no espectro de RMN de 13C, su-
gerirando que estes prétons estdo ligados direta-
mente a um heteroatomo, o que estd de acordo com a
troca por deutério mencionada anteriormente.

O espectro de RMN 13C juntamente com o espectro
de RMN 13C na modalidade APT(23) (técnica baseada na
modulagcdo J dos spins echo, permitindo determinar o
numero de prétons ligados diretamente ao nuacleo
carbono) mostrou carbonos metilénicos e gquaterna-
rios originando sinals para cima, perpendiculares a
linha base, enquanto que carbonos de metilas ou
metinicos originando sinais invertidos (ver fig.
14). Assim, foram observados trés sinais referentes
a grupo carbonila em 170,8 ppm; 170,1 ppm e 167,1
ppm.

Na regido do espectro de RMN 13C de absorcido de
carbonos fenilicos compreendida entre 120 e 137
ppm sdo observados uma série de sinais para CH e a
presenca de trés carbonos quaternarios em 133,58
ppm, 136,56 ppm e 136,64 ppm. Estes dados refor-
caram a tese formulada com base nos dados de RMN
14 da existéncia de trés grupos fenilas monossubs-
tituidos na molécula. Convém considerar aqui o

sugerem a presenca de
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grau de 1insaturacdo, quinze, podendo ser a soma
das trés carbonilas citadas com estes trés anéis
fenila.

Ainda no espectro de RMN 13C - APT sido observa-
dos sinais para uma metila (20,82 ppm), para um
CHp ligado a um heteroadtomo eletronegativo (64,53
ppm), dois CHp benzilicos (38,42 ppm e 37,39 ppm)
e dois CH 1ligados a heterocatomos eletronegativos
(49,38 ppm e 38,42 ppm) .

Através de experimentos em RMN lH com técnicas
de desacoplamento(24) obteve-se os segintes resul-
tados, os quails foram fundamentais na montagem de
partes da estrutura:

Irradiando o sinal em 6,76 ppm (fig. 15a.) ob-
servou-se mudanga apenas em 4,76 ppm; permanecendo
inalterado o sinal em 5,96 ppm. Irradiando o sinal
em 5,96 ppm (fig. 1lb5a.) observou-se mudanca apenas
em 4,35 ppm. Estes dados indicam que os prétons
dos heteroatomos ndo est&o acoplados entre si,
como j& se tinha observado em RMN 1H pelas di-
ferentes constantes de acoplamento apresentadas
por estes sinais. Além disso ficou claro que cada
um destes heterodtomos estdo ligados diretamente a
um CH, o que foi confirmado ao se irradiar os
sinais em 4,76 ppm e 4,35 ppm.

Irradiando o sinal 4,76 ppm (fig.15b.) observou-
se um singleto em 6,76 ppm e dois dupletes em 3,05
ppm e 3,22 ppm com constantes de acoplamento
geminal. Por outro lado, ao irradiar separadamente
Oos sinais centrados em 3,05 ppm e 3,23 ppm

(fig.15c.), observou-se mudanca apenas no sinal
centrado em 4,76 ppm.

a estrutura parcial "A"

Estes dados permitem propor

-NH-CH-CHp- "A"
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Irradiando o sinal <centrado em 4,35 ppm
(fig.15d.), observou-se um singlete em 5,96 ppm,
dois dupletes centrados em 3,80 e 3,93 ppm com
constantes de acoplamento geminal e um singlete
largo em 2,75 ppm. Por outro lado irradiando se-
paradamente os dupletes centrados em 3,80 e 3,93
ppm (fig.l5e.) observou-se modificagao apenas no
sinal centrado em 4,35 ppm. Também ao irradiar o
duplete centrado em 2,75 ppm (fig.15f.), a unica
modificacdo no espectro de prdéton foi no sinal em
4,35 ppm. Estes dados indicaram que o CH responséa-
vel pelo sinal em 4,35 ppm estd ligado a um he-

teroatomo e a dois -CHp-, permitindo propor a es-
trutura parcial "B":

—NE—CH—CH,
_ CHZ " B "

O espectro HETCOR (fig.l16) confirmou os carbonos
fenilicos quartenarios em 133,58; 136,56 e 136,54
ppm pela auséncia de cruzamento com nucleos de
hidrogénio do espectro de prdétons. Nos demails si-
nais na regido de aroma@ticos foram observados os
cruzamentos confirmando os CH dos radicais fenila.
Na regiao de prétons e carbonos aliféticos(fig.1l7)
foram observados as correlagdes carbono-hidro-
génio, permitindo assim o assinalamento dos carbo-
nos e hidrogénios, ja& mostrada nas estruturas par-
ciais "A e "B".

O espectro de HETCOR-long range (fig.l18) mostrou
a interacdoc do hidrogénio centrado em 3,05 ppm com
0s carbonos em 54,95 ppm e com O
carbonilico em 170,1 ppm,
estrutura "A" para "A1":

carbono
permitindo estender a



42

—C=0
_NH— CH— CH, "Al "

Também foram observadas no espectro de HETCOR-
long range {£fig.19) interacbes dos prétons em 2,02
ppm, correspondente a metila 20,82 ppm, com a car-
bonila 170,7 ppm que Jjuntamente com a observacéio
de um fragmento de massa [M-60] (=293 m/z) do

espectro de massas, permitiu escrever a estrutura
parcial "C", um grupo acetil:

R-O—CO-CH3 ch
R = grupo alquil

As interacgtes do prdéton aromatico centrado em
7,7 ppm com o carbono aromatico em 131,9 ppm e
com a carbonila em 167,0 ppm Jjuntamente com o©
fragmento de massa 105 m/z (100%) do espectro de
massas, permitiu escrever a estrutura parcial "D".

Ph ""IC=O nnw

A andlise do espectro de massas(fig. 10) mostrou
o ion m/z [M*--60]= 384(5%) correspondendo & perda
de uma molécula de &cido acético, confirmando a
estrutra parcial "C". O ion m/z 353 (2,5%) ([Mt--91]

juntamente com o ion m/z 91 (17%) sugerem a pre-

senga de uma benzila na molécula. Considerando os
deslocamentos quimicos dos carbonos CHp em 37,4 e
38,42 ppm com 0Os sinais para seus respectivos
hidrogénios centrados em 2,74 ppm ¢ em 3,05 e 3,22
ppm, compativeis com carbonos e prétons benzili-
cos, as estrutras "A1" e "B" foram ampliadas para



"Ap" e "B1", esta ultima lembrando
aminodcido fenilalanina.

l
CHz - C=0
"Az" nBlu
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o a-

Unindo as porg¢des "C", "D", "A2" e "B1" chega-
2 1

se preferencialmente a algumas estruturas,

contudo

a literatura (27,28,33) aponta para um composto
obtido pela associagdo da fenilalanina com sua

forma reduzida, o fenilalaninol.
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Com os dados espectroscépicos apresentados até o
momento, a férmula molecular e o grau de insa-
turagao, podemos propor duas estruturas para o S6-
lido obtido da fragc&o LN-9,

apresentadas abaixo
como I e II:

Uma anélise mais detalhada do espectro de massas
elimina a possibilidade da estrutura I e confirma
a estrutura proposta II como mostrado a seguir:

1. ion m/z=384(3,8) a partir do 4ion molecular
[(Mt-)-60=384], provavelmente atribuido & perda de
dcido acético;

2. ion m/z=353(1,5) decorrente da eliminagdo de
fragmento .C7H7 [(M*t.)-91=353](ver fig.20);

3. ion m/z=311(2) detectado a partir de um
possivel rearranjo envolvendo o grupo acetil, re-
sultando na eliminag3o do fragmento (PhCH2CHCH2O}°®
a partir do ion molecular (ver fig.21);

4. uma sequéncia de eliminagao(ver fig.20), a
partir de m/z=353, originando o ion m/z=293(6), pe-
la perda de m/z=60 provavelmente &cido acético,
m/2z=252(31), decorrente da eliminag3o do fragmento
HoCoNH. a partir de m/2z=293 e, por 1dltimo m/z=
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224 (24) pela eliminagdo de CO (m/z=28) a partir de
m/z=252;

5.m/z=105, o pico base, refere-se a detecgdo do
ion benzoil [PhCO]*;
6.m/z=91(17), ion tropilio [CqH7]1t, e

7.m/2=77(32), provavelmente oriundo da degradagido
do ion benzoil.
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Fig.20: rota de fragmentagado proposta para explicar
sequéncia de picos que aparecem a m/z=353,
m/z=293, m/z=252, m/z=224, m/z=105 e m/z=91,
respectivamente.

" r N\ @
R/‘\EO‘C\—H f H,C—G~CH,
! o™ "’°‘ﬁ
*%c'ﬁtp
i o | m/z=311

Fig. 21: fragmentagdo sugerida para explicar a
presenca do ion a m/z=311.
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Dados espectrais obtidos por I.R., RMN 1§ e 13c,
além de E.M., coincidiram com aqueles descritos na
literatura(27.28) para o composto denominado N-ben-
zoyl-L-phenylalanyl-L-phenylalaninol Acetate, co-
nhecido como anomalamide(27) isolado da Artemisia
anomala, membro da familia de vegetais conhecida
como Compositae ou asperglaucide(28), isolado do
fungo Aspergillus glauocus, sendo a sua estrutura
abaizo definida, e, na pagina seqguinte, uma tabela
formada a partir dos dados de RMN do composto em

estudo:
? hd
o
0
AN

e
gt"
v ©

Fig.22: estrutura do composto isolado da fragdo
IN - 9, denominado N-benzoyl-L-phenyl-
alanyl-L-phenylalaninol Acetate.
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RMN 1y " RMN 13¢
C__ Sobs (ppm) 814+ * (ppm) 27 Sophs (PPM) 813¢ ** (ppm) (28}
NH |s6,76 6,75
NH 5,96 5,92
1 2,03 (s, 3H) 20,82 20,7
2 4,76(td,1H) | 4,77(ddd, 1H) 54,95 55
3 3,05(dd, 1H) | 3,06(dd, 1H) 38,42 38,5
3 3,23(dd, 1H) | 3,23(dd,1H)
1' | 3,80(dd,1H) |3,81(dd,1H) 64,53 64,6
1' | 3,93(dd,1H) | 3,93(dd,1H)
2' |4,34(m,1H) |4,34(m, 1H) 49,38 49,5
3' | 2,71(dd,1H) |2,73(dd, 1H) 37,39 37,4
3' {2,79(dd,1H) |2,77(dd, 1H)
o 7 -8 7,15-7,72 (15H) | 126-137 126,5-136,7
4 167,05 167,0
5 170,15 170, 5
6 170,78 170, 5

* Obtido em campo de 400 MHz;
** Obtido em campo de 100 MHz.

Tabela 3: dados de RMN 1H e 13C a partir do

composto Anomalamide.
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1.2. A PARTIR DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

An4lise preliminar para detecgdo de derivados de
catecéis como os flavondides, foi efetuada por téc-
nica de cromatografia em papel, usando como eluente
uma mistura de MeOH/H20 (1l:1) e como revelador a

solugdo de hexacianoferrato (III) de potéssio-clo-

reto de ferro (III). O teste evidenciou a presenga

de flavonéides pois surgiu manchas castanho-esver-
deadas ao borrifar o reativo descrito acima no cro-
matograma obtido. A sequir, fez-se uma ccd ana-
litica de silica para otimizar as condig¢les de se-

paragdo dos componentes, o que resultou na escolha

dos solventes diclorometano e acetona como elu-

entes, sendo usado gel de silica como

suporte.
Procedeu-se, entio,

a técnica de cromatografia pre-
parativa em coluna no modo gradiente de polaridade

crescente. Obteve-se, na faixa de eluigdo entre 6-
20% de(CH3)2CO em CHpCly uma mistura de dois com-—
postos principais determinados por ccd analitica em
silica. Tal fraca3o foli codificada como LN Hol - 5.
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1.2.1. Identificagdo dos Constituintes da
Fragdo LN Hol - 5

PApds purificado, o espectro de infravermelho ob-
tido (fig.23) mostra bandas caracteristicas de com-
postos fenélicos livres, sendo citadas as bandas de
estiramento de ligagdes OH a cerca de 3.400 cm~1
(banda 1larga), estiramento de carbonila associada
como ponte de hidrogénio(26) a cerca de 1.660 cm~1,
estiramento C=C do anel de fenol a cerca de 1.600,
1.500 e 1.455 cm~1l deformagio no plano de ligacdo OH

a 1.360 cm~1 e, em 1.255 cn~l temos estiramento de
ligagédo ocQ-
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Inspecionando o espectro de RMN 1H, (f£ig.24) ve-
rificou-se a presenga de um padrido tipico de absor-
cdo de prétons fendlicos (ombro na linha base entre
8,5 e 9,5 ppm), além de um préton OH de fenol(d
=13,03 ppm, s) formando ponte de hidrogénio intra-
molecular, o sinal centrado a 7,945 ppm (d, Jgcalc=
8,8 Hz) devido & absorgdo dos hidrogénios H-2'e H-6'
de anel B do tipo 4'-oxigenado (ver £fig.25b). Por
outro lado, o duplo duplete (Jcaz1c=6,33 Hz e 2,83
Hz) que surge centrado a 7,5 ppm lembra H-6'de anel
B do tipo 3',4'-oxigenado, assim como o sinal a
7,463 ppm (d, Jcalc=2,1 Hz), tipico de H-2'(ver
fig.25c); sinal a 7,03 ppm (d, Jczlc=8,8 hz) foi
reportado como sendo dos prétons H-3" e H-5'de anel
B 4'-oxigenado(ver fig. 25b), enquanto que 7,00 ppm
(d, J=8,33 Hz) refere-se ao H-5' de anel 3',4'-
oxigenado. Na regido entre 6,65-6,58 ppm temos
absorgdo do préton do anel C na forma de singlete
(ver fig.25a), cujos sinais a 6,6469 ppm(s) e 6,5914
ppm (s), provaram a existéncia de mistura de com-
postos an&logos. Os dois dubletes sequintes, o pri-
meiro centrado a 6,5303 ppm e o outro a 6,2566 ppm
referem-se aos H-8 e H-6 de anel fenélico do tipo A
(ver fig.25d). Também percebeu-se a inexisténcia de
protons de metédxi-aril, somente prétons de OH-
fenbélicos. '

Diante desta avaliag3o, obteve-se dados impor-
tantes, a saber:

a)trata-se de uma mistura de flavondides com
anel A 5,7-di-hidréxi-substituido;

b)é uma mistura de duas flavonas, em funcdo de
diferentes 8 na regifio de absorc¢do de préton do anel
C, e '

c)trata-se de mistura de 5,7-di-hidréxiflavonas
com anel B 4'-hidréxi e 3',4'-di-hidréxi;



Fig.25:

10

a) estrutura molecular de uma fla-
vona, mostrando os anéis A, B e C;

b) prétons do anel B 4'-oxigenado;

c) prétons do anel B 3',4'-oxigenado;

d) proétons do anel A 5,7-di-hidréxi-
substituido.
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Para confirmar as estruturas, cpbtén-se um
espectro de RMN de 13C, no modo APT (ver fig.26),
sequndo comparagdes com dados da literatura(30) (ver

tabela 4) levam a conclusdo que os flavonbides séo
Apigenin 5 e o Luteolin 6(fig.27).
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substituinte- OH

apigenin 4"
luteolin 3',4"
Sobs (ppm) 8ref (ppm) * (30)
luteolin apigenin luteolin apigenin
carbono : :

C2 165,04 165,04 164,5 164,1

Cc3 104,09 104,09 103,3 102,8

C4 182,96 182,96 182, 2 181,8

C5 158,68 158,68 157,9 157,3

C6 99, 64 99, 64 99,2 98,8

c7 164,82 163,26 164,7 163,7

Cc8 94, 67 94,63 94,2 94,0 -
Cc9 162,10 161,50

C10 105,24 105, 24 104,2 103,7

ci* 123,60 123,60 119,3 121,3

cz2* 114,00 129,40 113,8 128,4

c3t 146,40 116,78 146, 2 116,0

Cc4? 150,06 150,1 161,1

c5? 116,56 116,78 116, 4 116,0

ce? 120,06 129,40 122,1 128,4

*S(ppm) de 13C obtido em equipamento Bruker WX-90 FT em
DMSO-dg.

Tabela 4: deslocamento quimico dos carbonos para a
mistura de flavonéides Luteolin e Apigenin.
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Fig.27: estruturas moleculares em projecéao
no plano dos flavondéides Apigenin 5 e
Luteolin 6(32,33),
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Através de anédlises por HPTLC usando padrdes de
flavondides para comparagdo, e usando os sistemas de
solventes CgHg-Acetato de etila (6:4) eluida duas
vezes e CHC13-MeOH (8:2) (ver fig.28), confirmou-se a
presenga das flavonas Apigenin [5,7-dihidroxy-2-(4-
hidroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one}l] 5 e Luteolin
[2-(3,4-dihidroxyphenyl) -5, 7-dihidroxy-4H-1-benzopy-
ran—4-one] 6. Para verificar a proporg3o de cada um
na amostra, foli efetuada anilise por HPLC usando
coluna RP-18 (ODS) em fase reversa,detector UV/Vis,
sistema de solvente H20-MeOH (3:7), a um fluxo de
0,7 ml/min.; injetado 10 pul da amostra dissolvida em
MeOH p.a.. Chegou-se a seguinte composici3o para a
frac3do LN Hol-5: "Apigenin 5: 24,3%; Luteolin 6:

75,6% (ver fig.29), na fragdo, o que resulta em 7,0
mg de 5 para 21,7 mg de 6. '
!
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Fig.28:cromatogramas obtidos por HPTLC da fracgdo
LN Hol-5: a)amostra; b) luteolin; c)apigenin;
d)amostra + luteolin; e) amostra + apigenin.
Acima esti designado B/A para sistema de sol-
ventes benzeno-acetato de etila (6:4), elui-
da duas vézes e C/M para clorofé4rmio/meta-
nol(8:2). O revelador usado foi Hexacia-
noferrato de potéssio-cloreto férrico.
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Fig.29: Cromatograma obtido por HPLC resultante
da eluicdo da amostra da fracdo LN Hol - 5,
dadas as seguintes condigdes: MeOH-H20 (7:3);
fluxo: 0,7 ml/min.; detector: lampada UV a
A=254 nm e A=345 nm; coluna ODS (fase rever-
sa). Pela ordem de: eluigdo temos: apigenin 5
e luteolin 6. '
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VI. CONCLUSAO

Considerando os resultados experimentais do
presente trabalho, podemos concluir:

Os extratos acetato de etila-hex&nico e
hidroalcobélico do ramo, folhas e flores de Leonotis
nepetaefolia apresentaram um bom perfil para estudos
fitoquimicos, ndo sendo necessirio +técnicas mais

refinadas para alcangar os resultados ora apresen-
tados.

O extrato acetato de etila-hex&nico foi
cromatografado em coluna preparativa de silica-gel,
rendendo vArias fragdes. Fol analisado os consti-
tuintes em duas delas: de uma fracdo foi iden-
tificada por CGAR uma mistura dos esteréis cam-
pesterol (24a-Methyl-5-cholesten-3f-ol) 1, stigmas-
terol (stigmasta-5,22-dien-3f-0l) 2 e f-sitosterol
(5-stigmasten-3B-ol) 3 (£fig.30), na proporgio de
13,56% de 1; 49,9% de 2 e 36,54% de 3 cujo
rendimento da mistura é cerca de 0,02% do peso da
planta. Da outra fragdo foi identificada uma amida
nao muito comum e inédita na familia derivada da fe-
nilalanina, denominada Anomalamida(N-benzoyl-L-phe-
nylalanyl-L-phenylalaninol Acetate) 4 (fig.30), 1i-
dentificada por técnicas de IV, RMN TH, N 13c,
além de espectrometria de massas.

Do extrato hidroalcélico foram isolados
por cromatografia em coluna e identificados por IV,
RMN 1H, RMN 13C e HPTLC por comparagdo com padrdes
os flavonéides Apigenin ([5,-dihidroxy-2-(4-hidroxy-
phenyl)—-4H-1-benzopyran-4-one}l) 5 e Luteolin((2-(3,4
-dihidroxyphenyl) -5, 7-dihidroxy-4H-1-benzopyran-4-
onel}) 6 (fig. 30), cuja composigdo na fracgdo foi
determinada por HPLC e resultou na proporgdo de-
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24,3% de 5 para 75,7% de 6. Tais flavonéides néo

foram ainda relacionados como constituintes deste
vegetal.

Além da atividade antiviral do Luteolin,
a atividade anti-histaminica e antitumoral do
Apigenin{3%) e a comprovada atividade analgésica do
stigmasterol(31), tais compostos isolados poderdo ser
analisados farmacologicamente através de outros
"screening”, vindo ao encontro do que se refere

quanto ao uso popular de L. nepetaefoila como um
agente fitoterédpico.

Fig. 30: compostos identificados a partir de extra
tos de leonotis mepetaefoiia.
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