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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Sigla Descrigio

CCD: cromatografia em camada delgada

CC: cromatografia em coluna

CCE: cromatografia em camada espessa

GC: cromatografia gasosa

GC/MS: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia

IR: indice de retencgdo

COLOC:  espectro bidimensional de correlagio heteronuclear (C.H) a trés ligacoes

COSY: espectro bidimensional de correlagcdo homonuclear (H,H)

HETCOR: espectro bidimensional de correlagio (C,H) a uma ligagdo

DEPT: espectro de RMN"C intensificado sem distor¢do por transferéncia de
polariza¢do (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)

Hz: hertz

IVTF: infravermeiho

RMN'H:  ressondncia magnética nuclear de hidrogénio

RMN"C: ressonancia magnética nuclear de carbono

ppm: partes por milhio

J: constante de acoplamento

ok singleto

sk: singleto largo

d: dubleto

dd: duplo dubleto

ddd: triplo dubleto




Sigla Descricio

m: multipleto

NOE: Efeito Overhauser nuclear

NOESY: Espectro bidimensional de NOE

TMS: tetrametilsilano

E: espectro

EM: espectro de massas

ev: elétron volt

m/z: relagdo massa carga

pf: ponto de fusdo

Rf: relagdo da distancia percorrida pela amostra / distincia percorrida pelo eluente
em cromatografia de camada delgada

tr: tempo de retengdo

THF: tetra-idrofurano

t.a.; temperatura ambiente

t: tripleto

&: deslocamento quimico em partes por milhdo

fet]p: rotagdo otica especifica

MHz: megahertz

Hac: acido acético

AMCP: acido meta cloro perbenzoico

M ion molecular

DMSO: dimetilsulfoxido

CDClg,:

cloroformio deuterado
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UM ESTUDO QUIMICO DA ARTEMISIA annua L. ACLIMATADA NO BRASIL

Mary Ann Foglio; CPQBA-UNICAMP, CP 6171, Campinas 130183-970, Sao Paulo. Brasil;
Anita Jocelyne Marsaioli, Instituto de Quimica-Unicamp, CP 6154, Campinas 130183-970,

Sio Paulo, Brasil

Artemisia annua L. ¢ uma Asteracea oriunda da Asia conhecida pela producio de
artemisinina 13, um potente antimalarico. Por ser uma espécic de grande interesse elegemos

como tema desta tese estudar varios aspectos da variedade aclimatada no Brasil,

Os metabolitos secundarios ndo volateis 12, 21, 22, 30 foram isolados por métodos
cromatograficos convencionais 0s quais apresentam o sistema biciclico [4.4.0] decano cis.
Estes compostos apresentam tendéncias conformacionais que variam de acordo com o tipo de
substituinte que possuem. Assim nds nos propusemos a fazer um estudo espectroscépico
sistematico destes amorfanos naturais e preparamos alguns padrdes 112, 113, 114 contendo o
sistemna biciclico [4.4.0] decano cis para também serem caracterizados. A analise dos espectros
de uma e duas dimensdes de correlagdo homo e heteronuclear permitiram uma atribuicdo
precisa dos atomos de carbono e hidrogénio além de indicarem a tendéncia conformacional

destes compostos.

A composi¢do dos constituintes volateis encontrados no oleo essencial da planta
aclimatada no Brasil foram estudados por GC/MS (HP 5890/ HP 5970). A utilizacdo dos
dados de indices de retengdo e espectros de massas aliado a co-injecio de padrdes permitiu
determinar quarenta e nove componentes no 6leo essencial. Um dos compostos determinados

125 revelou ser um esqueleto inédito ndo descrito anteriormente em plantas.

Também foi abordado o estudo comparativo do perfil cromatografico do dleo essencial
da Artemisia annua L. cultivadas no Brasil comparado a 6leos de Artemisia annua L. de
outras procedéncias. Um acompanhamento sazonal da Arfemisia annua 1. possibilitou
observar a variagdo dos teores dos principais componentes encontrados na planta verificando a
0 comportamento da artemisinina 13 em relag3o 4 produgio do dleo essencial. Foi avaliada a
viabilidade econdmica de produ¢do da artemisinina 13 utilizando diversos materiais no seu
processo de obtengdo. Dessa forma consegui-se obter o principio ativo 13 num custo global de

11 délares ¢ 50 centavos por grama de artemisinina 13.
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A STUDY OF THE ESSENTIAL OIL OF Artemisia annua L.. ADAPTED
TO BRAZILIAN CLIMATE

Mary Ann Foglio, CPQBA-UNICAMP, CP 6171, Campinas 130183-970, Sao Paulo, Brazil:
Anita Jocelyne Marsaioli, Instituto de Quimica-UNICAMP, CP 6154, Campinas 130183-970.

Sio Paulo, Brazil

The Asteracea Artemisia annua L. native of the Asian continent is well known for the
production of a potent antimalarial compound, artemisinine 13. The purpose of this work was

to study some chemical aspects of the plant adapted to Brazilian climate.

The total hydrogen and carbon-13 NMR assigment of compounds 12, 21, 22 and 30
isolated from Artemisia annua 1. as well as that of compounds 112, 113 and 114, obtained
through chemical transformations,.are reported. The conformations and conformational
equilibria of these compounds in solution which possess a cis-decalin moiety were obtained

from spectral data and molecular mechanics calculations.

The identification of the essential oil of the plant cultivated in Brazil was studied using
GC/MS (HP 5890/HP 5970). Forty nine constituents were determined by association of
retention time data and co-injection of authentic standards. Compound 125 is a new carbon

skeleton not published up to this date.

Comparison of the gas chromatography profile of the Artemisia annua L. essential oil
produced in Brazil with those of other origins revealed significant variation of their
constituinets. The seasonal behavior of artemisinine 13 content versus essential oil production

was observed during one harvest period.

The economical viability of several purification methologies for artemisinine production
were tested. In this work we produced the antimalarial compound 13 at a total cost of US$

11,5 per gram.
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I. Historico

A utiliza¢do de ervas medicinais € tdo antiga quanto a humanidade. Para o tratamento
dos diversos males que os acometiam, nossos antepassados utilizavam-se, por tentativa e erro,
de diversas espécies vegetais obtendo, as vezes, o sucesso da cura /1/. A cultura chinesa tem-

se utilizado do conhecimento popular de ervas medicinais durante os ultimos cinco séculos.

As origens desta cultura sdo desconhecidas mas, supostamente, iniciou-se na época dos
cinco soberanos, no periodo de 2953-2208 aC, que introduziram esta filosofia de principios
meédicos. Shen-Nong € reconhecidamente o fundador da medicina chinesa e adorado pelos
nativos como um Deus, pois a ele sdo atribuidas as virtudes das plantas e a capacidade de
experimentar venenos /2/.

Uma grande contribui¢do nesta area foi feita pelo médico e naturalista Li Shi-Zhen
(1518-1593), em sua obra Ben-Cao-Gang-Mo, publicada em 1590, onde ele descreveu 1892
drogas e 8160 receitas /3/.

Como a Asia é o continente onde a medicina tradicional ¢ mais praticada, alguns
governos como os da China, India, Siri-Lanka e Japdo tém encontrado meios de legalizar e
reconhecer o uso desta pratica. No Siri-Lanka existe um Ministério para a medicina indigena.
Na India, no Ministério da Saude local, foi criado o Departamento de Medicina Tradicional. Ja
no Japdo, atualmente, 47% dos médicos utilizam métodos da medicina tradicional chinesa
aliados a terapéutica ocidental no tratamento de seus pacientes. Na China, a medicina
tradictonal foi ignorada até a revolugao de 1949 que implantou a Republica Popular da China.
A partir dessa data, o governo incentivou a politica de uniio entre a medicina ocidental ¢ a
tradicional, criando, em 4 de janeiro de 1986, o Ministério Independente de Medicina

Tradicional Chinesa /4/.

Existem hoje na China cerca de 5136 espécies vegetais utilizadas popularmente como
medicinais das quais 300 foram estudadas chegando-se & identificacio de seus principios ativos
/4/. Incentivado pelo governo, esse estudo teve inicio em 1967 com objetivo de descobrir
novas fontes de medicamentos /1/.Uma dessas espécies foi a Artemisia annua L., que Li Shi-
Zhen em sua obra Ben-Cao-Gang-Mo, cita o uso de preparagdes desta planta para combater a

febre provocada pela malaria /3/.

A situagdo da malaria no Brasil nos anos cinquenta era de até sete milhdes de casos
anuais, indice que vinte anos depois diminuiu para cinco milhdes, atualmente encontra-se num
patamar de 500 mil casos por ano. Estima-se que a malaria leva a 6bito dez mil pessoas por

ano. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que a ocorréncia global de malaria aguda
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e cronica atinge de 220 a 230 milhdes de casos por ano, sendo responsavel por dois milhdes de
mortes por ano, o que a coloca como a maior epidemia do mundo. Este indice € superior ao
observado para Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)/5/. Dessa forma a pesquisa e
desenvolvimento de novos antimalaricos € de fundamental importancia. Como esta patologia €
encontrada somente em paises subdesenvolvidos (Figura 1) existe pouco interesse das
industrias em financiar pesquisas para o desenvolvimento de novos antimalaricos, cabendo a

agéncias de fomento do terceiro mundo o 6nus destas pesquisas.

O Mapa da Doenc¢a no Mundo
Malaria atinge principalmente as areas tropicais
Amaérica Central i 1 Sul da Asia
O nimero de casos esta crescendo AtegAliEIa Mais de 2 milhoes de casos por ano.

devido ao desenvolvimento agricola e Mais de 300 .I“I"III ~ES0% pOrang A epiderma se alastra entre as
2 ! ’ A epidemia @ mais grave entre e :
# resisténcia do mosquito aos populagoes tribais que vivem nas

inseticidas ﬁ Ym'ados da guersa civi) florestas

Franfeira Saara ’
Epidemia causada pela Combpja, C¥0s g 1% Tailandia e Vietna
- falta de chuvas e pelos Mais de mil cas®s por ano. As linhagens do
®4= movimentos migratori parasitasall as mais resistentes a drogas em todo
o mundo. A doenga ameaca se espalhar aos

! alsesvizinhos
Etlopid P i

Epideimia nes planaltos s

deyido & seca,
Viorte de adultos jovens b SAGH; 8 I'orne_e

- 3 T R entamento de
devido a grande resisténcin

populagoes Filipinas, Bepud-N

dos parasitas b z
lihas SAUREDER anuatu

1y Guine

Bacia Amazonica Sida Alnica e Madagoascar
600 mil casos & de 6 mil a 10 mil do 4 mudanga nas
maortes par ano no Brasil, especialmente

nas novas frontairas agricolas e nas mortes em Madagascar em 1888
zonas de mineragao

Flarestas e savanas africanas

Mais de 50% da popula infectada
A doenga e @ maior causa de
mortalidade infantil

Areas de transmisao da doenca

Figura 1: Situagdo mundial da malaria



I1. Consideracgdes sobre o género

Pesquisadores chineses estudaram mais de trinta espécies do género Arfemisia para
confirmar a atividade antimalarica das mesmas. Entre os metabolitos secundarios isolados das
diversas espécies do género Arfemisia os mais caracteristicos sao as lactonas sesquiterpénicas
/6/. Os dados existentes sobre lactonas sesquiterpénicas do género Artemisia foram
compilados segundo os sub-géneros: Abrotanum; Absinthium;, Drancunculus: Seriphidium,
Tridentatea.

As diversas classes de estruturas das lactonas sesquiterpénicas do género Artemisia sio
originarias de transformagdes biossintéticas a partir dos germacranolideos 1, estas assim sdo
transformadas biossinteticamente em classes mais avangadas através de ciclizagdes, rearranjos,
e oxidagdes originando os esqueletos basicos dos elemanolidios 2, eudesmanolidios 3,
guainolidios 4, cadinolidios 3, psilostacinolidios 6, /7/. Os principais tipos de lactonas
sesquiterpénicas encontradas no género Artemisia sio a santonina 7, matricarina 8, absintina

9, anabsintina 10, artemisina 11, artenuina 12 /7/ (Figura 2 e 3).

Figura 2: Compostos encontrados no género Artemisial7/
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Figura 3: Compostos encontrados no género Artemisiall/

Porém so a Artemisia annua L. e a Artemisia apiecea provaram ser eficazes contra o
Plasmodium falciparum ¢ o Plasmodium vivax /8/. Grupos americanos /9/ estudaram as
especies Artemisia  Iludovica, A.vulgaris, A.schmidtiana, A.pontica, A.arbuscula e
A.drancunculus, que ndo apresentaram atividade antimalarica. A peculiaridade sobre as outras
espécies do género € que a Artemisia annua L. e a Artemisia apiecea apresentam um principio
ativo com uma lactona sesquiterpénica e o grupo 1,2,4-trioxano. Este composto foi
identificado a partir do extrato de éter etilico dessas espécies, denominado artemisinina 13,
que, quando submetido a testes farmacologicos, apresentou atividade antimalarica /10/. A
artimisinina 13 € de acdo rapida e atua sobre as formas de maldra provocadas pelo
Plasmodium vivax e o Plasmodium falciparum, inclusive sobre as formas de malaria

provocadas pelo Plasmodium resistente ao tratamento as cloroquinas /11/.

Introducdo
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A Artemisia annua 1. € uma Asteraceae (tribo Anthemidea) nativa de regides de clima
temperado, na China, em paises do Sudeste da Europa (Bulgiria, Roménia e antiga
lugoslavia), em Piemonte (Italia) e na Moldavia (antiga URSS) /12/. Na literatura, até o

momento, estdo descritas 400 espécies deste género /13/.

Na India, a espécie foi introduzida pela CIMAP (Central Institute of Medicinal and
Aromatic Plants), com sementes fornecidas pelo “Kew Royal Botanics Gardens”, Inglaterra.
Atualmente, esta sendo cultivada no “Kashmir Valley”- Paquistio para producio de

artemisinina 13 em larga escala /10/

Introdugadrn 6



Figura 4: Artemisia annua L. cultivada no Brasil (hibrido Ch x Viet 55, em estado de corte)



I1I1. Mecanismo de Acéo

Apesar de produzir um rpido desaparecimento dos parasitas do sangue, a recorréncia
da doenga nesses pacientes ¢ mais rapida que naqueles tratados com cloroquinas. Uma das
hipoteses para essa recorréncia € a rapida elimina¢do da artemisinina do organismo. Esse fato
motivou varios grupos de pesquisa /14/ a modificar a estrutura da artemisinina 13, para
aumentar sua poténcia antimalarica. Com esta finalidade, foi sintetizado o artemisininelactol

14, que apresentou o dobro da atividade antimalarica /14/.

corndl

H

O mecanismo da agio toxica da artemisinina 13 e seus derivados sobre o Plasmodium
ainda ndo esta totalmente esclarecido. A formagao de radicais de oxigénio ativado (superoxido,
peroxido de hidrogénio e radicais hidroxilicos) desempenha um papel importante, pois os
derivados, sem o grupo perdxido, sdo inativos. Alguns trabalhos indicam que esses radicais
provocam lesGes na membrana nuclear e mitocondrial do parasita, por inibicdo da sintese de
acidos nucleicos e de proteinas /15/. Trabalhos recentes sugerem que a rea¢io da artemisinina
13 com o heme presente no interior do parasita leva a producio de radicais livres, citotoxicos.
Esses mecanismo de agdo poderiam explicar a toxicidade seletiva da artemisinina 13 e seus
derivados ao Plasmodium, quando comparada a observada em outros tipos de células /16, 17/,
Estudos recentes propde que o peroxido organico da artemisinina ¢ reduzido por parasitas
ricos em ferro, formando intermediarios radicalares citotdxicos /18/. Por esse mecanismo
havenia a formagdo de uma espécie Fe(IV)-oxi 18, por cisdo homolitica da ligagiio O-C, a
partir de um radical 3-ferro-oxy-etil 16, levando a formagdo de um potente agente alquilante.
um epoxido altamente eletrofilico 18 (Esquema 1). Este mecanismo representa a primeira

meng¢io da geracio de Fe(IV)=0 18, durante ativagdo do 1,2 4-trioxano com ion ferro /18/.

Introducéo 8
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Esquema 1: Sugestdo de mecanismo de formagao de intermediarios radicalares /18/
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IV. Metabodlitos secundarios nao volateis encontrados na Artemisia annua ..

Até 1995, vinte e quatro sesquiterpenos (12,13,19,21 até 41) foram isolados da
Artemisia annua L, sendo a maioria destes compostos relacionados a série dos amorfanos que
se caracterizam pelo esqueleto basico (18, 68, 7S)-7-(2-propil)4,10-dimetilbiciclo [4.0.4}/16-
30/ (Figura 5).

Figura 5: Terpenos identificados na Artemisia anrnma L. /16-30/
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Estes compostos possuem esqueleto basico de cadinanos 42, podendo ser encontrados na
natureza em Oleos essenciais, petréleo e ambar. A familia dos cadinanos pode ainda ser
dividida em amorfanos 43, cadinanos 44, bulgaranos_45, e muurolanos 46, dependendo da

estereoquimica relativa da jungdo dos anéis e do grupo isopropila /29/ (Figura 6).

e
e
[7¥]
-
e

PN

5
oy
>

Figura 6: Esqueletos carbdnicos da familia dos cadinano/29/

Além dos amorfanos, até o presente momento foram descritos trinta e quatro

flavonoides na Artemisia annua L.(Tabela 1) /28-33/
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Tabela 1: Flavonoides encontrados na Artemisia annua 1.

CH,OH

OH

o OH

OH

# Composto

Nome Comum

Nome IUPAC

Substituintes’

47

|us
A

i

{4

|Uu
o

4

63

astragalina

artemetina

apigenina

axillarina

casticina

chryseeniol

chrysesplenol-D

chrvsoplenetma

cirsilineol

cirsiliol

cirsimaritina

eupatorina

Isoquercitrma

isothamnetina

isokaempferida

Kaempterol

luteolina

luteolina-7-metileter

luteolna-7-0-glucosideo

4H -1- Benzopirano -4 - ona. 3 - (B-
glucopiranosiloxi( . 5.7 - di-idroxt , 2 - (4 -
hidroxifenil)

4H - | - Benzopirano -4 -ona ., 2 -{3.4 -
dimetoxifenil) ., 5 - hidroxi - 3.6.7 - irimetoxi

4H - | - Benzopirano - 4 - ona - 5,7 - di-idroxi
. 2 - (4 - hidroxifenil)

4H - 1 - Benzopirano - 4 - ona - 2 - (3.4 - di-
idroxifenil), 3,7 - di-idroxi , 3.6 - dimetoxi

4H -1 - Benzopirano - 4 - ona . 5 - hidroxi - 2
- (3 - hidroxi - 4 - metoxifenil} - 3,6.7 -
trimetoxi
4H - ] - Benzopirano - 4 - ona , 5,7 - di-idrox:
-2 - (4 - hidroxi - 3 - metoxifenil)

4H - | - Benzopirano - 4 -ona . 2 - (3.4 - di-
idroxifenil) - 5 - hidroxi - 3.6.7 - trimatoxi

4H - 1 - Benzopirano - 4 - ona . 5 - hidrox; - 2
- (4 -hidroxi - 3 - metoxi} - 3.6.7-trimetoxi

4H-|-Benzopirano-4 - ona.5-hidroxi-2-(4-
hidroxi-32metoxifenil}-6_7-dimetoxi

4H - I - Benzopirano-4-ona .2 - (3.4 -
dihidroxifenil) - 5 - hidroxi - 6.7 - dimetoxi

4H - 1 - Benzopirano - 4 -ona . 5 - hidroxi - 2 -
(4 - hidroxifenil) - 6.7 - dimatox)

4H - | - Benzopirano - 4 -ona , 5 - hidroxi - 2 -

(3 - hidroxi - 4 - matoxifenil) - 6.7 - dimetoxi

4H - | - Benzopirano -4 -ona 2 - (3.4 - di-
idroxifenil) - 3 - (P-D-glucofuranosiloxi) - 5.7
- di-idroxi

4I1 - 1 - Benzopirano - 4-ona . 3.5.7 -
trihidroxt - 2 - (4 - hidroxi - 3 - metoxifenil)

4H - | - Benzopirano - 4 - ona . 5.7 - di-idroxi
-2 - {4 - hidroxifenil} - 3 - metox;

4H - | - Benzopirano - 4 - ona 3.5.7 -
trihidroxi - 2 - (4 - hidroxifenil).
4H - 1 - Benzopirano -4 -ona , 2 - (3.4 - di-
idroxifenil) - 5.7 - di-idroxi

411 - 1 - Benzopirano - 4-ona . 2 - (3.4 - di-
1droxifenil) - 5 - hidrexi - 7 - metoxi

4H-1-Benzopirano-4 - ona. 2-(3.4-di-
idroxifenil}-5-hidroxi-7-glecosideo

Rq=(5; Rs=R-=R4=0H

R3=R3-=R4 'TR(,:R-:OCH;'. R_c'*OH

Ry=R:=R-~OH

R3:R6:0CH3'. R]-:RA"_R_(;R-.;OH

Ri=Re=R-=Ry=0CH;.: R;=R:=011

Ry=0CH;: Ry =R«=Ry=0H

R:=Rg=R-=0OCH;: R;:=Ry=R=0OH

R3:R]-:R5’-R~=OCH31 R_,-=R_<*OH

R: ~Rg=R-=0OCH3: Ry=ROH

R3=R4-=Rs=0IL: Rg¢~R-=0CH;

R4—~Rs=0H: Rs~R--OCH;

R:"=R:=0OH: Ry'=Rs~R-=0OCH,;

R;=R4=R:=R--OH: R:=G

R;+Ry=Rs=R-=0Ol: R\—OCH:

R;=0CH;: Ry=R=R--OH

R4‘_Ra'-R5—R-;()I I

R3=Rs=Rs=R-~OI]

Ry=Ry=Rs=OHL: R-—OCH;

R;"=R4=R:=0H: R-=0glucosidew
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continuagao Tabela 1

# Composte

Nome Comum

Nome TTUPAC

Substituintes”

66

penduletina

quercitina

quercitina-32metileter

quercitina-3'-O-glucosideo

quercatagetina~6.7.3".4 taramatileter

quercatagatina-4 -metileter

quercetagetina-32metileter

quercimeritrina

thamnetina

rhammmocitrina

tamarixetina

tomentina

5.2".4 4rihidroxi-6.7.5 "4rimetoxiflavona

5.7.8.3 4etrahidroxi-3.4"<dimetoxiflavona

3.6,7.3 tetra-o-metil-5 - hidrexiflavona

4H - 1 - Benzopirano - 4 - ona . § - hidroxi - 2
- {4 - hidroxo - 3 - metoxifenil) - 3.6,7 -
tnmetoxi

4H - 1 - Benzopirano -4 -ona . 2-(3.4 - di-
idroxifenil) - 3.5.7 - trihidroxi

41 - 1 - Benzopirano -4 -ona. 2-(3.4 - di-
idroxifenil) - 3 - metoxi - 5.7 - di-idroxi

4H - I - Benzopirano - 4 -ona . 2 - (3.4 - di-
idroxifeni]) - 3 - glucosideo - 5.7 - di-idroxi

4H - 1 - Banzopirano -4 -ona , 2 - (3.4 -
dimetoxifenil) - 6.7 - metoxi - 3.5 - di-idroxi

4H -1 - Benzopirano-4-ona . 2-(3 -
hidroxi - 4 - metoxifenily - 3.5.6.7 -
tetrahidroxi

41 - 1 - Benzopitano -4 - ona . 2 - (3.4 - di-
idroxifenil} - 3 - metoxi . 5.6.7 - trihidroxi

4H - | - Benzopirano - 4 -ona . 2 - (3.4 - di-
idroxifenil) - 7 - {§§ -D- glucopiranositoxi}-3.5
- di-1droxi
4H - 1 - Benzopirano -4 - ona . 2 - (3.4 - di-
idroxifenil) - 3.5 - di-idroxi

4H-1-Benzopirano-4 - ona,3.5-di-idroxi-2{4-
hidroxifenil)-7-metoxi

4H - | - Benzopirano - 4 - ona , 3,5.7 -
trihidroxi - 2 - ( 3 - hidroxi - 4 - mexoxifenil)

4H - 1 - Benzopirano - 4 - ona . 2 - (3.4 - di-
idroxifenil} - 5.6 - di-idroxi - 3.7 - dimetoxi

4H - 1 - Benzopirano - 4 -ona , 2 - (2.4 - di-
idroxi - 5 - metoxifenil) - 5 - hidroxt - 6.7 -
dimetoxi

4H - 1 - Benzopirano - 4 -ona . 2 - (3 - hidroxi
- 4 - metoxifenil) - 5.7.8 - trihidroxi - 3 -
metoxi

4H -1 - Benzopirano -4 -ona .2 - (3 -
metoxi) - 3.6.7 -trimetoxi - § -hidroxi

R:=Rs=R-=0CH3: Rs'=R:=0OH

R;=R«=R-=R;=R;=0H

R3=0CH;. R«=R-" Rz =Ry =01

Ri=glucosideo; R«=R-=R;-=R,—OH

R3;=Rs=0H: R;=R4=R~=R-=0CH;

Ri=Rs=R=R-=R;=0H: R4y-=0CH,

R3:OCH3'_ R;’IR.r:Rg:Rs:R'ﬁOH

Riy=Ry=R;=R«=0H: R-=G

R3'*R4‘;R3*R5;0H

R;=R:=R:=0H: R-=0CH;

Rg';R:\'—R}—R-’—OH: R4'—()CH3

R:;=R-=0OCH;: R3-=R4=R:=R=0H

R:=Re=Rs=OH: Ry=R¢=R-=0CH;

R3:R4'7‘0CH3'. R3'1R5:R-7-R3:OH

R3=R;-=Rs=R--0ClH;: Rs=0OH

* substituintes que nao foram indicados, subentende-se que sejam atomos de hidrogénio

Também foram citados um esteroide 81, dois triterpenos 82, 83 /31/, um diol de cadeia

longa 84 /29/, dois acetilenos 85, 86 /30/ quatro cumarinas 87, 88 89, 90 /27/ e dois

cromonios 91, 92 /32/ (Figura 7).
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Figura 7: Outros componentes identificados na Artemisia annua L./27-32/
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V. Biossintese

A rota biossintética da artemisinina 13 foi inicialmente estudado por Sangwan e col.
/33/ que demonstraram que inicialmente ocorria a ciclizagio do cis-farnesilpirofosfato 93,
dando origem ao esqueleto 95. No trabalho sequencial de Nair e col. /34/ evidenciou-se que o
acido artemisininico 30 era um precursor na biossintese da artemisinina 13. A
biotransformagdo do acido artemisininico 30 em artenuina b 22 e posterior transformacio

enzimatica em artemisinina 13 foi posteriormente comprovado por Brown e col. /35/ (Esquema
2).

PPO

son

H

A
-
W

4y~
ll- -

Esquema 2: Biotransformagdes ocorridas para formacio da artemisinina 13 /33-35/
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Apesar de ndo serem conhecidas as etapas intermediarias até a obtengio da
artemisinina 13, a literatura /36/ sugere um caminho de bioconversdo hipotético (Esquema 3),
no qual o anel epoxido do composto 22 sofre clivagem. levando a formagio de um cadinolideo
di-hidroxilado 96. O composto 96 sofre um “rearranjo de Grob”, levando a formagio de um

enol 97, que através de uma oxidagdo enzimatica produz um perdxido tensionda, 99 precursor
do artemisiteno 40 e a artemisinina 13 /36/.

H

HA0

H-0

g
i

Ik

o

Esquema 3: Biotransformagio da artemisinina 13 a partir da artenuina b 22 /36/
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VI1. Metabdlitos secundarios volateis descritos na Artemisia annua 1.

A Artemisia annua 1.. produz um oleo essencial de sabor amargo, aroma doce e
refrescante, e odor tipico de graminea com nuangas de cinfora 101/37/. Apesar de seu
interesse comercial ainda ser limitado, ¢ utilizado como fragrancia em produtos de perfumaria

e cosméticos, ndo provocando irritagdes na pele. O 6leo apresenta atividade antimicrobiana e

antimicotica /37/.

O oleo essencial de Artemisia annua L. tem sido exaustivamente estudado nas suas
diferentes fases vegetativas. Em todas as partes da planta foram descritas a existéncia de oleo
essencial porém o maior conteudo foi verificado nas inflorescéncias. Analises em plantas secas
demonstraram teores de até 3,2% de oleo essencial para as inflorescéncias. O mesmo trabaltho
cita que o teor da artemisia cetona 102 varia ao decorrer do ciclo da planta. Anterior ao
florescimento o 6leo essencial é pobre em artemisia cetona 102 e iniciando-se o florescimento

observa-se um aumento drastico deste componente no 6leo essencial /10/.

Um outro trabalho estudou as diferengas nos constituintes de Artemisia annua L.
resultantes de sementes originarias da China e do Vietnd. Uma diferenga expressiva foi
verificada tanto na quantidade do oOleo essencial como nos seus constituintes nio-volateis. O
componente principal do Oleo essencial de plantas provenientes de sementes Chinesas foi a
artemisia cetona 102 enquanto que o Oleo essencial proveniente da planta resuitante de
sementes Vietnamitas apresentou como componentes majoritarios a canfora 101 o -
cariofileno 103, trans- B-farneseno 104 e 1,8-cineol 105 sendo que a artemisia cetona 102

estava ausente /6.37/.

104 105

Figura 8: Terpenoides encontrados no 6leo essencial de Artemisia annua L.
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Outro fato relatado foi sobre a variagdo dos seus constituintes, enquanto a Artemisia
annua L. originédria de sementes Chinesas apresentou alto teores de oleo essencial rico em
monoterpenos, aquela proveniente de sementes Vietnamitas apresentou baixos teores de 6leo
essencial € estes contendo um grande conteudo de sesquiterpenos. Também foi descrito que a
variedade Chinesa produzia baixos teores de artemisinina 13 comparada a variedade
Vietnamita porém produzia alto teores de seus precursores, acido artemisininico 30 e artenuina
b 22 Acredita-se que na variedade Vietnamita a biossintese dos terpendides prossegue nos
monoterpenos formando os sesquiterpenos. Sugere-se que estas diferengas sejam decorrentes
de diferentes quimmotipos dentro de uma mesma espécie. Isto foi constatado pois Artemisia
annua L. provenmente de sementes de origens distintas porém cultivadas sob as mesma
condicdes agronémicos de solo, chima e local apresentaram variagdes como ja citadas /37/.
Assim concluiram que a Arfemisia aniuwa L. com o quimiotipo Vietnamita era ideal para
produgdo de artemisimina 13 enquanto a Artemisia annua L. com o quimiotipo Chinés era

favoravel a produgio do dleo essencial.

Tabela 2: Comparagdo da composi¢io do oOleo essencial de Artemisia annua L. de

procedéncias distintas

Composte # % Chinesa % Vietnamita
arternisia cetona 102 63,11 -
canfora 101 33 23.8
B-cariofileno 103 - 5,6
trans-f-farneseno 104 - 3.8
1.8 cineol 105 - 3.1
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O objetivo deste trabatho se enquadra dentro de um contexto mais global que envolveu
a aclimatagio da Artemisia annua L. a partir de sementes provenientes da China, fornecidas
pelo Prof. Dr. James McChesney (Mississippi-EUA) e sementes hibridas fornecidas pela
MEDIPLANT (CENTRE DE RECHERCHES SUR LES PLANTES MEDICINALES ET
AROMATIQUES - Suica), originarias de clones a partir de sementes Chinesas e Vietnamitas.
Esse estudo teve o proposito de determinar a potencialidade econdmica das diferentes

variedades e verificar qual se adaptaria melhor as condigdes climaticas encontradas no Brasil.

A partir destes primeiros resultados, determinar a melhor época de plantio e colheita da
planta (maximo da relagdo principio ativo/biomassa). Para finalizar o estudo de viabilidade
econdmica da planta, foi necessario avahar concomitantemente os parametros quimicos e

agrondmicos da Artemisia annua L.

Portanto coube neste trabalho:

o Inicialmente obter os padroes de artemisinina 13 e acido artemisininico 30 puros,
necessarios para ¢ monitoramento de produgdo de plantas com maior teor do principio

ativo 13.

¢ Investigagio de métodos viaveis de obtengéo de artemisinina 13 e acido artemisininico 30

em escala de laboratorio, semi-piloto e piloto.

o Caracteriza¢do espectroscopica de amorfanos existentes na Artemisia anmua L., cujos

dados ndo se encontravam detalhados na literatura especializada.

¢ Estudo dos componentes volateis da planta, como também o acompanhamento sazonal do
Oleo essencial da Artemisia annua L., comparativamente a produg@o de artemisinina 13

durante um ciclo completo da planta.

¢ Obtencdo de padrdes por transformagdes de grupos funcionais que permitissem anahsar os

componentes minoritarios do 6leo essencial.
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L. Otimizagdo do Processo de Obtencao da Artemisinina 13

De acordo com os objetivos de nosso trabalho foi necessario inicialmente aclimatar
Artemisia annua L. no CPQBA - UNICAMP. Esta etapa foi realizada pelo setor de agronomia
do CPQBA que datam de 1987 quando foram produzidas as primeiras plantas obtidas de
sementes cedidas pelo Prof Dr. Hermogenes de Freitas Leitdo do Instituto de Biologia da
UNICAMP. De procedéncia incerta (provavelmente Europa), estas sementes foram utilizadas
para produgdo das primeiras mudas que possibilitaram trabalhos de identificacio botéanica,
produgdo de sementes e estudos preliminares de desenvolvimento da planta. Em 1988 foram
fornecidas pelo Prof. Dr. James McChesney (Mississippi-EUA) sementes provenientes da
China. Duas outras variedades hibridas, originarias de clonagens de sementes Chinesas e
Vietnamitas foram aclimatadas posteriormente em 1991, SI/FI e SII/FII , as quais foram
fornecidas pela MEDIPLANT (CENTRE DE RECHERCHES SUR LES PLANTES
MEDICINALES ET AROMATIQUES - Suiga) responsavel pelo trabalho de melhoramento
das sementes. Detalhes sobre os aspectos agronOomicos deste trabalho encontram-se em
relatorios internos e em diversas teses de mestrado elaboradas pela equipe do CPQBA.

Desde o inicio deste trabalho ficou claro que todo o trabalho de campo deveria ter um
respaldo analitico quali e quantitativos dos constituintes de interesse econdmico ( acido
artemisininico 30 ¢ artemisinina 13). Assim sendo a primeira etapa foi o isolamento destes dois
padrdes utilizando um extrato bruto hexdnico da parte aérea da planta. A purificagio foi
realizada atraves de técnica de cromatografia em coluna de silica, fornecendo artemisinina 13 e
acido artemisininico 30 em 0,001% e 0,01% de rendimentos respectivamente. O composto 13
e 30 foram caracterizados pela comparagdo de seus ponto de fusio, rotagdo otica e dados
espectroscopicos com aqueles existentes na literatura/38,39/. Vale a pena comentar que para
a artemisinina 13 as atribuigdes ja haviam sido feitas anteriormente ao inicio do nosso trabalho
por Blasko e col. em 1988 /38/ (Figura 9). Durante o desenvolvimento do nesso trabalho de
atribuigdo dos dados espectroscopicos de RMN'H e C" do acido artemisininico 30 Misra e
colaboradores /40/ publicaram os dados relativos ao acido artemisininico 30 os quais
apresentaram total concorddncia com nosso trabatho. A atribuicio dos deslocamentos
quimicos de RMN'H e "*C do acido artemisininico_30 estdo mostrados na Figura 9, que estdo

condizentes aos descritos na literatura/40/.
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Figura 9: Atribui¢io por RMN'H e "“C da artemisinina 13 e acido artemisininico 30

A partir destes padrdes foi possivel pesquisar:

¢ meétodos analiticos eficientes e economicamente viaveis que permitissem avaliar os teores de

13 e 30 nas diversas espécies aclimatadas e época apropriada para colheita da planta.
+ forma de colheita, secagem ¢ armazenamento da planta.

* otimizagdo dos métodos de extragio e purificagio de 13 e 30.
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La. Otimizacdo dos métodos analiticos

Com o objetivo de monitorar a produgio de artemisinina 13 na planta tentaram-se
diversos métodos analiticos como resumimos na Tabela 3 a seguir. Imcialmente foram feitas
tentativas por varios métodos de HPLC /41/ sem no entanto ter conseguido resultados
satisfatorios. Com a dificuldade encontrada em detectar o endoperoxido sesquiterpénico 13
experimentou-se analisar a artemisinina I3 por cromatografia gasosa acoplado ao detetor de
massas (GC/MS; HP5890/HP5970) fazendo-se a detecgio pelo método SIM (“Selected Ion
Monitoring”). A analise utilizando o detector de massas permite a detec¢io por dois métodos.
0 método Scan faz uma varredura da amostra detectando todos os ions que estdo presentes,
enquanto no metodo SIM escolhem-se alguns ions carateristicos do composto sob anilise.
Geraimente escolhem-se de preferéncia o ion molecular e os fragmentos de maior abundéncia
com peso molecular mais alto, que permite uma sensibilidade maior ja que o detetor apenas
monitora alguns ions. No método Scan perde-se na sensibilidade da analise pois todos os ion
da molécula sdo monitorados. No que se refere ao GC/MS (SIM) foi a primeira técnica que
permitiu uma quantificagdo de 13 possibilitando selecionar mudas, para o setor de agronomia,
para serem transplantadas no campo, como também nos diversos extratos obtidos com
hexano, etanol, diclorometano, tolueno ¢ acetato de etila (Tabela 4 ). A quantificagdo foi feita
monitorada pelos ions m/z 282, 165, 137 caracteristicos da artemisinina 13 com a

programagio de temperatura |, descrnito na parte experimental (Figura 10).

Tabela 4 : Quantificacido de 13 por GC/MS utilizando método SIM

Extrato % Artemisinina
Hexano 0.09
Tolueno 0.09
Etanol 0.08
Acetato de etila 0,10

k)
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A inconveniéncia do método é que o composto 13 é termicamente labil causando a
formacdo de produtos de pirolise. Além disto cada amostra leva 40 minutos de tempo de
andlise como também ¢ uma técnica cara por envolver o uso de um equipamento sofisticado.
Alternativamente utilizou-se cromatografia por camada delgada (CCD) para se fazer dosagens
semi-quantitativas /41e/. Apesar deste nfio ser um método tio sensivel quanto os outros, este
método permitiu analisar comparativamente um grande numero de amostras simultaneamente a
um custo baixo e rapido. Portanto através desta técnica foram monitorados todos os ensaios
realizados no CPQBA.

a) abundancia
100%
0 a— : e
0% 10 20 30
tempo (min,)
b) abundancia
100%

Y L}\ILM

L

0% 10 20 30

tempo (min.)
c) abundancia
100%
‘ 137 165 282
g |
|
| |
; _

massa / carga

Figura 10 : a) GC de padrdo de 13 b) GC de amostra do extrato etanolico dosado c¢) picos
monitorados do composto 13 e do extrato etanolico dosado
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Tabela 3 : Métodos analiticos testados para dosar artemisinina 13

Analise

Observacoes

HPLC com detetor

eletroquimico /41a/

HPLC com detetor UV
uttlizando reagio pré-coluna
/41b/

HPLC com detetor UV
utilizando reagdo pos-coluna

/41c/

Testes realizados com o detetor eletroquimico para
verificagdo de seu funcionamento ni3o apresentaram
resultados satisfatorios. Operando-se com um potencial de -
0,9 volt, potencial este necessarioc para a analise de
artemisinina 13, ndo se conseguiu uma estabilizagio da linha

de base do aparelho.
Por este motivo, abandonou-se esta técnica de anaitse.

Este método prevé a transformagdo da artemisinina 13 no

produto Q292

Do NaOH 0.2%
—_—

: 500¢
OTH\

O acompanhamento da reagdo de hidrolise da artemisinina
por CCD (cloroférmio/metanol - 90/10) mostrou o
aparecimento de outros produtos de degradagio, além do

produto de hidrolise.
Por este motivo, abandonou-se este método de analise.

Os testes foram realizados com uma solugio de artemisinina
padrio na concentracio de 15 mg/ml, onde pudemos
observar a deteccdo por UV, tendo conseguido a
reprodutibilidade das inje¢des. Devido a problemas de

equipamentos interrompemos esta técnica de analise.
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continuagio Tabela 3

Analise Observacoes

GC com detetor de Neste tipo de analise, ocorre a degradac¢do da molécula de
ionizagdo de chama artemisinina em 3 outros compostos, identificados por 3
(FID)/41D/ picos distintos no cromatograma. Escolheu-se o de maior

intensidade para servir como referéncia para analise.

Foram realizados testes com solugio de artemisinina padrio.
Pode-se observar que em inje¢des de solugdo padrio abaixo
de 5,0 mg/ml (5000 ppm) ndo se consegue reprodutibilidade
de analise. Outros testes deverdo ser realizados para a

confirmagdo deste método.

GC/MS com detetor de A sensibilidade deste método € de 0,1-1,0 mg/ml ou seja de
massas com detec¢do SIM - 100-1000ppm. Portanto foi necessario determinar as
/41el concentragbes em nossas analises ampliando  os

cromatogramas observados e correlaciona-los com a

abundéncia do padréo injetado.

Cromatografia de Camada ~ Método atualmente utilizado por ser reprodutivel, rapido,
Delgada (CCD) /41f/ barato, poder dosar varias amostras numa mesma corrida e
permitir analtsar simultancamente artemisinina 13 e acido

artemisininico 30.

Lb. Secagem e Armazenamento da Artemisia annua L.

Rodrigues e colaboradores /42/ avaliaram pardmetros que pudessem alterar o teor do
principio ativo 13 ao coletar, secar, moer e armazenar a planta. Evidenciou-se que os melhores
resultados foram alcangados quando a planta era seca a sombra evitando temperaturas altas
que decompde o composto 13 . Também na etapa de moagem da planta constatou-se elevacio
da temperatura recorrendo-se a utilizagio de gelo seco para processar as folhas (o talo da

planta era desprezado por apresentar altos teores de graxa aliados a tragos de 13).

Armazenamento da Artemisia annua L. a temperatura ambiente ao abrigo da luz
durante um periodo de seis meses acarretou numa diminuicdo de 25% do principio ativo
comparado ao valor determinado no dia do processamento do material Constatou-se que o
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matenal coletado poderia ser submergido em etanol e estocado sob refrigeragio a 5°C sem
prejuizo do teor da artemisinina 13. O fator importante neste caso é que ndo existam nem
tragos acidos ou basicos que destroem o endoperoxido. Alternativamente observou-se que a
planta seca e moida com gelo seco pode ser estocada a -20°C sem ocorrer perdas de I3

durante um periodo semelhante ao primeiro testado.

Portanto conclui-se que para minimizar as eventuais perdas do composto de interesse

13 deve-se evitar temperaturas elevadas e varia¢des de pH quando armazenando em solvente

organico.

Le.  Otimizacio dos Métodos de Extracio e Purificacio de Artemisinina 13 e Acido

Artemisininico 30

A proposta basica para obtencio de artemisinina 13 foi de enfatizar técnicas
operacionais simples ¢ também a reducgio dos custos de producdo. Os ensaios realizados
visaram viabilizar a produgdo deste principio ativo 13 por um método que se adequasse as

instalagdes disponiveis no CPQBA - UNICAMP.

Sohly e colaboradores /43/ citam técnicas de extragio para a artemisinina 13
trabalhosos que empregam reagentes caros, como por exemplo partigdo liquido-liquido com
acetonitrila e separag@o em coluna cromatografica utilizando silica-gel, esta técnica apresenta a
inconveniéncia da silica ser cara (R$ 90/Kg) e como por vezes o produto requer repetidas

operagdes de cromatografia para ser purificado encarecendo muito o processo.

Inicialmente realizamos os ensaios em escala de laboratono para posteriormente serem
adaptados em escala semi-piloto e piloto. O agravante principal nesta etapa foi adequar as

instalagdes existentes para manipulagdo em grandes proporgdes sem ocorrer grandes perdas de

material.

Foram avaliados no processo de extragdo fatores de seguranga, eficiéncia extrativa,
toxicidade e seletividade extrativa. A capacidade extrativa de tolueno, diclorometano, hexano e
etanol foram comparados. Constatamos que o poder extrativo variava muito pouco de um
solvente para outro. Roth e colaboradores /44/ citam o uso frequente de hexano. Constatamos
porém que o hexano também apresenta uma seletividade para graxas o que dificulta o processo
de purificagdo subsequente da artemisinina 13. O hexano por ser um solvente bastante
inflamavel também requer instalagdes a prova de explosdo ao efetuar-se o “scale up”. O

diclorometano e tolueno apesar de serem eficientes agentes extratores da artemisinina 13 foram
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descartados por serem muais toxicos do que o hexano e etanol. Este ultimo revelou-se um

solvente tdo eficiente quanto os outros além de ser menos toxico e 0 mais barato dos quatro.

Na etapa de purificagdo dos extratos brutos foram testados métodos de separagdo
solido-liquido mais compativeis com meétodos industriais, utilizando materiais acessiveis.
Ponderamos a possibilidade de realizar a purificagdo com uma resina de troca idnica.
Imaginamos que esta poderia reter o acido artemisininico 30 deixando eluir seletivamente a
artemisimna 13. Porém varios testes utilizando trocadores de ions amdnicos demonstraram
resuitados analogos aqueles observados com suportes mais econémicos (R$150/Kg resina),
ndo apresentando vantagem de seu uso. O potencial de purificagfio de diversos suportes foram
testados frente a silica-gel de coluna {artigo Merck 7734, R$ 90/Kg) Em escala de laboratorio
foram realizados testes partindo-se de 3g de extrato bruto em cada ensaio. Na tabela 5
relacionamos os diferentes suportes testados com as vantagens e desvantagens encontradas

para seu uso.

Neste caso optamos pela substitui¢do da silica convencional (Artigo Merck 7734) pela

silica precipitada (®Zeozil) que mesmo levando-se em conta a perda de solvente (14%) traz

uma economia global de 40 vezes no processo.

Com o intuito de tentar reduzir 0 custo gasto em solventes na etapa de purificagio do
extrato bruto testou-se cromatografia em coluna seca utilizando um filme de polietileno flexivel
como coluna. Apesar da economia de solvente que estd coluna acarreta observou-se que o
extrato se difundia pela coluna necessitando-se de outras colunas para alcangar o produto 13
puro. Como ao fazer a coluna cromatografica tradicional reciclamos o solvente com 86% de
recuperagdo ndo achamos vantajoso investir nesta alternativa pois a economia de solvente ndo
seria tdo significativa comparada as adaptagdes que se fariam necessarias nas instalagdes da
planta piloto, como também as dificuldades que teriam de ser contornadas ao extrapolar o

processo para a escala semi-piloto e piloto.

Extra¢do liquido-liquido com hexano/metanol também foi testado com intuito de
purificar o extrato bruto para obtencdo de artemisinina 13. Porém constatamos que o fator de
particio ndo era eficiente havendo uma separagcdo de 33% de artemisinina 13 no hexano
acompanhado de material graxo e outros componentes apolares e 66% do principio ativo no
metanol junto com outros componentes polares requerendo ainda a utilizagdo de coluna

cromatografica para obter o composto puro.

Resultados e Discussdo 29



Tabela S: Suportes testados para purificagido de artemisinina 13

Suporte

Vantagem

Desvantagem

Terra Diatomita (®Celite)

Silica precipitada (®Zeozil)

Alumina

Trocador idnico

silica-gel para camada

delgada

Silica-gel coluna (artigo

Merck 7734)

Custo R$ 12/Kg

Custo R$ 1,9/Kg

requer 7 vezes menos de
suporte que silica

convencional

Separac¢io pouco eficiente,

passa tudo junto

Requer 3 vezes mais

solvente que a silica normal

R$ 100/kg, Separagdo pouco
seletiva quando comparada a
silica~gel

R$ 150/Kg; Separacao
pouco seletiva quando

comparado a silica-gel

R$ 90/kg, utiliza uma
propor¢do lextrato:10

Suporte

RY$ 90/kg, utiliza 1 extrato
:20 suporte

De acordo com as instalagdes existentes optamos por realizar a purificagio da
artemisinina 13 conforme descrito no fluxograma da Figura 11. Para purificagio do extrato
bruto foi inicialmente passado por uma coluna contendo 20 Kg de ®Zeozil na qual se eluiu
com 55 L de hexano puro para separar as graxas, apos separou-se a fragdo rica em artemisinina
13 cluindo com 60 L de uma mistura de Hexano/acetato de etila 15%. Ao constatar que todo
principio ativg tinha saido eluimos a coluna com 20 L. de hexano/acetato de etila 30% e 53 L
de acetato de etila puro. Os outros componentes 12, 21, e 22

neutra do extrato apos separagdo da artemisinina 13 (fluxograma da figura 11a) e o acido

artemusininmico 30 foi isolado do extrato basico (fluxograma da figura 11b).
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viveiro Campo experimental
2700 mudas | planta inteira 1200 kg frescos
Umidade média 80%

]
Secagem 250 kg secos » Selecio d rtes dteis
Umidade residual 5% e¢ao0 das pa
Folhas {0,3%) r Y
Descarte
Moagem 90 kg 160 kg de caules
Moinho de facas
3 bateladas v
de 30 kg Extragio etanol 96 GL - Descarte
30kg/3x175L Folhas esgotadas
Cc.CD 1575 L de extrato
T 3 bateladas reunidas
= Solvente recuperado
Concentragao 20 Lh > 1340 L (85% dgﬁroml)
11,1 kg de extrato seco l
120 L hexano / 68 L acetato de etila Fragbes concentradas sem
20 kg de silica c.ch artemisinina 8,4 kg=fragdo R |~
Cromatografia em coluna |
‘C.C.D. I »| Descarte silica
Concentragio das fragcoes Solvente recuperado
{com principio ativo) 2,7 kg ®| hexano / acetato de etila 160 L
Artemisininabruta ... ' )
Purificacac das fragGes Fluxogramas
1tae 11b
Ressuspensio em éter de petréleo caos _a _? N
22,2 L e filtragio dos cristais
Recristalizagao em Isolamento e identificagdo
metanol aquente 0.5 L ™ da artemisinina pura (135 g)
L

Figura 11. Fluxograma da obtengdo de artemisinina pura € outros sesquiterpenos da

Artemisia annua L.
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Fragbes concenftradas sem artemisinia
B4 kg=

Fragdo R

Y

Fragdo R (80 g) para obtengac

v

de 4cido artemisininico F'ag”‘so"";”"a
Fluxograma Extrato Basico ig
| coluna cromatografica I
Fragdao 1-5 Fracao 10 - 14 Fracao 21-23 Fragao 28 - 30
(2386 g) (2,6 g) (0,58 g) {1.6 g)
Fragac6-9 Fragao 15 - 20 recristalizagdo
(0,16 g) {0,97 g) metanol
recristalizacao recristalizagao colunae colunae
metanol metanoi recr, pentano recr. pentano
coluna filtrante recristalizacac colunae
pentano recr. pentano
43 80
30 81 21 (0.21g) (0,36g)
(1.79 {199} (0.4 g) 87
(0,19 g)
13 22 12
(0,12 g) (0,68 g) (0,33 g)
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{80 g em 3 L hexano}

Extrato basico

l

Extragdo basica
(3 x 1 L NaOH 2N)

'

v

Fragao aquosa
(3000 ml}

Fragdo organica
(3000 ml)

'

]AoertarpH=4—5]

Descarte

Extragdo

(3 x 1 L éter etilico)

Recristalizagao
{700 mi metanol)

Acido artemisininico
{4 g -85% rend.)

!

Filtragao e
concentragio
do solvente

!

Centrifugagao
a-5cC

!

Dissolucao em
1L de acetona
Refrigeracao

Eliminagdo do
solvente sob vacuo

!

Eliminagao

| de graxas

com acetona

Figura 11b. Extragdo a partir da fragdo basica para obtengdo do acido artemisininico
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A utilizag8o de etanol como solvente aliado ao uso de silica precipitada como suporte
na separagdo por cromatografia em coluna foi repassado em escala semi-piloto de modo a
estimarmos o custo de produgdo de artemisinina 13. Levando-se em conta desde a producio
agrondmica, mdo de obra , depreciagio dos equipamentos, secagem, moagem, extragio,
concentragdo e separagdo cromatografica do extrato bruto a equipe do CPQBA- UNICAMP
/42/ conseguiu produzir a artemisinina 13 em 50 % de rendimento em relagiio ao teor inicial
(0.3% na folha) a um custo de US$11,5/g. Pregos de catalogo, como Aldrich/1993 e
Sigma/1995 citam um custo por grama de US$ 196/g e US$ 249/g respectivamente. Fonte

internacional ndo revelada de 1986 refere-se a um valor de US$ 50/g.

Apesar da evolugio dos teores de principio ativo 13 verificada na Artemisia anuua 1.
cultivada no Brasil ( de =~ 0.001% em 1988 para ~ 0,4% em 1995) notamos que ainda
precisamos dimensionar methor os controles analiticos. O método atualmente utilizado
permite tirar conclusdes quanto a escolha de caminhos a serem seguidos pois esta analise é
comparativamente precisa, porém como ndo € exata leva a distor¢des quanto os rendimentos
finais alcancados. A equipe do CPQBA estd na iminéncia de adequar um método por HPLC
eficiente que forneca resultados precisos ¢ exatos dos rendimentos finais alcancados.
Paralelamente estamos investindo no uso de um densitdmetro na leitura das analises por CCD

que permite contornar © erro humano ao se fazer a leitura das placas.

Os rendimentos totais de extragio e purificagdo do endoperdxido sesquiterpénico 13
ainda estdo aquém do desejavel (50% de rendimento final), porém consideramos que aumentou
significativamente nossa experiéncia quanto aos cuidados que devem ser tomados nas
manipulacdes desta planta para otimizar o seu cultivo e produgio da artemisinina 13 e acido

artemisininico 30.

II.  Isolamento e identificacio de amorfanos procedentes de Artemisia

annua L.

Apesar da grande quantidade de dados existentes relativos a Artemisia armma L.
percebeu-se que existia uma lacuna quanto aos dados espectroscopicos dos amorfanos
identificados na planta. Observou-se que os dados encontrados na literatura se limitavam a
confirmagdo das estruturas sem levar em conta a atribui¢do dos deslocamentos quimicos de
todos os atomos de hidrogénio e de carbono das moléculas estudadas. Compostos contendo

jungdo de aneis cis sdo interessantes de ponto de vista espectroscopico pois apresentam
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alternativas conformacionais. Vale aqui salientar que a espectroscopia de RMN de 'H e °C ¢

uma das técnicas mais sensiveis para a analise conformacional de moléculas em solugdo.

No fluxograma da Figura 11a descrevemos as etapas realizadas a partir da obtencdo do
extrato de Arfemisia annua L. concentrado para adquirir os compostos 21, 22, 12 para nosso

estudo. Ao decorrer do trabalho também foram isolados uma cumarina 87, dois flavonoides 48

¢ 80 e um esterdide 81.

0=

CH, 0

0
CiL 0

CTL 0

CH,0

Figura 12: Compostos isolados da Artemisia annua L cultivada no Brasil
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Qinghaosu I(21)

O composto 21 foi 1solado (0,02% em relagdo a folha seca da planta) conforme a
metodologia indicada no fluxograma da Figura 11a. Por comparagdo de seus dados de ponto
de fusio, massas, RMN'H e infravermelho com os da literatura /45/ confirmamos a sua
estrutura. No espectro de infravermelho constatamos a banda correspondente a carbonila da
lactona em 1750 cm™'. No espectro de massas observou-se o ion molecular em m/z 206 numa

abundancia relativa de 78%.

Como citado anteriormente a atribui¢do dos sinais de RMN'H deste composto
estavam incompletos e de RMN"C inexistentes. Para a atribuigio dos sinais de RMN'H e '°C
analisou-se minuciosamente os espectros de uma e duas dimensdes HH (COSY) ¢ H,C
(HETCOR ¢ COLOC) e o espectro bidimensional de correlagdo heteronuciear H,C a longa
distdncia foi obtido utilizando um tempo de evolugdo 1=0,083s o qual corresponde a 1=1/J
onde J=12Hz. Adotou-se uma sequéncia de analise dos dados espectrais para facilitar a
interpretagdo. Inicialmente determinamos os carbonos primérios, secundarios e terciarios a
partir do espectro de RMN“C-DEPT 90° e 135° e os carbonos quaternarios foram
determinados por comparag¢do do espectro de RMN"C com os dados observados no espectro
de RMNC-DEPT. A correlagio entre os sinais de *C e 'H no espectro bidimensional do tipo
HETCOR permitiu determinar a atribui¢do dos 'H . Estes dados foram tabulados segundo o

tipo de carbonos (Tabela 6) conjuntamente com as informagdes obtidas nos espectros.
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Tabela 6: Correlagido dos atomos de carbono aos atomos de hidrogénio do composto 21

8 C

Carbono &'H (ppm) J (Hz) COLOC #C
(ppm)
c 179,5 - - 179,5/1,70 (Cy/Hs) 2
C’ 131,1 - - 131/1,86 (Cs/Hyp); 8
131/2,20 (Cs/Hg)

CH 124,8 5,65 dd.J(7.6) = 6,5, J(7,6") = 3 124.8/5,65 (C+/Hy), 7
124,8/2,20 (C+/He);
124,8/1,86 (C+/Ho)

CH 77,4 4,67 dhu-go, J(S&,Sb) = 7,2 77,4/1,86 (Csa/Hw); 8a
77.4/4,67 (Csa/Hsa);
77,4/5,65 (Cs./H1)

CH 39,1 2,96 ddd,J(8b,2a) = 10,2; 39,1/2,96 (Co/Hz)  2a

J(2a,3),J(2a,3")=4
CH 37,0 2,85 ddd,J(8b,2a) = 10,2; 37,0/2,20 (Ce/Hs) 8D
J(8a,8b) = 7,2; J(5a,8b) = 5,7

CH 32,8 1,54 multipleto 32,8/0,78 (Cs/Hs)  5a

CH 25,2 1,54 - 25,2/0,78 (Cs/Hs) 5

CH; 272 1,10 1,80 - 27,2/0,78 (C4/Hy) 4

CH, 25,1 2,00e 2,20 dddlargo; J(6,,6.) = 17, J(6.,7) = 3, 25,1/2,00 (Ce/Hs) 6

J(5a,6.) = 2-3; J(5a.6,) = 5.8 25,1/2,20 (Ce/Hs)

CH, 18,5 1,70e2,00 - 3

CH: 20,4 1,86 20.4/1,86 (Ci1o/Hy) 10

CH: 19,8 0,78 19,8/0,78 (Co/Hg) 9

atribuidos a C, Cs, C;. Cs, respectivamente. Para a atribuigdo dos sinais em 20,4 ppm e 19.8

ppm correspondentes as duas metilas, levamos em consideragdo a correlagio entre o sinal 20.4

Assim os sinais em 179,5 ppm, 131, 1ppm, 124.8 e 77,4 do espectro de RMN"*C foram

ppm e o sinal simples em 1,86 ppm, correspondente a uma metila ligada a uma olefina (Cyo) € a

correlagdo entre o sinal em 19,8 estava correlacionado com um dubleto em 0,78 ppm atribuido

assim a Cy (E21-HETCOR) Para atribuicdo dos trés CH e trés CH, aliamos os dados

observados no experimento de RMN bidimensional HH (E21-COSY) e C,H (E21-COLOC).
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Pela teoria dos deslocamentos quimicos os sinais em 2,85 e 2,96 ppm poderiam ser atribuidos
a Hp,. Observamos que o sinal em 2,96 ppm se correlacionava com os sinais em 1,70 e 2,00
ppm correspondente ao CH, da posigdo 3 (RMN 2D H. H; E21-COSY) sendo portanto este o
sinal correspondente a Hy, € 0 sinal em 2,85 ppm correspondente a Hg, Assim o sinal de
hidrogénio do CH que aparece em 1,54 ppm foi atnbuido ao Hs, A atribuicdo de Hg, foi
corroborada pela correlagdo a longa distancia Cg/Hg no espectro de E21-COLOC (Tabela 6).
For possivel atribuir os CH, restantes pela observagdo no espectro de correlagio HH
(COSY), que o Hy alilico em 5,65 ppm se correlacionava com os hidrogénios em 2,00 ¢ 2,20
ppm atribuidos ao Hg € Hs-. O CH; em 1,80 e 1,10 ppm foi atribuido a posi¢io 4 por exclusio.
No espectro E21-COLOC confirmamos essa dedugdo pela correlagdo existente entre C,/Hy
(27,2/0,78 ppm)

A partir de modelos moleculares ficou evidente que o composto 21 apresenta uma
estrutura conformacionalmente flexivel podendo existir como 21a e 21b. Esta flexibilidade se
deve a existéncia do sistema cis decalinico, dificultando pois a determinagio de sua
conformagdo preferencial em solugdo, a qual poderia ser obtida a partir dos conhecimentos
adquiridos na analise anterior e através de uma minuciosa investigagdo das constantes de
acoplamento no espectro de RMN'H. A partir da conformacio 21a esperar-se-ia que Hg, (2,85
ppm) se apresentasse sob a forma de um duplo-duplo-dubleto com constantes de acoplamento
Jor8.=6,8; Jen2.=5,2; Jansa=5.6, enquanto que para conformagdo 21b as constantes deveriam
ser Jansa=7,4; Jgb,22=6.6; Jas5.=0,2. As medidas expenmentais revelaram constantes de
acoplamento com valores intermediarios aos previstos para as conformagdes 2la e 21b,
evidenciando a presenga de um equilibrio conformacional rapido para a escala de tempo do
RMN (21a <> 21b) (Figura 13). Também foram determinadas as constantes de acoplamento

para os outros hidrogénios da molécula e comparadas aos valores tedricos esperados (Tabela
7).

Resuitados e Discussao 3%



2a

8b

v

Figura 13 : Duplo-duplo-dubleto observado para Hy,

A partir de calculos de mecédnica moleculares de varias conformagdes alternativas para 21
obtivemos duas conformagdes de menor energia, ou seja 21a e 21b com uma diferenca de

energia de 1,8 KJ entre elas /46-48/.

AE=18KJ 4
0

21a(c7%) 21§33%)

Figura 14: Conformagdes de menor energia do composto 21 previsto por calculos de
mecanica molecular (MM,)
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As geometrias otimizadas revelaram que em ambas conformagdes o anel B do sistema
cis decalinico possuia forma bote e o anel A forma cadeira. Caso a barreira energética entre as
duas conformagdes fosse pequena ocorreria uma interconversio dinimica, e esperar-se-ia uma
razio de 2,1:1 entre as populagdes de 21a (67%) e 21b (33%) a 298K. As constantes de
acoplamento esperadas para “J(H,H) foram calculadas utilizando a razdo 21a/21b citada e a
equagio J=8,5 cos” ¢ -0,3 para 0° < ¢ < 90° e J=9,5 cos’$-0,3 se 90° < ¢ <180°. Deste modo as
constantes de acoplamento esperadas sena Juicolas™ 0,66 J21a catcuiada T 0,33 Joib calcutada . AS
constantes de acoplamento assim calculadas foram comparadas as constantes de acoplamento
experimentais observadas no espectro de RMN'H (tabela 7). Estes resultados estavam de

acordo com a existéncia de um equilibrio conformacional rapido entre 21a e 21b em solucéo.

Tabela 7 *J (H H) calculados e experimentais para o composto 21

f&ngulo 21a (67%) (") 21b(33%) (")  Jcuculado(HZ) Jexperimental{ HZ)

H-C,-Cs-H -18,1(7.4) -104,9 (0,3) 5.0 6,5
H-C+-Ce-H’ 99,5 (0,0) 11,7 (7,9) 2,6 3,0
H-C4-Cs-H -59.6 (1.9) 56,0 (2,4) 2,1 23
H-Co-CseeH -179.7(9,2) 62,8 (1,5) 6,6 5.8
H-Cs,-Cye-H 33,4 (5,6) -29,1 (6,2) 5.8 5,7
H-Cs,-Cs,-H 24.3 (6,8) -18.2 (7.4) 7.0 7.7
H-Cy-Coo-H 36,1 (5,2) 25,4 (6.6) 5.7 10,2
H-C,,-Cs-H -70,8 (0.6) -163,0 (8,4) 3.2 4,0
H-C2,-Cs-H 448 (4,0) -45.4 (3,9) 4,0 4.0

Na Figura 15 visualizamos a molécula do composto 21 com seus deslocamentos

quimicos de hidrogénio e carbono treze.
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1,10 ¢ 1.80

1,70 ¢ 2,00

Figura 15: Atribuicdo espectroscopica por RMNIH e 13C do composto 21

Qinghaosu II (22)

A partir de folhas secas (0,03% de rendimento) obtivemos o composto 22 conforme o
procedimento descrito no fluxograma da Figura 11a, como um cristal branco com um ponto de
fusdo de 154°C . No seu espectro de infra-vermelho constatamos a banda da carbonila em
1770 cm™ e uma banda de estiramento C=C em 1665 cm™. A partir do espectro de massas

confirmamos, ion molecular em m/z 248.

10

Valendo-se da filosofia utilizada para o composto 21 fizemos a atribuigdo dos
deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e atomos de carbono do composto 22 por
analise das correlagdes em uma e duas dimensdes H,H e H,C. As correlagdes a longa distancia
foram determinadas a partir de experimentos RMN'"C- COLOC utilizando tempos de
evolugdo 71=0,083s e 1=0,05s correspondentes a 1=1/J onde J € igual a 12 e 20 Hz

respectivamente.
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Dos espectros unidimensionais de RMN"C e RMN"C-DEPT 90° e 135° determinamos

os tipos de carbonos e seus deslocamentos quimicos. Aliamos estes dados as correlagdes entre

os sinais de 'H,”C nos espectros bidimensionais do tipo HETCOR determinando os

deslocamentos quimicos dos hidrogénios (Tabela 8).

Tabela 8: Correlagdes observadas por RMN'H e RMN"C do composto 22

Carbono  §13C & 1H(ppm) J (Hz) COLOC #C
(5ppm)

C# 170,2 - - 170,2/5,43 (Cs/Hyp) 3
170,2/6,16 (Ca/H,o)

C# 138.8 - - 138,8/2,74 (CyHs) 4

C# 81,2 - - 81,2/1,48 (C1/Hsaxiat)  1b
81,2/2,74 (C/Ha,)

C# 58,4 - - 58,4/1,34 (Cos/H12)  %a
58,4/1,56 (Cga/Ho)
58.,4/1,93 (Cos/Hs)

CH 58,7 2,68 slargo 58,7/1,34 (C1./Hyy) la
58,7/1,48 (Cio/H7a)

CH 52,8 2,74 dddd,J(4a,5,)=15}4a,5.)= 52,8/2,74 (Coo/Hz)  4a

J(4a, 10a) =)(4a,10b) =3 52,8/6,16 (C4s/Hio)

CH 43,7 1,48 - 43.7/0,99 (Cr./Hy;)  7a
43,7/1,90 (C1a/us)

CH 30,7 1,48 - 30,7/1,26 (C+/Hs) 7
30,7/1,48 (C+/H,)

CH; 1178 543€6,16  d, J(10a,4a) =J10b.4a) =3.2 - 10
CH; 33,9 1,26 ¢ 1,90 - 33,9/0,99 (Cs/Hyy) 6
CH; 24,3 1,76 € 1,93 - 24.3/1,76 (Co/Ho) 9

CH, 21,7 1,40 2,06 I(5,5.)=14.J(5,,6,) =J(5.,6.)  21,7/2,06 (Cs/Hs) 5

=J(5.,4a) =3 21,7/1,26 (Cs/Hg) 5a

CH; 16,3 1,56 - 16,3/1,76 (Ce/Ho) 8
16,3/1,56 (Cg/Hg)

CH3 22,8 1,34 S 22,8/1 ,34 (C[]/Hn) 11

CH: 18,6 0,99 d,J(11,7)=6 18,5/0,99 (C12/Hy2) 12
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Com base na teoria dos deslocamentos quimicos, os sinais em 170,2; 138.8; 117,8 ppm
foram atribuidos a C;, C4, € Co respectivamente. As duas metilas foram faciimente distinguidas
no seu espectro de RMN'H pois a metila na posigio-12 apresenta-se como um singleto
desblindado em 1,34 ppm por estar adjacente a um heteroatomo enquanto a metila na posicao-
11 apresenta-se como um dubleto em 0,99 ppm pois se encontra acoplado ao H,. O Hi,
poderia ser atribuido tanto aos sinais em 2,68 ou 2,74 ppm por estar no carbono do epoxido.
Como no espectro bidimensional de correlagdo H,H (COSY) observou-se que os hidrogénios
da olefina em 5,43 e 6,16 ppm se correlacionam com o sinal em 2,74 ppm, conclui-se que o
Hy, corresponde ao deslocamento quimico em 2,68 ppm e o Ha, foi atribuido a 2,74 ppm. Por

exclusdo o Hs, foi atribuido a 1,48 ppm.

Figura 16: Vista estereoquimica do composto 22

Foi observado também que H,, (2,74 ppm) se correlacionava com o CH; em 1,40 e
2,06 ppm atribuindo este assim, a posi¢do-5. Por sua vez constatamos a existéncia de
correlagdo entre os deslocamentos quimicos de 1,40 ppm com 1,26 e 1,90 ppm atribuindo
estes hidrogénios a posi¢do-6. Esta atribuigio foi corroborada pela correlagdo a longa distancia
(E22-COLOC) onde verificou-se uma correlagdo entre Cs/Hg {21,7/1,26 ppm) e Cy/Hy,
(33,9/0,99 ppm). Restaram portanto atribuir os dois CH, em 16,3 e 24,3 ppm. Tanto as
correlagdes bidimensionais HH (E22-COSY) e H.C a longa distancia (E22-COLOC) nao
foram suficientes para distinguir claramente entre estas duas posigdes. Para atribuirmos os
dois mdrogénios Hg e Hy recorremos ao experimento bidimensional do tipo NOESY (“Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy™) que permitiu estudar as correlagdes espaciais da molécula
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/49/. A partir deste constatamos uma correlagao entre Hy; e 1,56 ppm que verificamos assim
corresponder a posi¢io-8. O deslocamento quimico de Cs, 16,3 ppm (Ad=11 ppm), € pouco
usual comparado a outros amorfanos {exemplos: 21 e 12) e pode ser atribuido ao efeito v-
gauche adicional mtroduzido pelo oxigénio em Cy;,. A protegdo deste tipo com valores altos

530 conhecidos para substituintes norbornanos endo-substituidos /50/.

Para confirmar a configuragio relativa recorremos ao experimento de RMN'H-NOESY
que permitiu observar uma correlagdo do Hy. com os deslocamentos quimicos em 1,40 ppm
correspondente ao atomo de hidrogénio axial do carbono Cs e em 1,34 ppm com os atomos de
hidrogénio da metila em C,,. Também observou-se que o atomo de hidrogénioc da dupla
ligagio com sinal em 5,43 ppm se correlacionava com o atome de hidrogénio em 2,74 ppm
possibilitando desta maneira confirmar a estereoquimica relativa da molécula. O valor da
constante de acoplamento entre Hy, € Hs ( 15 Hz ) foi concordante com o valor tedrico de um
acoplamento H,ga-Haga assim sendo o composto 22 ndo apresenta Interconversao

conformacional em solugdo.

0,99

1.48

H

190126

1.06¢ 1,40

134

543

RMN'H

RMNPC

Figura 17: Dados de RMN'H ¢ “C do composto 22
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Qinghaosu V (12)

A partir das folhas secas como indicado no fluxograma da Figura 11a, isolamos o
composto 12 (0,01% de rendimento) com um ponto de fusdo de 145-146°C. Confirmamos
também a estrutura do composto 12 por comparagido de seus dados experimentais de
infravermelho, massas e RMN'H com aqueles dados descritos na literatura /51/. Foi observada
uma banda de hidroxila no espectro de infravermelho em 3470 em™ e outra correspondente a
carbonila da lactona em 1722 cm”. O espectro de massas esta de acordo com a formula

molecular da amostra pela presenca do ion molecular em m/z 250,

Para atribuigdo dos atomos de hidrogénio e carbono da molécula 12, utilizamos
procedimentos analogos aos descritos para a analise dos espectros ID e 2D homo e
heteronucleares descritos para os compostos 21 e 22. Para determinar as correlagdes a longa
distancia recorremos ao experimento de RMN"C-COLOC no qual utilizamos tempos de
evolug@o de 1=0,083s e 7=0,05s os quais correspondem a 1=1/J onde os valores de J s30 12 e
20 Hz respectivamente. Na tabela 9 relacionamos os tipos de carbonos que foram
determinados a partir dos dados fornecidos do espectro de RMN"C-DEPT 90° ¢ 135°. A
correlagdo entre os sinais de H e C foram definidos pela analise do espectro de correlagdo

bidimensional 'H."*C do tipo HETCOR
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Tabela 9 : Dados de RMN'H e RMN"*C do composto 12

TipoC & C (ppm) & 'H (ppm) J (Hz) COLOC #C
C 166.2 . - 166,2/5,62(C2/Hye) 2
166,2/6,51(Cy/Hip)
C” 1394 - - 139,4/5,62(Ca/Hy) 3
139,4/6,5(Ca/Hig)
C 70,3 - - 70,3/1,36 (Co/Hy2) 9
CH 80,1 437 d, J(9b,92)=11,6 80,1/1,36 (Co/Hy2) %a
CH 42,3 1,43 - 42.3/1,66 (C/H;0u  6a
Csa/Hg)
CH 39.6 2,66 ddd, J(3a,4.)=11.9; 39,6/6.51 (Cs/Hio)  3a
J(3a,9b)=J(3a,4.) =44
CH 35,9 2.36 ddd, J(9b,92)=11,6; 35,9/1,66 (Co/Hs)  Sb
J(9b,3a) =J(9b,6a) =4.4  35,9/2,36 (Co/Hop)
CH 27,5 1.48 - 27,5/1,66(Ce/Hs) 6
27.5/1,80 (Cs/Ha)
CH; 129.6 5,62 dd, J(10,10°)=J(10,4a)=1,5  129,6/2,66(C\/H;) 10
CH, 34.9 1,80. e 1,14, dddd,J(5.,5.)=13.2;](5..6a)  34,8/0,88 (Cs/Hy;) 5
=J(5¢,4.)=3(5:,4.)=3,5
CH, 322 1,47 e 1,66 - 32,2/1,36 (Cs/Hp) 8
CH; 30,8 1,37 ¢ 1,66 - 30,8/1,66 (C+/Hy) 7
CH; 21,9 1.66 ¢ 1.86 - 21,9/1,66 (C4/Hy) 4
CH; 27.4 1.36 5 27.4/136 (C1»/Hiz) 12
CH; 20,0 0,88 d, J(11,7)=6 20,0/0,88 (C;i/Hyy) 11

2

A analise destes primetros dados permitiu atribuir os carbonos C», Cs, Cy e Cyy como

sendo os sinais em 166,2; 239.4; 70,3 e 129,6 ppm respectivamente. O sinal em 80,1 ppm foi

atribuido ao Co, pois este deslocamento quimico esta de acordo com um CH adjacente a um

heteroatomo ficando desblindado em relagdo aos outros atomos de CH. A distingdo entre as

metilas foi facilitada pois o sinal em 27 4 ppm que corresponde ao sinal simples em 1,36 ppm

no espectro HETCOR estava mais desblindado que o sinal em 0,88 ppm , esta diferenga se
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justifica pelo C,, encontrar-se adjacente a uma hidroxila. Como o sinal em 1,48 ppm se
correlacionava com os hidrogénios da metila na posi¢io-11 atribuimos este sinal a Hy No
espectro de correlagio H.H (E12-COSY) observamos uma correlagio do Ho, (4,36 ppm) com
um hidrogénio em 2,36 ppm que por sua vez se correlacionava com o sinal em 2,66 ppm.
Evidenciando assim a sequéncia, Ho,-Hop-Hz, ou alternativamente Ho,-Hoy-Hg,. Para podermos
atribuir corretamente os deslocamentos quimicos de Hs, e Hg, foi necessario recorrer a analise
do espectro de correlagio a longa distancia C,H (E12-COLOC) que permitiu determinar que o
Csa se correlacionava com o sinal em 1,66 ppm enquanto que o sinal em 39,6 ppm se
correlacionava com o sinal em 6,51 ppm correspondente a olefina e portanto o sinal em 39,6
ppm foi atribuido a Cs.. Por excluséo atribui-se a0 He. 0 deslocamento quimico em 1,43 ppm.
De forma analoga foram atribuidos os CH,. Como no espectro de correlagio C,H (E12-
HETCOR) constatamos que tanto os sinais em 32,2; 30,8 e 21,9 ppm se correlacionavam em
1,66 ppm foi necessario recorrer a analise das correlagdes C,H a longa distincia (E12-
COLOC) para diferenciar entre eles. Constatamos que a metila na posigio-12 se
correlacionava com 32,2 ppm portanto este sinal foi atribuido ao Cs (1,47 e 1,66 ppm)
portanto o deslocamento quimico em 1,66 ppm que se correlacionou com 2.65 ¢ 1,86 ppm
seria correspondente a Hy. A partir do espectro de correlagio C,H (HETCOR) temos que o
sinal em 21,9 ppm corresponde aos hidrogénios 1,66 e 1,86 ppm portanto podemos concluir
que o hidrogénio em 2,66 se correlaciona com a posi¢io-4 que corresponde aos deslocamentos
quimicos de hidrogénios de 1,66 e 1,86 ppm. Por exclusdo o carbono em 30,8 ppm (1,37 ¢

1,66 ppm) seria atnibuido a posi¢io-7.

Segundo Jeremic e col. /51/ a lactona 12 coexiste na Arremisia annua L. com a
artenuina E 25 O ponto de fusdo de 144-145°C observado ja nos forneceu uma primeira
indica¢@o que tinhamos isolado o composto 12 pois para o composto 25 a literatura cita um
ponto de fusdo de 125-126°C. A configuracio relativa de 12 foi confirmada por experimento
de diferenga de NOE(*“Nuclear Overhauser Effect™) que permitiu verificar as relagdes espaciais
da molécula. A partir desse espectro tivemos as evidéncias que Hs, (4,37 ppm) se
correlacionava espacialmente com o sinal em Hs (1,47 ppm), Hs (1,48 ppm). Também foi
constatado que o H, se correlacionava espaciaimente com os hidrogénios da olefina. Estes
resultados permitiram confirmar que o diasterioisdmero isolado por nos tratava-se do

composto 12.
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Figura 18: Composto 12 e composto 25

Através da analise das constantes de acoplamento no espectro unidimensional de
hidrogénio de Hes, € Ho, observou-se uma constante de acoplamento de 11,6 Hz. No caso do
composto 12 isto seria coerente pois os atomos de hidrogénio Hs, € Hg, estdo numa relagio
rrans H,-H, (normalmente varia de 8-14 Hz)Para o diastericisdmero 25 os hidrogénios
vicinais apresentariam um angulo aproximado de 60° com uma constante de acoplamento

previsto de 2-3 Hz (Figura 19).

Hgy
O O M’"\
Hgp, M Sy 0
4 Hoy,
25 12

NOE RMNIH

Figura 19: Proje¢io de Newman para o composto 12 e 25 e atribuigdo espectroscopica do

composto 12
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I11. Oleo essencial de Artemisia annua L.

IL.1. Consideracdes gerais e determinacio dos componentes principais

Nesta parte de nosso trabalho nos nos propusemos avaliar os componentes volateis da
Artemisia annua L. cultivada no Brasil a partir de um hibrido SII/FII originario da clonagem
de sementes Chinesas e Vietnamitas, fornecidas pela MEDIPLANT (CENTRE DE
RECHERCHES SUR LES PLANTES MEDICINALES ET AROMATIQUES - Suica),

assim como verificar a variagdo sazonal dos mesmos.

O oleo essencial foi obtido por hidrodestilagio da planta fresca, sendo analisados por
GC/MS. Esta ¢ uma das técnica analiticas mais difundidas atualmente para a analise de

misturas volateis que resulta da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

A biblioteca de espectros de massas Wiley /52/ instalada no GC/MS (HP 5890/HP
5970) foi tomada como referéncia do tipo de esqueleto carbonico dos componentes presente
no oleo. No entanto a identificacio somente pela fragmentagio observada ndo € suficiente
para a caracterizacido dos diversos componentes encontrados no 6leo essencial pois o padrio
de fragmentagdo de varios sesquiterpenos sdo similares sem diferengas significativas nas suas
abundancias relativas. Podemos ilustrar esta afirmagdo com os compostos 106 e 107
respectivamente (Figura 20). Notamos que apesar das suas diferengas estruturais os seus
espectros de massas sdo semelhantes. Para contomnar esta problematica recorreu-se a
utilizag@o de indices de reten¢io dos componentes do oleo essencial e a utilizagio de padroes
auténticos para serem co-injetados. O uso de indices de retengdo associados a comparagio de
espectros de massas tem-se demonstrado muito eficaz na elucidagdo dos componentes de

oleos essenciais.

Apesar de existir varios sistemas propostos para determinacdo dos indices de retencio
/53/ o mais citado em livros textos é o indice de Kovats no qual o comportamento do
composto € relacionado a um hidrocarboneto de cadeia longa utilizando uma escala
logaritmica, assim Indice de retencdo (TK), determinado em condi¢des isotérmicas, é defimdo

como
IK= 100N+100n [log t'R(A)-logt’R(N))/[log tR(N-n)-logt’R(N)]

onde;

N:  # de carbonos do hidrocarboneto com tempo de retengdo maior do que o composto

sendo analisado
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n.  # de carbonos do hidrocarboneto com tempo de retengdo menor do que o composto
sendo analisado

t’R(A); tempo de retengdo do composto sendo analisado

t'R(N): tempo de reten¢io do hidrocarboneto de cadeia maior

t’R(n): tempo de retengdo do hidrocarboneto de cadeia menor

Alguns fatores que podem desviar os valores obtidos experimentalmente a aqueles da

literatura podem ser atribuidos a:
¢ Variagdo da polaridade da fase liquida da coluna decorrente do uso prolongado da mesma.

» Colunas provenientes de diferentes fornecedores, havendo variagdes no grau de interagio

do material da fase liquida com a amostra.

¢ Variagio da temperatura de determinagdo do indice de reten¢do daquele descrito na

literatura.

Como utilizamos uma programa¢do com variagio de temperatura optamos pela

aplicagio do indice de retengdo de Van den Dool e Kratz /54/ onde:
TR= [(Ts-Ten 1 (Ten-Ten1)x 100 + 100 ¢y
Ts:  tempo de retengdo da substancia analisada
Ten:  tempo de retengdo do n-alcano que elui apds a substancia analisada
Ten-1: tempo de retengdo do n-alcano que elui antes a substincia analisada

Cn-1: n-alcano que elui antes da substdncia analisada

Mesmo apresentando variagdes com os indices de reteng@o da literatura estes valores
sio muito uteis. Os valores experimentais observados podem ser corrigidos pois a sequéncia
de elui¢io se mantém constante independente da temperatura em que sio efetuadas as
determina¢des. Como existern varias referéncias que citam diversos terpencs com seus
respectivos indices de retengdo fica facil extrapolar estes dados para o valor experimental
obtido, tendo assim uma indicagdo com uma alta probabilidade de identificar corretamente o

composto.

Neste estudo foram identificados varios compostos por comparagao de seus indices de
retengdo, espectros de massas com os da literatura e co-inje¢do com padrdes auténticos. A

avaliagio destes parametros se fez necessario para ndo incorrer em interpretagdes
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equivocadas dos dados analisados. Por exemplo podemos citar os espectros de élcoois
sesquiterpénicos terciarios os quais ndo apresentam ion molecular facilmente visivel, podendo
ser confundidos com outros sesquiterpenos sem o grupo hidroxila na molécula (106 ¢ 108).
Também ao comparar os espectros de massas de alguns sesquiterpenos e seus alcoois

analogos (106 ¢ 109; 110 e 111; Figura 21) observou-se diferengas sutis nos espectros

correspondentes aos alcoois 0s quais apresentavam aparentemente duas sequéncias de
fragmenta¢io quando comparada ao seus hidrocarbonetos analogos. No caso dos compostos
110 e 111 verificamos que o cadinol 110 apresentava uma sequéncia de fragmentagdo em m/z
164, 149, 137, 121, 109, 95, 81, 71, 57 e 43 peculiar a ele e outros em m/z 204, 189, 161,
119, 93, 91, 77 e 41 comum ao composto 111, a partir desta constatagdo sugerem-se dois
mecanismos de fragmentagio viaveis para o alcool, um por decomposigio direta e outro por

decomposigéo indireta acompanhada de desidratagéo do alcool /55/.

A grande similaridade observada nos perfis dos espectros de massa corroborou a
necessidade de se fazer uso de padrdes auténticos para confirmar a presenga dos diversos
componentes no oleo essencial como também determinar seus indices de retengdo. Através
desta metodoiogia foi possivel confirmar varios componentes do 6leo essencial. A utilizagdo
de padroes comerciais permitiu a0 co-injeta-los, confirmar a presenga de quarenta e trés
compostos no oleo essencial (Tabela 10). Nos cromatogramas da figura 21 foram indicados

os componentes descritos na tabela.
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Figura 20: Espectros de massas dos compostos 106 e 107
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Figura 21 : Sesquiterpenos ¢ seus alcoois analogos (106 ¢ 109; 110 ¢ 111) e comparagio

dos espectros de massas de 106 e 108
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Figura 22: a) Cromatograma do oleo essencial de Artemisia anmua L. b) Cromatograma

do oleo essencial de Arfemisia annua L. ampliado
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Tabela 10: Compostos identificados no dleo essencial de Artemisia annua L.

# Composto Indice de Estrutura Fragmentagio
Retencao miz o
1 136 8
a-pineno 945,06 121 15
93 100
77 20
51 6
43 10
2 136 31
canfeno 962,66 121 68
107 34
93 100
79 28
41 26
3 972.30 136 8
B-pinerno 121 14
103 5
93 100
69 20
43 10
4 1007.27 136 75
sabineno 121 98
93 100
91 40
53 10
41 22
5 1010,38 136 5
mirceno 121 7
115 2
‘ 93 82
. 65 65
41 100
continua
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continuacéo Tabela 10

# Composto Indice de Estrutura Fragmentacio
Retencio m/z o,
6 1018.61 136 41
2-careno 121 77
93 100
91 50
43 20
41 35
7 1021,61 136 20
felandreno 121 3
93 100
91 30
43 3
8 1031,62 154 43
1,8-cineol 139 63
121 6
I 36
96 36
93 29
43 100
9 1055,27 152 -
artemisia cetona 83 100
55 30
39 8
10 1073,37 136 50
fenchona 79 100
77 20
53 15
43 10
41 20
continua
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continuacio Tabela 10

# Composto Indice de Estrutura Fragmentagio
Retencao m/z o
11 1091.,52 5 154 23
isopulegol . 136 51
121 63
Q OH 95 63
93 60
69 100
41 91
12 1174,77 o 152 18
canfora @ 126 2
108 40
95 100
81 75
41 60

13 1183.,68 154 7
citronelal 121 25
95 63
)
69 100
41 100

14 1188,97 154 -
,,,,,, OH
borneol ‘ 139 5

121 18
110 18
95 100
41 35
15 1214.29 @/m 154 1
isoborneol 139 8
136 10
121 16
110 17
95 100
continua
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continuagio Tabela 10

# Composto indice de Estrutura Fragmentac¢iao
Retencio m/z o
16 122418 OCH3 148 100
estragol 121 50
117 55
98 25
17 1232.37 H CH 154 -
1-terpineol - 136 40
121 30
93 60
71 100
43 80
18 1241.58 CHO 152 -
citral 137 4
123 4
94 9
69 73
41 100
19 1252,89 o 150 17
carvona 108 37
? 93 34
82 100
54 40
20 1266.28 cro 152 -
citral /ﬂ/\ 137 4
E{ 123 4
94 G
69 73
41 100
21 1300.81 @/m 196 1
acetato de 136 82
isobornila 03 100
43 75
continua
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continuagdo Tabela 10

# Composto indice de Estrutura Fragmentacio

Retenciao m/z o

22 1312.92 oH 164 100
eugenol . 149 35
126 25
77 25
23 1338,11 204 18
a-cubebeno “ 161 71
/” 119 80

E-u\ 105 100
41 57
24 1353,15 204 14
a-copaeno 161 79
119 93

105 100
41 66
25 1389.76 204 20
longiciclene 189 20
161 25
133 32
119 55
94 98

41 100

26 1401,14 204 100
o-gurjuneno 189 85
161 94
119 74
105 98
93 30
41 40

continua
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continuagdo Tabela 10

# Composto Indice de Estrutura Fragmentagiio
Retencio m/z %
27 204 34
B-cedreno 141762 189 3
161 100
119 33
93 43
91 57
43 78
41 98
28 1426,53 204 27
lengifoleno 189 36
161 68
/ 135 39
109 63
94 57
91 95
41 100
29 142956 ‘ \/ 204 18
calareno i 189 20
Cb 161 100
121 6
93 30
41 35
30 144228 204 23
o-neocloveno 189 71
% 161 86
105 96
77 46
55 45
41 100
continua
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continuagdo Tabela 10

# Composto indice de Estrutura Fragmentacio
Retencio m/z o,
31 1447.39 /) 204 3
humuleno \ 189 2
121 22
93 100
81 35
41 25
32 204 60
aromadendrano 1458.09 189 40
161 98
93 83
91 80
69 70
41 100
33 1464.42 9 192 8
-ionona 177 100
135 13
123 20
119 12
95 10
34 1476,72 204 17
alloaromandreno 189 10
161 33
133 31
105 50
93 53
91 52
81 45
43 100
continua
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continuagdo TabelalO

# Composto indice de Estrutura Fragmentagio
Retengao m/z o
35 1481.26 222 7
guaiol C)D 204 16
wocly, : 189 19
e 161 100
107 48
91 40
59 76
36 1503,29 204 12
ledeno 189 12
161 26
105 63
91 63
79 44
41 100
37 1519,12 222 -
nerolidol (Z) 189 4
136 21
93 80
69 100
43 100
38 1525,16 222 -
nerolidol (E) 189 4
136 21
93 80
69 82
43 100
continua
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continuacdo Tabela 10

# Composto indice de Estrutura Fragmentaciio
Retencio m/z %
39 1551,72 222 ;
epiglobulo] 204 17
161 32
109 39
81 39
43 100
40 1567,10 220 -
oxido cariofileno o 205 3
187 3
161 3
107 19
91 41
79 58
41 100
41 1573.35 222 -
globulol 204 17
161 32
109 39
81 39
43 100
42 1579.66 222 -
viriflorol 204 18
189 18
161 30
109 43
69 43
43 100

continua

Resultados e Discussédo 62



continuagdo Tabela 10

# Composto indice de Estrutura Fragmentacio
Retencio m/z %
43 1608.96 i 33 -
farnesol 204 3
189 3
161 4
93 20
81 30
69 100
41 98
44 1715,98 s 220 -
2-ciclonenten-1- 205 15
nne-2f23.(23-_dimetﬂ- 1 202 14
butanonalciclonroni 187 14
1 163 14
121 19
96 33
91 43
43 100
45 1732.84 220 -
2-ciclonenten-1- 205 15
0ne-2[23.(23-f1imetil- I 202 14
butanona)ciclonroni 187 14
1] 163 14
121 19
96 33
9t 43
43 100

* Todas as estereoquimicas aqui indicadas se referem a configuragdes relativas
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IIL.2. Obtencio de Padrdes

Para podermos determinar os componentes volatels minoritarios desta planta
ponderamos inicialmente sobre o método mais conveniente de proceder. O fracionamento de
uma grande quantidade do o6leo essencial (= 100g de oleo) resultaria numa fragio enriquecida
com os compostos de interesse possibilitando estuda-los por GC/MS. O inconvemente desta
metodologia decorre da grande quantidade de planta necessaria para se conseguir oleo
essencial suficiente para os estudos. Na época em que se iniciou este trabalho ndo tinhamos
instalacGes adequadas para processos em escala semi-piloto. Alternativamente optamos pela
preparagio de padrdes os quais poderiam ser co-injetados ao Oleo para constatar a presenga

ou nio de estruturas iguais ou analogas.

Isto nos motivou a procurar algum dos possivels intermediarios biossintéticos de
artemisinina 13 no Oleo essencial de Artemisia annua L.. Visualizamos pois utilizar o acido
artemisininico 30 como precursor quiral dos padrdes 112, 113, 114 uma vez que o acido 30
possui um esqueleto carbdnico analogo a artemisinina 13 além de ser comprovadamente um
intermediario  biossintético da mesma /33-35/. Estes fatos, aliado a seu alto teor na
planta(1,2%) nos formeceu um bom material de partida para os padroes. O acido

artemisininico 30 foi isolado conforme descrito anteriormente no fluxograma da Figura 11b.

H :

: NaBHyNICh : LiAIMy/THF
—_— [,
: 09C,8h : Nz/09¢C, 12h :
i {rend. 80%) aq {rend. 100%) H/‘\
McOH
" ~CoocH, CH,OH

115 116 117

CiSQ,CHy, CH,Cl,
I CH,N;, eter etilica {rend.76%)_1n
H

I
fonT

: H
; PN
CH,080,CH;
COOH 118

30 LiAlHy/THF
Ny, 09C, 8h
{rend. 609%)

H H :

: H
I BFyleter eﬂlicm AMCPICHCl, Ah/@
H {rend 30%) gl b a
& R {rend. 74% :
© H)\ “I ° H/‘\ - ) H/‘\

114 1 11

Esquema 4: Rota para obteng¢io dos padrdes 112, 113, 11
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Apesar de utilizarmos um substrato quiral para preparagdo dos padrdes ndo foi
avaliado a pureza otica dos mesmos, visto que todo o trabalho de GC/MS foi feito numa
coluna aquiral. Os padrdes 112, 113, 114 foram preparados conforme descrito no Esquema 4
atraves de conversdes de grupos funcionais. Iniciou-se com a esterificacio de acido
artemisininico 30 utilizando diazometano em éter etilico a 0°C. O agente alquilante, “o ion
metildiazonium” se formou através de um rearranjo 1,3 nitrogénio-oxigénio seguida de uma
reacdo de eliminagdo em meio basico onde ocorreu desprotonag¢do no carbono o. Um dos

metodos mais convenientes € o que envolve tratamento basico do N-nitroso-N-metil-p-

toluenossulfoamida /56/.

(+)30 (+) 11

th

Esquema S: Adicio de diazometano no acido artemisininico 30

O diazometano reagiu instantaneamente com o acido 30 formando o composto 115. O
produto de reagdo ndo precisou ser purificado uma vez que a reagdo de esterificagio com
diazometano foi rapida e limpa. Constatou-se a formagio do éster 115 pelo ion molecular
m/z 248 no espectro de massas, que correspondeu a uma diferenca de 15 um.a. do ion
molecular do acido artemisininico 30. No espectro de RMN'H de 115, observou-se o

aparecimento de um singleto em 3.60 ppm correspondente aos atomos de hidrogénios da

metoxila.

Apesar da simplicidade desta etapa observamos que excessos de diazometano levavam
a formag@o de um composto que no espectro de RMN'H ndo apresentava os deslocamentos
relativos aos atomos de hidrogénio da dupla ligagdo exociliclica em 5,4 ¢ 6,3 ppm, como
também apresentava um ion molecular m/z 290 no seu espectro de massas. Essa diferenca de

42 um.a. correspondeu a massa de CH,N,. Aparentemente o excesso de diazometano ou a
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elevagio da temperatura do meio reacional levaram a uma cicloadigdo 1,3 dipolar a dupla

ligagdo exociclica, ievando a formagdo do composto 119. A estrutura de 119 for confirmada

pelo relato recente de Kim e Choi /57/.

H

o
th

11

Esquema 6: Adigio de excesso de diazometano no acido artemisininico 30

Para reduzir a dupla ligagdo conjugada ao éster 115 foi necessario, considerar a
presenga da dupla ligagdo endociclica, uma vez que esta pode ser facilmente hidrogenada na
presenca de catalisadores de Pt e Pd. Desta maneira escolhemos um catalisador que permitisse
uma redugdo branda e regiosseletiva da dupla ligagio conjugada ao é€ster. O catalisador de
escolha foi o de niquel-boro que foi preparado a partir de cloreto de niquel e boroidreto de
sodio/58/. Constatou-se no espectro de RMN'H o desaparecimento dos dois sinais
correspondente aos atomos de hidrogénio da dupla ligagdo exociclica em 5,4 € 6,3 ppm com

aparecimento de um dubleto correspondente aos hidrogénios da metila C;; em 1,1 ppm.

Ao injetar a amostra no GC/MS observou-se dois picos com tempos de retengio 15.4 e
16,3 min numa proporgao de 0,77:1. Através da analise de seus espectros de massas verificou-
se que ambos apresentavam o mesmo ion molecular m/z 250 ¢ mesmo padrio de fragmentagao

demonstrando tratar-se dos diastereoisdomeros R e S no atomo de carbono C.
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H

NaBH,: NiCl,.
—_—

i MeOH. 00C :
4H. 80% rend. 9
COOH COOCH;

ReS116
2U {proporcdo 0.77:1)

Esquema 7: Diastereoisémeros do composto 11

Nao nos ativemos em distinguir entre o isdmero R ¢ S uma vez que durante as reagdes

subsequentes (derivados 112, 113, 114) perderiamos a assimetria do carbono Cs.

Para reduzir o grupo éster de 116 ao alcool 117 utilizou-se LiAlH; em quantidades
equimolares em THF anidro a 0°C. O produto de reagdo foi purificado por cromatografica em
coluna de silica obtendo-se o composto 117 em 100% de rendimento. No infra-vermelho
observou-se um banda em 3360 cm e o desaparecimento do estiramento da carbonila em
1736,3 cm™' evidenciando a formagio da hidroxila. No espectro d¢ RMN'H constatou-se o
desaparecimento do deslocamento relativo a metila da metoxila em 3.6 ppm. No espectro de
massas confirmou-se a formacdo do alcool 117 pelo ion molecular em m/z 222, como
também pela perda de 31 u.m.a. correspondentes & perda de CH,OH e pelo pico base em m/z

163 que se atribui a perda de C:HgO.

"

LiAlH, THF anidro

: — > L
00C. 2H
H/k 100% rend. u
COOCH, CH, OH
(ReS) (ReS)

11

o
—
-1

Esquema 8: Formagédo do composto 117
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A reagdo de protegido do alcool 117 com cloreto de mesila se fez necessana para
conseguir um bom grupo abandonador que poderia ser facilmente substituido pelo ion
hidreto, levando a formagio do hidrocarboneto 112. O alcool 117 foi submetido as condigdes
de mesila¢@o utilizando-se cloreto de mesila em CH,Cl, a 0°C. Acompanhou-se a reagio por
CCD, onde se observou apos meia hora a formagao de um produto menos polar. Nesta etapa
no se purificou o produto da reagdo. O composto 118 teve sua estrutura confirmada atraves
da analise no espectro de infravermelho onde observamos o desaparecimento da banda de
dlcool em 3360 cm” apresentando absorcdes em 1355 e 1177 cm™ caracteristicas para o
grupo $=0. No espectro de RMN'H foi possivel detectar um singleto correspondente aos

itomos de hidrogénios da metila do grupo mesila em 3,0 ppm.

N

g
QY-

CI1S0O,CH,.CH,Cl,
z . 0.5H =
H/‘\ 60% rend. Iu\
CH, OH CH, 050, CH;
(ReS) (Re§)

17

ot
ot
x

Esquema 9: Formagio do composto 118

A reagio de 118 com LiAlH, em THF a 0°C resultou no composto_112 em 60% de
rendimento. Apos 8 horas de reagdo purificou-se o produto numa coluna de silica impregnada
com AgNQO: 10%. Os compostos insaturados se complexam com Ag possibilitando a

separagao destes, dos compostos saturados /59/.

A identificacdo do composto 112 foi feita pela analise do espectro de massas
observando-se o ion molecular em m/z 206 e pelo pico base em m/z 163 correspondente a
perda do grupo isopropil. Apesar de utilizarmos a silica impregnada com AgNO: 10%
tivemos grande dificuldade em separar o composto 112 das graxas que apresentavam uma
polaridade bem proxima a este composto. Assim ndo foi possivel obter-se um espectro de
RMN'H nitido. Muito embora o composto 112 se encontrava contaminado por graxas foi

possivel no espectro de RMN'"C diferenciar os sinais correspondentes ao hidrocarboneto 112
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devido as diferencas de intensidade daquelas da graxa. Também por comparagdo com os
dados de RMN"C para o acido artemisininico 30, que possui um esqueleto analogo com

excegdo da posigdo Cs, foi possivel confirmar a atribui¢ao do composto 112,

—

o

-3
il
-~
o

]
-1
)

4=

112 RMN"C RMN'H

Figura 23: Atribui¢do por RMN'H e “C do composto 112

A reagio de epoxidagio do composto 112 foi feita utilizando-se como oxidante o
acido meta-cloro-perbenzoéico em diclorometano a temperatura ambiente durante 4 horas.
Analise dos espectros de RMN'H, *C e massas permitiu confirmar a formagio do epoxido

113 em 74% de rendimento.

Figura 24 : Composto 113

No espectro de RMN'H observou-se o desaparecimento do deslocamento em & 3,65
ppm referente a dupla ligagdo. No espectro de massas constatou-se um ion molecular em m/z

222 correspondente a introdugio de 16 u.m.a. no composto_112.
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Tabela 11 :Dados espectroscopicos do composto 113

#C 313C(ppm) 3 1H(ppm) J (Hz) COLOC

] - - - -
la 59.0 2.63 - 59.6/0.91 (C\./H:)
59.6/1.98 (C1/Hyy)
b 39.4 1.98 J(1b.5a)=}(1b.2) =4 39.4/2.63 (Civ/H, )
39.4/1.60 e 1.84 (C,/H3)

2 174 0.95 J2.1b) =47 47.4/0.89 (Co/H3)

at

27.7 1.72¢ 1.78 I(3.. 3. =11.7: J(3,.2) =6. 27.7/1.98 (C3/Hyp)
1(3..2) =1(3..4,) =J(3..40) =3

4 354 0.87 ¢1.66 - 35.4/1.60 (C/H;3):35.4/1.84
(Co/Hs): 35.4/0.78 (C/Hy o)

5 293 1.18 - 29.5/0.87 (C4+/H,):29.5/1.66
(Cs/Hy): 29.5/1.60 (C+/Hs):
29.5/1.84 (Co/Hs)

Sa 40.5 091 - 40.5/0.78(Cs4H10):40.5/2.63(
Csa/H1,).30.5/0,87(Cs/Ha):

40.5/1.66(C;,/Ty)

6 223 1.53¢1.26 - 22.3/1.53 (Ce/He):22.3/1.26

(Cs/Hg)
7 24.9 1.60 ¢ 1.84 Y(7.79=11.7:X(7..6,) =6 X(7,.6.) 24.9/1.18 (C-H;)
=3

7a 57.5 - - 57.5/1.24 (C-.,/Hy )

9 290 1.60 - 29.0/0.95 (Cy/H-)

10 19.1 0.78 J(10.5) =7 19.1/0.91 (C,/Hs,)

11 23.6 1.24 s 23.6/2.68 (Cy1/H,,):
23.6/1.98 (Cy/Hw)

12 209 (.93 H12.9y=7 20.9/0.89 (C)-/H,

13 215 0.89 J(13.9=7 21.5/0.93 (C3/H=12,

* outras constantes de acoplamento ndo pudcram ser definidas

Observamos adicionalmente um pico em m/z 204 correspondente a perda de H,O, em
m/z 179 a perda do grupo isopropil ¢ em m/z 161 que corresponde a perda simultanea do
grupo isopropil e agua. Uma analise da constante de acoplamento no espectro de RMN'H
entre Hi, ¢ Hy, permitiu determinar que estes hidrogénios formavam um angulo diedrico de
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90° entre si, que nos levou a supor que a reagdo de epoxidagio tinha ocorrido pela face o da
molécula. Chegou-se a esta conclusdo pois ndo observou-se uma constante de acoplamento
entre Hy, € Hyp { J= 0). Caso tivesse ocorrido a reagio de epoxidacio pela face B da molécula

terlamos observado um J=7 Hz.

face B [J(1a,1b)=7] face a [J(1a,1b)=0]

Figura 25 ; Projegcdo de Newman C,-Cy, dos epdxidos formados pela adi¢do de peracido a
faceo e f de 112

AMCP. CH,C1,

——
4 H.74% rend.

Esquema 10: Adigdo do peracido pela face o e face § do composto 112
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Na Figura 26 temos  atribuigio espectroscopica de RMN'H e *C do composto 113.

0,87 ,1,66

1,72 1,78

Figura 26: Atribui¢io por RMN'H e "*C do composto 113

A partir do composto 113 tentou-se obter o alcool 120, através da reacgio de abertura
do epoxido com um agente redutor nucleofilico, neste caso LiAIH;. O hidreto se adiciona
preferencialmente no atomo de carbono menos substituido e com uma abertura anti-peri-
planar. Algumas tentativas de abertura do epoxido 113 com LiAlH,; mostraram-se infrutiferas
mesmo utilizando-se condi¢gdes bem drasticas (temperaturas reacionais elevadas), observava-
se sempre a recuperagdo do material de partida 113. Os resultados obtidos mostraram que a
fusdo cis dos anéis torna a face § da molécula impedida estericamente dificultando assim a

entrada do hidreto,

face B
N T
® H
LiAl™
AN
OH
" H
\HF"”
5 .

Esquema 11: Tentativa de formagio do composto 120
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Por outro lado, tratamento do epoxido 113 com BF; em éter etilico a 0°C, forneceu
ap6s purificagdo em coluna cromatografica a cetona 114 em 30% de rendimento. Este tipo
de reagdo de rearranjo ¢ comum quando epoxidos sdo tratados com reagentes acidos como
por exemplo éterato de BF:. Inicialmente o BF: se complexa ao oxigénio levando a formacéo
de um intermediario contendo um ion carbénio, que atraves do rearranjo de H leva a

formagdo da cetona 114. Também pode se formar a cetona por aquecimento do epoxido /60/.

H[1.2]
—_—

Esquema 12: Formag¢io do composto 114

O rearranjo do epoxido a cetona 114 foi confirmado pelo espectro de RMNC onde
observou-se o aparecimento de um stnal em 2172 ppm caracteristico do atomo de carbono
da carbonila. A metila do Cs em & 17,5 ppm sofreu uma protecdo em relagdo a mesma metila
do epoxido que aparecia em & 23.6 ppm. A fim de confirmar a configuracdo relativa da cetona
114 formada tentamos determinar as constantes de acoplamento entre os atomos de
hidrogénio Hy e H-., Hs, esta tentativa foi malograda pois este sistema de trés spins
(visualizado ao irradiar o hidrogénio da metila em 1,15 ppm) apresentou-se como um duplo
dubleto com distorgdes de segunda ordem. A configuragio relativa da metila Cs foi possivel
de ser determinada através do experimento de diferenca de NOE no qual irradiou-se o
hidrogénio em 2,99 ppm observando-se um aumento de 3,4% da intensidade do sinal
correspondente aos atomos de hidrogénios da metila Cy; { 1,15 ppm) como tambem em 5,9%
(1,54 ppm) o atomo de hidrogénio Hs,, em 2.6% ( 1.88 ppm) a intensidade do atomo de
hidrogénio H, confirmando deste modo que o grupo metila em 17,5 ppm encontrava-se na

posi¢do axial
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Tabela 12 : Dados espectroscopicos do composto 114

#C & “C(ppm) & 'H(ppm) J(Hz) COLOC
! 217.2 - - -
la 47.1 2.99 dd, J(1a.3a)=](1a.2)=4 -
2 47.8 0.80 dddd J(2.1a)=}2.3)=4. J(2.9)=11 47 8/0.68 (C-/H,2)
47.8/0.81 (Co/H,5)
3 28.3 1.50 ¢ 1.54 - 28.3/1.54 (Cs/Hy)
28.3/1.50 (Cy/Ha)
4 36.1 0.87 e 1.66 - 36.1/0.87 (C4/Hy)
36.1/1.66 (C4/Hy)
5 30.8 1.18 - 30.8/0.75 (CsH,0)
3a 18.7 1.54 dddd. J(5a.1a)=](5a.5)=](5a.6)=4 48.7/1.54 (Csy/Hs,e,
6 23.1 1.68 c1.88 - 23.1/1.68 (Cs/Hs)
23.1/1.88 (C&/He)
7 258 1.60 25.8/1.60 (C-/H:)
8 46.3 2.32 H8.11)=7.J(8.7,)=)(8.7.) =3 46.3/1,15 (Ca/Hy))
9 29.0 1.96 J(9.2)=11: 1{9,13) =K9.12) =3 29.0/1.96 (Co/Hs)
29.0/0.81 (Co/H, 3)
29.0/0.68 (C/H;1)
10 19.1 0.75 d J(10.5) =7 19.1/0.75 (C,o/Hiy)
i1 17.5 1.15 dJ(11.8) =7 17.5/2.32 (C1/Hyg)
17.5/1.15 (C./HB1y)
12 20.8 0.68 d. }12.9) =7 20.8/0.68 (Cy2/H;-)
20.8/1.96 (C,2/Ho)
20.8/0.81 (C1»/H3)
13 21.9 0.81 J(13.9) =7 21.9/0.81 (Cy+/Hp3)

21.9/0.68 (C;3/H,-}
21.9/1.96 (C+/Ho)
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Figura 29: Atribuigio por RMN'H e *C do composto 114

3 1.15 H
7 6900 2.995 0,68

5.9%

3.4%

114

Figura 30: Atomos de hidrogénio que apresentaram alteragio na intensidade do sinal ao

irradiar o H,

I1.3. Co-injeciio dos padroes 112, 113, 114, 115,116 e 117

Os padroes uma vez preparados foram injetados no GC/MS (HP 5890/HP 5970) para
determinarmos o seu comportamento cromatografico (Programagéo 1). Constatou-se que na

regiio do cromatograma correspondente aos padrdes ndo havia nenhum pice com espectro

de massas semelhante aos dos padrdes 112, 113, 114 e 117 ou esqueletos analogos. Uma
analise do cromatograma do oleo essencial tratado com diazometano permitiu detectar, por
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comparagdo com os padrdes, a presenga dos compostos 115 e 116. Concluimos portanto que

o oleo essencial continha tanto o acido artemisininico 30 como também sua forma reduzida
31 Estes compostos foram co-injetados numa amostra de oleo essencial sem tratamento de
diazometano permitindo determinar seus indices de retenc@io (31 foi gentilmente cedido por

Noronha /61/). Foram detectados assim os diastereoisomeros R e S com indices de retengao

2025,99 ¢ 205991 Estes diastereoisdmeros foram determinados numa proporgido de 5:1

respectivamente. sem ter determinado qual isémero elui primeiro na coluna.

H

p—
o
th

Figura 31: Composto 115 ¢ 116

Figura 32: Composto 30 ¢ 31
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Figura 33: Compostos 13, 21,22 e 12

Os compostos com indices de retengio 1956,7, 1957.0; 22393 e 2396.8
apresentaram perfis analogos aos compostos 13, 21, 12 e 22 respectivamente. A co-inje¢do
destes no dleo essencial permitiu confirmar a presenga deles. Como estes compostos fazem
parte dos constituintes fixos da planta constatamos que a hidrodestilagdo arrasta tracos

destes componentes.

A analise dos resultados obtidos com os padrdes 112, 113, 114, 115, 116 e 117 levou-

nos a considerar que o sistema enzimatico da Artemisia annua L. ndo leva a formagio
preferencial de sesquiterpenos na forma de alcoois e sim a componentes oxidados resultantes
de clivagens oxidativas das duplas ligagSes, fato ndo muito comum. Uma evidéncia disto é a
propria formagio da artemisinina 13 /33-35/. Por analogia com o processo de biossintese da
artemisinina 13, imaginamos que outros componentes da planta poderiam ser resultantes de
clivagens oxidativas de componentes insaturados encontrados mno o6leo essencial, como
exemplo, o ledeno 121 no qual a oxidagio poderia levar a formagdo do produto 122, e
posteriormente ao de 124. Este raciocinio nos levou a procurar no 6leo esqueletos carbonicos

analogos ao composto 124 (Esquema 13).

Resultados e Discussdo 77



-
.

.

[

Esquema 13: Clivagem oxidativa do ledeno 121

A anlise da regido do cromatograma de ion totais (indice de retengdo de 1608 a
1972) revelou uma série de compostos com ion molecular em m/z 220 e fragmentos em m/z

205:202; 187, 177; 163, 105; com pico base em m/z 43.

Uma analise detalhada dos compostos com indice de retengdo 171553 e 173284

demonstrou tratar-se de compostos analogos a 123

L4

125

Figura 34: Composto 125
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O composto 125 foi obtido através da reagdo intramolecular de cicloadigio de
Pauson-Khand /62/, onde o complexo hexacarboniladicobalto de um alcino reage com uma
olefina, produzindo uma ciclizagdo intramolecular com forma¢io sequencial da

ciclopentanonas (Esquema 19). Este padrao foi preparado e devidamente caracterizado na

tese da Dra. Vera Lucia Ferracini /62a/.

Ao co-injetar o padrio 125 no dleo essencial de Ariemisina annua L. constatamos
que ele eluia juntamente com os picos em 16,76 € 17,39 min. (Programacdo II). A analise dos
seus espectros de massas demonstraram serem praticamente idénticos com pequenas

diferengas que poderiam ser atribuidas a impurezas da linha de base (Figura 35).

A partir destes dados sugerimos que o composto em questio tratava-se das formas cis

e trans do composto 125.

~

Cis Trans

Figura 36: Formas cis e trans do composto 125
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Esquema 14; Transformagdes para obtengdo da tailorina 126
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Uma pesquisa no Chemical Abstract , até o presente momento, revelou que o
composto 125 ainda ndo foi descrito na literatura sendo, portanto inédito com a revelagio de

um novo esqueleto carboénico.

Foram analisados os espectros de massa dos componentes com indice de retengio
proximos ao composto 125. O composto com indice de retengdo 1691,74 apresentou uma
fragmentacdo em m/z 216(75%); 201 (42%); 173 (76%); 145 (83%); 135 (61%); 105
(100%]); 41 (100%). Por comparagdo com dados de fragmentagdo encontrados na literatura

sugerimos que poderia tratar-se do composto 127 /55/.

Também foi observado um composto com indice de retengo 1809,42 que apresentou
uma fragmentagéo com padrio analogo ao do composto 125. Este por sua vez apresentou um
ion molecular em m/z 220 (7%) e fragmentos em m/z 202 (3%); 177 (5%); 162 (12%); 147
(15%), 105 (100%), 91 (68%); 55 (34%) e em m/z 43 (100%). Por comparagdo com
compostos analogos encontrados na literatura sugerimos que pudesse tratar-se do composto

128

Como ndo tinhamos estes padrdes

para fazer as co-injegdes ndo foi possivel HO
confirmar a presenga deles no oleo
essencial. Oportunamente estes compostos
poderdo ser preparados podendo assim
confirmar estas estruturas no dleo essencial.
127 128

IM.4. Comportamento Sazonal

O estudo sazonal da Artemisia annua L. foi realizado durante um ciclo completo da
planta que neste experimento compreendeu cinco meses apos o transplante das mudas para o
campo experimental do CPQBA-UNICAMP. Foram feitas coleta semanais (dia ¢ horario
fixos) de amostras das plantas. O odleo essencial foi obtido por hidrodestilagio da planta
fresca. A cada amostragem foi determinado o teor de dleo essencial, teor de artemisinina e a

razio monoterpenos/sesquiterpenos (chamado % de terpenos, Tabela 13).
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Tabela 13: Comportamento sazonal da Artemisia anmua L. cultivada no Brasil

Semana Data Parte planta % oleo % % terpenos
essencial artemisinina

1 14/10/94 folha 0,05 0,24 4,69

2 21/10/94 folha 0,10 0,16 1,22
3 28/10/94 folha 0,13 0,32 1,22
4 31/10/94 folha 0,13 0,40 2,21
5 05/11/94 folha 0,08 0,40 3,29

6 11/11/94 folha 0,07 0,39 0,96
7 25/11/94 folha 0,06 0,40 0,43

inflorescéncia 0,06 0,20 4,34

8 02/12/94 folha 0,09 0,40 2,1

inflorescéncia 0,22 0,20 1,37

9 09/12/94 folha 0,09 0,40 1,22
inflorescéncia 0,03 0,20 0,17

10 12/12/94  inflorescéncia 0,09 0,08 1,72
11 20/12/94  inflorescéncia 0,14 0,08 2.83
12 06/01/95  inflorescéncia 0,17 0,03 5,12
13 20/02/95  inflorescéncia 0,21 0,03 5,81
14 23/02/95  inflorescéncia 0.34 0,02 6,15

Os dados da tabela 13 foram colocados em graficos permitindo visualizar o
comportamento sazonal dos trés fatores analisados: Teor do oleo na planta, teor de

artemisinina e teor da razio monoterpenos/sesquiterpenos (Figuras 37, 38, 39).

A partir da Figura 37 observamos que o teor maximo de oleo essencial na planta foi
alcancado na 8° semana (0,22%) e na 14" semana (0,34%) provenientes das inflorescéncias. A
diferenca que se constatou nestes oleos ¢ a qualidade dos mesmos. Enquanto no oleo

essencial obtido na 8" semana se observou uma razio monoterpenos/sesquiterpenos baixa
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(1,37) na 14" semana obtivemos um valor maior para esta razio (6,15; Figura 39). O aroma
do 6leo com uma razdo mono/sesquiterpénica alta apresenta um buqué muito agradavel pois é
rico em compostos monoterpénicos. Ja o outro oleo apresentou uma razio terpénica baixa
indicando que predominam os sesquiterpenos levando a caracteristicas arométicas distintas.
Portanto constatamos que ao decorrer do ciclo da planta a qualidade, como também o teor do
oleo essencial tem um comportamento ciclico que varia de 0,01% a 0,13% na folha e até
0,34% na inflorescéncia (figura 37). Nas folhas a produgdo de artemisinina cresceu até atingir
um teor maximo (0,4%). Ao ocorrer o florescimento da planta observou-se que a produgio

do Oleo aumentou linearmente em detrimento do teor de artemisinina 13 (figura 40).

W% éleo folha --;maonor]

Figura 37: Comportamento sazonal do 6leo essencial de Artemisia annua L. cultivada no

Brasil
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Figura 38: Variagdo sazonal da artemisinina 13

[lsr.tmpmmm O% terpenos flor O ]

Figura 39: Variagio sazonal da relagdo de terpenos
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Figura 40: Comportamento sazonal de Artemisia annua L. cultivada no Brasil

Este estudo revelou que o perfil cromatografico do éleo essencial da Artemisia annua
L. adaptada ao clima do Brasil se assemelha a composi¢do da variedade Vietnamita descrita
na literatura /36/. Concomitantemente confirmamos que a melhor época de colheita de
Artemisia annua 1.. para fins de producdo do principio ativo 13 é o periodo que antecede a
floragdo (Figura 40). Uma vez florida, a Artemisia annua 1. produz um 6leo essencial no qual
predominam os aromas de monoterpenos demonstrando que a planta tem viabilidade

econdmica em ambas as fases da planta.

Foram determinados no o6leo essencial a presenga de 49 componentes pelo uso de
padrdes comerciais e padrdes obtidos através de transformagdes quimicas. Detectou-se um
novo esqueleto carbdnico no 6leo essencial que ainda ndo foi descrito na literatura (composto
125). Também tivemos indicagio da presenca de mais dois compostos (127 ¢ 128) com este

esqueleto carbdnico que deverdo ser confirmados oportunamente.
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Os objetivos propostos no estudo da Artemisia annua L. aclimatada no Brasil

permitiram fornecer uma melhor compreensio do comportamento desta Asteracea.

contributu com dados para a literatura especializada, possibilitando a elucida¢do de novas

estruturas analogas.

O estudo dos constituintes volateis da planta permitiu determinar quarenta e nove
componentes no oleo essencial. Determinou-s¢ um componente minoritario no oleo essencial,
o composto 2 - ciclopente-1-nona, 2-[2,2-dimetil-3-(3-butanona)ciclopropil)]. Este esqueleto
carbonico revelou ser inédito, nao tendo sido descrito anteriormente em plantas. A partir deste
trabalho constatamos que a constituigdo dos volateis da Artemisia annua L. adaptada ao clima

do Brasil se assemelha aquela descrita para a variedade vietnamita.

Constatamos que a planta pode ser aproveitada tanto para produgio de artemisinina 13,
como para obteng¢do de éleo essencial com um aroma de monoterpenos. Conseguiu-se, até o
momento, produzir o principio ativo 13, num custo global de onze dolares e cinquenta

centavos por grama de composto.
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Utilizou-se reagentes e solventes das marcas Aldrich, Carlo Erba, Fischer, Fluka ¢
Merck, todos P.A. Quando necessario, os solventes foram destilados e tratados segundo

tecnicas descntas por Pernin et al. /63/.

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em silica gel G e PFo54
da Merck (na proporgdo 1:1), sobre suporte de vidro (espessura 0,25 m) ou em cromatofolhas
prontas da Merck artigo 5554. A detecgdo dos compostos foi feita por irradiagdo com ldmpada
UV a 254 nm e pulverizada com solugio acido acético: acido sulfurico: anisaldeido (50:1:0,5)

segutdo de aquecimento /64/.

Nas cromatografias em camada espessa preparativa (CCEP), foram utilizadas placas de
vidro 20 x 20 cm com uma camada de silica gel PFs4 ou GFas4 (espessura 1 mm) da Merck. A

detec¢io foi feita por irradiagdo com ldmpada ultravioleta a 254 nm.

As cromatografias em coluna foram realizadas em silica gel 60 (0,06-0,02 mm) da
Merck. A proporgao de silica gel utilizada foi aproximadamente 50 vezes o peso do produto
bruto que foi purificado. As colunas de filtragdo prévias que se fizeram necessarias foram

realizadas utilizando silica precipitada (Zeozil 175 Rhodia).

Os espectros de absorgdo no infravermelho foram registrados em espectrofotdmetro
Perkin-Elmer, modelo 399B, em pastilhas de KBr para solidos (1-2% da amostra) ou em filmes
sobre cela de KBr para liquidos, utilizando como referéncia a absor¢do em 1601 em~! de um

filme de poliestireno.

O material vegetal utilizado foi seco a uma temperatura de 40°C em estufa marca
Fabbe. modelo 170.

O material vegetal seco foi moido em um triturador de facas marca Stephen, modelo
UM 40.

Para separar as graxas dos extratos vegetais utilizou-se uma centrifuga de baixa

temperatura modelo Sorvall RC-5B da DuPont Instruments.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de proton foram registrados em
espectrometro Varian Gemini (300 MHz) ou Brucker modelo AC 300P, utilizando-se
cloroférmio deuterado como solvente, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS).

Os deslocamentos quimicos (8) sao indicados em ppm. e as constantes de acoplamento (J) em
hertz (Hz).

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono-treze foram registrados em

espectrometro Varian Gemini 300 (75,5 MHz) ou Brucker modelo AC 300 (75,5 MHz).
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utilizando-se cloroformio deuterado como solvente, tendo como referéncia interna o

tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) sdo indicados em ppm.

A interpretacdo dos dados de RMN"C foi realizada com ajuda da técnica DEPT 135°
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), onde: CHi/CH = sinal positivo (+),
CH, = sinal negativo (-), C (ndo ligado ac H ) = sinal de Cgux. = sinal ausente, intensidade

zero; e DEPT 90° que indicou os CH.

Os espectros de ultra-violeta (UV) foram registrados em um espectrometro DU-70
Beckman.

As analises por GC/MS foram realizados num cromatografo HP 5890 com detetor de
massas HP 5970. A coluna utilizada foi uma de fase igada de 25m de compnmento x 0,2 mm
de diametro x 0,33 pum de espessura de marca Hp ultra-2 (5% difenilpolisiloxano e 95%
dimetilpolisiloxano). Para analise dos oleos foi utilizado como gas de arraste He (1 ml/min.)
com uma velocidade linear de 30 cm/s. A injegdo foi da ordem de 1 ul de solugio etérea da
amostra com “split ratio” de 10:1. Nas cromatografias que se utilizou detetor de ionizagdo de
chama (FID) utilizou-se como gas de arraste He, e para a queima ar sintético, H> e N_. Os

programas de temperatura utilizados foram dois:

Os indices de retencgao (IR) foram obtidos atraves da co-inje¢do do oleo essencial com
uma mistura padrio de hidrocarbonetos C11-C30, Coluna capilar HP ultra-2 com a

programac@o | descrita a seguir e aplicagio da equagdo de Van den Dool e Kratz /54/.
IR = [(TsTea1) (Ten-Tena) x 100] + 100x Coy
onde:
Ts tempo de retengéio da substancia analisada
Te: tempo de reteng@o do n-alcano que elui apos a substancia analisada
Ten1: tempo de reten¢do do n-alcano que elw antes da substancia analisada

C.1: n-alcano que elui antes da substdncia analisada

Programacio 1:

- temperatura do injetor e do detetor -250°C. Forno 409C (2 min)-2°C/min - 240°C (10 min)
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Programacao 2:

~ temperatura do injetor ¢ do detetor -2509C. Forno 110°C (2 min) - 5°C/min - 240°C (10

min)

Para o calculo dos indices de retengdo utilizou-se como padric uma mistura de
fudrocarbonetos Cs-Cy,, coluna HP Ultra-2 e programa de temperatura 1. Para analisar os
oleos essenciais foi utilizado o Programa 1. Para analisar os produtos das reagdes de

interconverséo foi utilizado o Programa 2.

Os valores de rotagdo oticajo]p foram determinados num polarimetro Polarmat A -
Polarimetro Automatico de Rutina Carl Zeiss com [dmpada de mercurio com precisio de 0,05°,

utihizando CHCl: como solvente.

O calculo da rotagdo otica especifica em fungio do comprimento de onda de sodio, foi

obtido segundo as relagdes abaixo recomendadas pelo fabricante.

(o) ng= 1,17543 [t
[a}o=[at]xa / c(g/ml) x [(dm)
[odp= [a] 1/ 1,17543c x |

onde:

[a]D = rotacdo especifica

[a]ZUHg= rotagdo lida no aparelho

c{g/ml) = concentrag¢do da amostra

I(dm) = comprimento da cela (0,5)

Os pontos de fusdo foram determinados num aparelho digital marca Eletrothermal. Os

pontos de fusdo ndo foram corrigidos.
Os solventes empregados na preparagio dos extratos foram de grau técnico.

O matenal boténico empregado provem do campo experimental do CPQBA cultivada
pela Divisdo de Agrotecnologia. Foram empregadas as partes aéreas de Artemisia annua L.

colhidas na fase que antecede a floracio.

As sementes utilizadas para o cultivo da Artemisia annua L. utilizada na obtencdo dos

amorfanos foram fornecidas pelo Prof. Dr, James McChesney (Mississippi-EUA) sementes
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provenientes da China. As sementes utilizadas no cultivo da Artemisia annua L. para utilizar
10 processo de otimizagdo da extra¢do da artemisinina 13 como no estudo sazonal do dleo
essencial foram onginarias de clonagens de sementes Chinesas e Vietnamitas (SI/FI e SIL'FII) ,
as quais foram fornecidas pela MEDIPLANT (CENTRE DE RECHERCHES SUR LES
PLANTES MEDICINALES ET AROMATIQUES - Suica) responsavel pelo trabalho de

melhoramento das sementes.

Obtencao de amorfanos a partir da Artemisia annua L.

A extragdo da Artemisia annua L. foi realizada como esquematizado no fluxograma da
Figura 11. Foi preparado um extrato etandlico de Arfemisia annua L. a partir de 90 Kg de
folhas secas sob maceragdo dinamica com etanol 96° G.L. durante 24 horas ( foram realizadas
3 bateladas de 30 Kg cada). Obteve-se 1575L de extrato que foram concentrados sob vacuo
num concentrador vertical, em vidro, tendo capacidade média sob vacuo de 20 L/h para o
alcool etilico 96° G.L. resultando em 11,1 Kg de extrato seco. Fez-se uma coluna filtrante com
20 Kg de Zeozil 125 ® eluindo com hexano e depois um gradiente crescente de
hexano/acetato de etila totalizando um total de 120 L. de hexano e 68 L de acetato de etila. As
fragdes hexanicas puras enriquecidas com acido artemisininico 30 foram separadas e
processadas conforme descrito no fluxograma da Figura 11 através de uma extragio basica. A
artemisinina 13 saiu nas fragdes eluidas com hexano/acetato de etila 2% com impurezas. Esta
fragdo foi concentrada e ressuspendida em 222 L de éter de petrdleo faixa 40-60° onde
cristalizou a artemisinina 13. A recristalizagdo do composto 13 foi feita dissolvendo os cristais
em 0,5 L de metanol resultando em 135g do produto puro. Quando verificou-se que ndo saia
mais artemisinina 13 da coluna lavou-se a coluna com acetato de etila e concentrou-se o
extrato obtendo-se 8.4 Kg de residuo. Tomou-se 30 g deste residuo para passar em coluna
cromatografica conforme descrito no fluxograma da Figura 11 para obtengdo dos componentes
utilizados neste trabalho. Para esta coluna cromatografica utilizou-se 1,5 Kg de silica-gel 60
(0,06 - 0,02 mm) marca Merck e eluiu-se com gradientes crescentes de hexano /acetato de
etila. Deste fracionamento foram separadas 30 fragdes que foram agrupadas em sete fracdes

conforme as polaridades de seus componentes ¢ repurificadas conforme descrito na Tabela 14,
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Tabela 14: Compostos isolados da Artemisia annua L. culttvada no Brasil

Fracéoes Massa (g) Procedimento Identificacio Composto
1-5 23,60 recristalizacao TLC, GC/MS -
em 30 ml de H
metanol :
6-9 0,16 filtragdo em silica TLC, GC/MS z
< H :
RMN'H e "°C,
IR
10-14 2,60 recristalizagdo em TLC, IR,
metanol RMN'H
81 (1.9¢)
15-20 0,97 recristalizagdo em TLC, GC/MS, :
pentano RMN'H e "*C
IR

22 (0,68g)

continua
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continuagdo Tabela 14

Fracdoes Massa (g) Procedimento Identificacio Composto
21-23 0,58 coluna TLC, GC/MS, E
cromatggra{ica e RMN'H e ©C, :
recristalizacdo em
metanol IR
21 (0,40g)
24-27 0,47 coluna TLC, GC/MS, z
cromatc_agraf:ca € RMN'H e “C, :
recristalizacio em
pentano IR
28-30 1,60 coluna TLC, IR,
cromatografica e RMN'H

recristalizagio em
pentano

CHO

CHO

87 (0,19¢)
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Composto 13: Artemisinina - (Qinghaosu- octahidro-3,6,9-trimetil-[3R-(3a,
S5af, 6B, 8aB, %a, 12B, 12aR¥)}-3,2-Epoxi-12H-pirano(4,3-j]-1,2
benzodioxepin-10(3H)-ona /39/

Rf 0,65 (eluente CHCl:/ MeOH 1,5%)

IR 1956.7 (programagéo I)

pf. 154-155 (MeOH); lit./39/ 153-154

[ot]o= 80,93 (¢.0,025¢/ml,CHCl,); lit/39/. o' 66,3 (0,02g/ml,CHCl;)

EM(70eV):m/z(%) 282(M", 10), 165(100), 152(79), 137(93), 96(24), 81(14), 69(240, 55(38),
43(69)

IVTF(KBr):v(cm-1) 1745(C=0)

RMNIH(300MHz, CDClz): § 099(dH;s,J=6Hz), 121(d,H;s,J=3Hz), 1.44(s, Hyy),
1.42(d,He,J=6Hz), 3,40(d, He, J=3Hz), 1,37(mHs.), 1,75(m,Hs,), 1,.87(m.Hs). 1,12(m Hg),
1,08(m, Hy), 1,79(m,Hy), 1,47(m,Hs), 2,01(m,H;), 2,05(m,H,), 2,43(m,H.), 5,87(s,H,)

RMN"C(75,5MHz,CDCL):  §12,47(Cy3), 19,74(Cis), 23,32(Cs), 24,79(Cs), 25,10(Cys),
32,78(Co), 33,45(C), 35,77(Cy), 37.42(Cq), 44,80(Csa), 49,90(Cs,), 79.38(C1za), 93,62(C12),
105,22(Cs), 171,92(C1o)
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E-13.2: ESPECTRO NO INFRA-VERMELHO DO COMPOSTO 13
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Composto 30: Acido artemisininico - Qinghaosu acid- Acido 1,2,3,4,4a,5,6,8a- octahidro-
4,7-dimetil-ot- metileno[ 1R-(1c. ,4B,4ap,8a)]-1- Naphthaleno acético /39/

pf. 129,5-130 (MeOH); lit/40/ 131

Rf 0,33 (eluente CHCl:/MeOH 1,5%)

IR 1918,6 (programacio I)

fa]o= 29,39 (c.0,052g/ml, CHCI-)

EM(70eV):m/z 234 (M, 7), 216(21), 188(31), 162(16), 121(100), 91(79), 79(83), 41(69)
IVTF(KBr):v(cm-1) 3500(0H), 1680(C=0)

RMN1IH(300MHz, CDCl3): & 090(d,H;;, J=6Hz), 1,59(sHp), 1,30 e 1.45(m Hy),
1,40(m,Hy), 1,55(mH,), 1,59(s,Hy), 1,87 e 145(mHs), 1,70 e 1,80(mH 2,60(sLH,;),
2,69(m,H1), 4,98(51,1‘{3), 5,56(S,H10), 6,47(S,H10)

RMN"C(75,5MHz,CDCl;): & 19,9(C1z), 23,7(C12), 25,5(Cs), 25.9(C2), 26,3(Ce), 27.5(Cs).
35.2(Ca), 37,8(Cs), 41,3(Cu), 42,0(Cy), 120,1(Cs), 126,6(Cro), 134,9(Cy), 142,5(Cs).
172,3(Cy)
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Composto 22. Artenuina b- Quinghaosu II- decahydro-7,9a-dimethyl-4-metilenof 1aR-
(lac, 1bR* 4apB,7B,7aB,%aa)] 3H- oxireno [7,8] Nafto [8a,1-b] furan-3-ona, /39/

pf. 151-153 (pentano); lit/39/ 153

Rf 0,57 (eluente CHCly/MeOH 1,5%)

IR 2396,8 (programagdo I)

fotfo=-73,22 (¢.0,0056g/ml, CHCI;) lit./39/ -73,50 (c. 0.02g/ml, CHCI5)

EM(70eV):m/z(%):248 (M, 2), 230(48), 215(17), 188(17), 162(100), 121(31), 91(48),
79(43), 41(48)

IVTF(KBr): v(cm=1)2830(C-H); 1770(C=0)

RMNIH(300MHz,CDCl3):58 0,99(d, Hp, J=6Hz). 1,34(s,Hy), 2,68(s,Hu), 2,74(mH..),
5.43(d, Hy, J=3Hz), 6,16(d, Hyo, J=3Hz), 1,48(m,H; e Hy,), 1,26 e 1,90(m, Hy), 1,76 e
1,93(m, Ho), 1,40 ¢ 2.06(m, Hs), 1,56(m,Hs)

RMN"C(75,5MHz,CDCL): & 170,2(Cs), 138.8(Cs), 81,2(Ci), 58.4(Coa), 58,7(C),
52,8(Caa), 43,7(C7a), 30,7(C7), 117.8(Cro), 33.9(Cs), 24,3(Cs),21,7(Cs), 16,3(Cs), 22,8(C1y),
18,6(C12)
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Composto 21: Quinghaosu i- 2a,3,4,5,5a,6,8a,8b-octahidro-5,8-dimetil-2H-Nafto [1.8-bc]
furan-2-ona, /65/
by
6 ¥ i

7 =z

8 )

10 Sa\ 2a
12

0

pf. 190-191(MeOH); lit/65/ 190-191

Rf 0,64 (eluente CHCl:/MeOH 1,5%)

IR 1957.0 (programagio 1)

ja}o=-50 (c.0,0051g/ml,CHCL); & ' -50 (C. 0,02g/ml,CHCL)

EM(70eV): m/z(%) 206 (M, 92), 191(8), 178(8), 163(18), 135(30), 119(30),
105(55),95(100), 77(55), 55(52), 41(68)

IVTF:v(cm™) 2990(C-C), 1744(C=0), 1243(C-0)

RMN'H(300MHz, CDCl3):5 0,78(d, Hs, J=6Hz); 1,86(s.Hq), 2,85(ddd, Hg, Jsp=10,2Hz,
Jos=T.2Hz, Jusa=5,7Hz)), 2,96(ddd HyaJoasi=102Hz, J,0:=4Hz),  4,67(d, Hg,
Jsas=7,2Hz), 5,65(dd, Hy, J16=6,5Hz,J76=3Hz), 1,54(m,Hs e Hsa), 1,10 e 1,80(m, Hy), 2,00 e
2,20 (m, He)

RMN"C(75,5MHz,CDCly): & 179,5(C;), 131,1(Cy), 124,8(C7), 77,4(Css), 39,1(Ca),
37,0(Cav), 32,8(Csa), 25,2(Cs), 27.2(Cs), 25,1(Cs), 18,5(C3), 20,4(C1o), 19.8(Co)
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Composto 12: Artemisinelactone-Quinghaosul- decahidro-9-hidroxi-6,9-dimetil-3-metileno
[3aR—(3aa.,6a, 6aa, 9a,9act,9bct)] Nafto[1.8-be] pirano-2(3H)- ona, /51/

pf. 145-146 (pentano)

Rf 0,27 (eluente CHCl;/MeOH 1,5%)
IR 2239.3 (programacido 1)

[afp= 11,76 (c.0,005, CHCl3)

EM(70eV):m/z(%) 250(M", 3), 217(8), 192(15), 177(15), 161(11), 147(13), 121(11), 91(30),
79(30), 55(34), 43(100)

IVIF(KBr):v(cm-1) 3470(0H), 1722(C=0)

RMNIH(SOOMHZ,CDC!_g):S 0,88(d, Hii, J=6Hz), 1,36(s,H:2), 2,36(ddd,Has, Jop0.=11,6Hz,
Jonsa=Jopsa=4,4Hz), 2,66(ddd, Hi., Jaasa=11,9Hz, Jiaov=Jsasc=4.4Hz), 437(d, Ho,,
Jow9=11,6Hz), 1,43(m, He.), 1,48(m, Hs), 5,62(dd, Hy, Jio1o0=Ji0.4a=1,5Hz), 1,14 ¢
1,80(dddd, Hs, Jsase=13,2Hz, Jse,60=Jsc.c=Tse.4=3,5Hz), 1,47 € 1,66 (m, Hy), 1,37 e 1,66 (m,
H7), 1,86 e 1,66 (m, Hy)

RMN"C(75,5MHz,CDCly): § 166,2 (C1), 139,4 (C3), 70,3 {Cs), 80,1 (Coy), 42,3(Cey). 39.6
(Cza), 35,9 (Cw), 27,5 (Cs), 129,6 (Cro), 34,9 (Cs), 32,2 (Cs), 30,8 (Cy), 21,9 (Cy), 27.4 (C1a),
20,0 (C1y)
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Composto 80: 5 - Hydroxy-3,6,7,4’-tetramethoxy flavone /66/

Rf 0,13 (eluente CHCl;/MeOH 1,5%)

EM(70eV): m/z (%) 358(M",100), 343(60), 311(11), 285(6), 253(6), 165(9)

IVTF (KBr):v(cm 1) 3418(0OH), 2930(CH), 1681(C=0)

RMNIH(300MHz, DMSO):6 3,71-3,74(4s,Ho 10.11.12), 6,3(s.Hs), 6,8(d, Hy 4, J=10Hz),
7,8((1., H 3',5-',J=10HZ)

100.0C -
%T

0.00 T T
3800 3000 2500 2000 1500 1000 500 cm’

E-80.1: ESPECTRO NOINFRA-VERMELHO DO COMPOSTO 80

Parte Experimental - Material e Mérodos 126



Abundance

40000

30000

20000 -

100900 135 I&5 an
39 AR p 253 285 ;
R JIRTH 27 T

ol | f & U 1wl il — X T I N
100 200 30D
Mass/Charge

E-80.2: ESPECTRO DE MASSAS DO COMPOSTO 80

!
] LL{i J |

11|J|llIfr1l|l\l‘\I‘I|1:llll\lIII]II‘l?'l!ll]tl“}'l]llilllll'l1’rr'|ﬁ'lr'ilﬁ‘{rrTI!l1'fTTr11\
m 1% 14 b3 1 w w :

E-80.3: ESPECTRO DE RMN'H (300MHzCDCl;) DO COMPOSTO 80




Compeosto 48: Artemetina- 5 Hydoxy-3,6,7,3",4 -pentamethoxy flavone /66/

CH; O
i

CH, 0
10

OH O

pf 154-155 (pentano)

Rf 0.12 (eluente CHCL:/MeOH 1,5%)
RMNIH(300MHZ,CDCI3):63,87-3,98(8,1‘19,10.11,12’13);6,52(S,Hg);7,00(d,H2‘,J=10HZ);7,73(dd,
Hs 6,J=10Hz)

RMN"C(75,5MHz,CDCL): 556,0056,09; 56,33; 60,19; 60,8%(C o011.1213); 90,33(Cs):
110,85(Cs): 111.2%Ce); 122,14(Cy); 106,59(Caa); 122,90(Cr): 132.29(C3); 148,82(Csl):
151,40(Cs): 152,76(C3.); 155,88(Cs): 158,76(C7): 178.87(Cy)

-
i
J_ |
e JL{ - - -
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E-48.1: ESPECTRO DE RMN'H (300 MHz, CDCl)
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E-48.2: ESPECTRO DE RMN"C (75,5 MHz,CDCl;) DO COMPOSTO 48



Composto 87: Scopoletina- 7 Hidroxi-6-metoxi-2H- 1-benzopirano-2-ona 167/
1

HO § 8.,.0_ _O
7 3
6
CH,; 0 N
CHs 3 3
p.f 203-204

Rf 0,17(eluente CHCl:;/MeOH 1,5%)
IVTF(KBr):v (cm™) 3300 (OH), 1700 (C=0), 1575 (C=C)

RMN1H(300MHz, D50):5 3,4(s,3H),6,20(d,Hy,J=10Hz), 6,77(s,Hs), 7,2(s,Hs), 7,9(d,H;.,
J=10Hz)

RMN13C (75,5MHz, D20):655,98(Cs), 102,76(Cs), 109,56(Cs), 110,53(Csn), 111,68(C3),
144,47(C-), 145,25(Cy), 149,49(Csa), 151,12(Ce), 160,67(C2)

100.00 ~
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| | /ﬂ ff ; ‘Fl
w[m J

\
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Amostras de éleo essencial para estudo sazonal

As amostras de Oleo essencial foram preparadas a partir de folhas frescas coletadas no

periodo diurno no campo experimental do CPQBA, num lote destinado especificamente para

este ensao.

Duzentos gramas de planta fresca foram colocadas em um baldo de fundo redondo de
250 ml. Adicionou-se 100 ml de agua destilada sobre as folhas e montou-se um sistema de
destilagio no qual o baldo coletor de 100 ml continha 20 ml de acetato de etila. Apdés uma hora
de destilagdo, lavou-se o material recolhida com trés por¢des de acetato de etila em funil de
separagdo de 250 ml. A fase organica foi concentrada sob vacuo até eliminagdo total do

solvente obtendo-se a fragdo de 6leo essencial.

As amostras de Oleo essencial foram analisadas por cromatografia (conforme descrito
no material e métodos), e avaliado seu teor em relacio a planta fresca (Tabela 15).
Paralelamente foi determinado o teor de artemisinina em amostras de folhas coletadas no

mesmo dia, porém secas em estufa a 409C, conforme método descrito a seguir(Tabela 15) .

Metodologia analitica semi-quantitativa para dosagem de artemisinina /68/
Preparac¢ao dos padrdes

a) Solucdes
Solugdo padriao de artemisinina:

Pesou-se cerca de 10,0 mg de artemisinina e diluiu-se em 50,0 ml de tolueno (1), em
baldo volumétrico. Retirou-se uma aliquota de 5,0 mi de (1) com pipeta volumétrica e diluiu-se

com tolueno em baldo volumétrico de 25 ml (0,04 pg/l)

b) Extrato

Pesou-se 50 mg de planta seca e pipetou-se 2 mi de tolueno, macerou-se em almofariz
por 2 min. e recolheu-se o extrato em baldo volumétrico de 2 ml utilizando micropipeta com

algoddo (como filtro ). Fez-se o extrato em duplicata.
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¢) Aplicacao

Utilizou-se cromatoplaca de silica-gel 60 F,ss (Merck artigo 5554 ) dividindo ao meio

(10 cm de altura).

As aplicagdes das solugdes foram feitas com micro-seringa de 10 pl.

Padrdes de artemisinina em pl Valor correspondente em pug
2 0,08
4 0,16
6 0,24
10 0,4
Extratos

Aplicou-se 3,0 e 6,0 ul dos extratos ( em duplicata )

As aplicagdes foram realizadas a 0,8 cm da borda inferior da cromatofolha, espacadas

de 0,7 cm entre elas. O didmetro das aplicagdes ndo ultrapassou 0,5 ¢m.

d) Eluicao

As cromatografias foram eluidas numa mistura de solventes de diclorometano/metanol
98.5%/1,5% (v/v).

¢) Revelacio

Colocou-se a cromatoplaca em uma placa de Petri contendo revelador de anisaldeido
(50 ml de acido acético glacial; 1 mi de acido sulfiirico concentrado; 0,5 mi de amisaldeido),

por 10s, aqueceu-se em chapa e observou-se a artemisinina com coloracdo amarela passando a

lilas.
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Tabela 15: Teor de Oleo Essencial e Teor de Artemisinina 13

Amostra % oleo % artemisinina 13
1 0,04 0,24
2 0,10 0,16
3 0,13 0,32
4 0,13 0,40
5 0,08 0,40
6 0,07 0,39
7 0,06 0,40
8 0,06 0,20
9 0,09 0,40
10 0,22 0,20
11 0,09 0,40
12 0,03 0,20
13 0,09 0,08
14 0,14 0,08
15 0,17 0,03
16 0,21 0,03
17 0,34 0,02
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Transformacgoes quimicas para obtencao de amorfanos

1) Metilacido do acido artemisininico /69/

A uma solugdo de acido artemisininico 30 (1g, 4,03 mmol) dissolvido em éter etilico
(100 ml) & 0°C adicionou-se uma solugio de diazometano gota a gota até o desaparecimento
da colorag@o amarela. Constatou-se a formagado do produto por TLC (eluente: hexano/acetato
de etila 35%) com Rf = 0,89. Evaporou-se o solvente orginico obtendo-se 1,06 g (100% rend)

de um Oleo amarelado. No GC/MS utilizou-se a programagio 2 observando-se um pico em
16,20 min.

Rf 0,89 (eluente hexano/acetato de etila 35%)
EM(70eV):m/z(%)248(19), 216(14), 188(17,5),162(16),136(24), 121(100), 93(63), 79(35).
IVTF(KBr):v(cm1)2921,6(CH);1729,9(C=0);1625,3(C=CH,),1436,2(C=C)

RMN!H(300MHz, CDCl3): § 0,82(d, Hys, 1=0,08); 1,62(s, Huo); 3,7(s, Hus); 4,92(sl, Hg): 5.4
[+ 6,3(5, H]Q)
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E-115.3: ESPECTRO DE RMN'H (60MHz, CDCl;) COMPOSTO 115



2) Reducio da dupla terminal /70/

11 116

Dissolveu-se o composto 115 (1g; 4,0 mmol) em metanol tratado ( 50 ml ). Abaixou-se
a temperatura da mistura até¢ 09C e adicionou-se NiCl» ( 35,4 mg; 2,73 mmol ). Aos poucos
adicionou-se NaBHj4 (478,35 mg; 9.9 mmol) e deixou-se reagindo durante 8 horas a
temperatura ambiente. Destruiu-se o meio de reagdo utiizando HCI 1IN (até ficar
esbranquigado) e extraiu-se com éter etilico (3 x 50 ml). A fracido organica foi seca sobre
NaySO4 anidro, filtrado e evaporado fornecendo 806 mg de um oleo ( 80% rendimento) A
formagdo do composto 116 foi confirmado por CG/MS, utilizando a programagio 2,
observou-se dois picos com tempo de retengdo 15.4 e 16,3 com a mesma fragmentagdo(numa

proporgdo de 0,77:1 respectivamente):

Rf 0,87 (eluente Hexano/acetato de etila 35%)

IR 2026,0 e 2059,9 ( diasterioisdomeros R e S sem o grupo éster)
EM(70eV):m/z(%) 250(1.5), 162(100), 147(18), 121(18),91(15), 79(17).

IVIF(KBr): v(cm'l) 2923(C-H), 1736.3(C=0), 1434,6(C=C); 1375(C-0), 1260(C-0),
1051.8(C-0)

RMNITH(300MHz,CDCl;):8 0,82(d,H;3,J=0,08); 1,1(d, Hi10,J=0,08); 1,62(s, Hy2); 3.6(s, Hys)
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3) Reducéo do éster 116 /71/

Ao composto 116 (800 mg, 3,2 mmol) dissolvido em THF tratado, sob atmosfera de
Ny a 0°C adicionou-se LiAlH4 (644 mg; 16,9 mmol) lentamente durante uma hora. Apos
deixou-se reagindo durante aproximadamente quatro horas a temperatura ambiente. Ao final
deste tempo destruiu-se o LiAlH4 utilizando inicialmente etanol e apés agua. Extraiu-se a
reacdo com éter etilico, secou-se sobre NaSO4 anidro e evaporou-se o solvente obtendo-se
710 mg do composto 117 (100% de rendimento) sob forma de 6leo. Confirmou-se a formagio

do produto por CG/MS utilizando a programagio 2, observando-se um pico em 16,9 min.

RF 0,21 (eluente Hexano/acetato de etila 35%)
EM(70eV):m/z(%)222(6.8), 191(11), 163(100), 149(9), 121(13), 107(45), 79(64).
IVTF(KBr):v(cm~1)3360,5(0H);2920,28684(C-H);1448(C=C);1238(C-0);1027,7(C-0)

RMNI H(300MHz,CDCl3):60,80(d,H,3,J=0,08),0,98(d,H,0,J=0,08);1,63(s,H2);3,55 e
3,65(m,Hn)
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4) Reacio de mesilacido /72/

Adicionou-se ao composto 117(710 mg, 3,1 mmol) dissolvido em CH»Cl» 313 ml) a
00C trietilamina (27,2 gotas)e em seguida cloreto de mesila (14 gotas) previamente destilados.
Deixou-se reagindo 10 min, verteu-se sobre gelo e adicionou-se HCI 10% (30 ml) e extraiu-se,
apos extraiu-se com solugdo saturada de bicarbonato de sodio e em seguida com agua. Secou-
se sobre NaSO4 anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente obtendo-se 768 mg (76% de

rendimento) do composto 118.

Rf 0,20 (eluente Hexano/acetato de etila 35%)
IVTF(KBr):v(cm~1)2920.5,2868,6(C-H); 1448,5(C=C):
1355,2(S=0); 1176,6(S=0)

RMNH(300MHz,CDCl3): 50,82(d,H,3,J=0,08); 0,98(d,Hy0,J=0,08); 1,64(s.H): 3,0(s, Hya):
5,3(m,Hy)
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5) Reducio do composto 118 /71/

o0

118 112

Ao composto 118 (768 mg, 2,4 mmol) previamente preparado, dissolvido em THF e
sob atmosfera de Ny a 0°C, adicionou-se LiAlH4(873 mg, 23 mmol) aos poucos e deixou-se
reagir a temperatura ambiente durante uma noite. Destrui-se o hidreto utilizando etanol e apos
agua. Extraiu-se a reagdo com éter etilico (3 x 50 ml). Secou-se sobre NaySQOy4 anidro, filtrou-
se ¢ evaporou-se o solvente obtendo-se 300 mg de um dleo 112 ( 60% de rendimento) apos a
purificagdo em coluna cromatografica impregnada com AgNO3 10% observou-se por CG/MS

, utilizando a programagdo 2, um pico em 9,8 min.

Rf 0,84 (eluente Hexano/acetato de etila 20%)
EM(70eV):m/z(%)206(14,3), 163(100}, 150(7), 121(16), 107(25), 81(14,3)
IVTF(KBr):v(cm-1) 3018,6,2926,4(C-H); 1460.2(C=C)

RMN1H(300MHz,CDCI3):80,79(d,H10,J=0,41); 0.82(d,Hiz ourz ,J=0,41):0,84(d Hi» o 13
J=0,41)

RMNI13C (75,5MHz,CDCl3): § 18,9(C12), 20,8(C13), 26,7(Co), 47,7(Cs), 24,%(Cs), 35,0(Cs),
27,8(Cs), 19,7(C10), 41,2(Cea), 25.8(C7), 25,5(Cs), 133,9(Cy), 120,3(C2), 22,9(C11)
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6) Reacdo de epoxidacio do composte 112 /73/

Dissolveu-se o composto 112 (300 mg, 1,45 mmol) em CH>Cl» (5 ml). Adicionou-se
acido meta-cloro-perbenzoico (472 mg, 2,73 mmol) e deixou-se reagindo a temperatura
ambiente durante 4 horas . Apos este tempo lavou-se a fase orgdnica com NaOH 1IN, agua,
secou-se sobre Na>SOy4 anidro, filtrou-se e evaporou-se o soivente. O produto resultante foi
purificado por cromatografia em coluna de silica-gel fornecendo 240 mg do composto 113
(74% de rendimento) sob forma de um cnistal amorfo. Por CG/MS , utilizando a programagio

2, observou-se um pico em 11,57 min.
Rf 0,74 (eluente Hexano/acetato de etila 20%)
EM(70eV):m/z(%)222(1,8), 179(100), 161(25), 121(19,6), 95(41)

RMN'H(300MHz,CDCl3): 50,78(d,H,3=0,57); 0,89(d,H3,J=0,57), 0,93(d,H,3,J=0,57),
0,95 (d.H,,J=0,57), 1,60 (mHs . 7), 1,78 e 1.72 (mHs), 0,87 e 1,66 (m,H), 1,18(mHs),
0,91(m,Hs.), 1,26 € 1,53 (m,Hy), 1,60 e 1,84 (m,Hy), 2,63 (d,H,,J=0,14), 1,24 (s,H;;)

RMN13C (75,5MHz,CDCl3): & 59,6(C1.), 39,4(C), 47,4(Ca), 27,7(Ca), 35,4(Cs), 29,5(Cs),
40,5(Cg), 24,9(C7), 57,5(C1.), 29,0(Cs), 19,1(C o), 23.6(Cu1), 20,9(C12), 21,5(Cs3)
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7) Formacio da cetona 114 /74/

UL N f—
=

H

Ao composto 113 (240 mg, 1,08 mmol) dissolvido em éter etilico (20 ml) a 0°C
adicionou-se BF3 previamente destilado (10 ml) gota a gota. Deixou-se reagindo a
temperatura ambiente durante 12 horas. Evaporou-se o solvente e passou-se o bruto da reagio
numa coluna filtrante de silica-gel para separar o BF3.Obteve-se 72 mg de um 6leo (30%), a

cetona 114, a qual foi confirmada por CG/MS, utilizando a programagio 2, com um pico em
12,7 min.

RF 0,33 (eluente Hexano/acetato de etila 20%)
EM(70eV):m/z(%)222(26,8), 179(7,1), 151(41), 138(32), 111(100), 81(23), 43(55)

RMN'H(300MHz,CDCl3):  80,68(d,H;,,J=0,76), 0,81(d,H;3,J=0,76), 0,80 (ddd H,,
I ha=4025=11),  0,75(dHwd=7), 1,96(mHs), 1,54 (mHs), 0,87(m.Hs),
LIS(dHih,e=7),  L18(mHs),  1,68(mHs) 1,88(mHy),  1,60(m,Hy),
2,32(dd,He, Js.1:=7,35.7=3), 2,9%(dd,H 0] 12 52=T1a,7=4)

RMNI13C (75,5MHz,CDCl3): § 217,2(Cy), 47,1(C1a), 47,8(C2), 28,3(Cs), 36,1(Cs), 30.8(Cs),
48.7(Csa), 23,1(Cq), 25,8(C-). 46,3(Cs), 29,0(Cs), 19,1(C1o), 17,5(C11), 20,8(C12), 21,9(C12)
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Anexos



’Perﬁl Cromatogrdfico do comportamento sazonal do dleo essencial de fohas de Ademisa annualL.
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