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RESUMO

Este trabalho trata do estudo quimico da espécie Pluchea quitoc DC., da
familia Asteraceae. Uma revisdo dos constituintes quimicos do género em
estudo foi também desenvolvida. S&o apresentados os resultados da atividade
antitumoral do extrato etanolico da planta.

O fracionamento dos extratos hexanico e etandlico das partes aéreas de P.
quitoc levou ao isolamento e/ou identificacdo de: uma mistura de
hidrocarbonetos HC1; eésteres graxos EGI1; uma mistura dos triterpenos pB-
amirina (TT1), taraxasterol (TT2) e pseudo-taraxasterol (TT3) e dos respectivos
derivados acetilados (TT4, TT5 e TT6) e ésteres graxos (TT7, TT8 e TT9); uma
mistura de triterpenos 3-oxo-B-amirina  (TT10), taraxastenona (TT1l) e
friedelina (TT12); uma mistura dos esterdides estigmasterol (ES1) e sitosterol
(ES2), de seus respectivos glicosidios (ES3 e ES4) e ésteres graxos (ES5 e
ES6); sesquiterpenos derivados da cuautemona 4B- acetdxi- 3B- angeloildxi-
7,11- deidroeudesman- 8-ona (SQ1), 4B-acetoxi-3B3-angeloiloxi-11-hidroxi -6,7-
deidroeudesman- 8-ona (SQ2), 4B- acetoxi- 3B- angeloiloxi- 8b-hidroxi-
8a- oxi- 8w0.12C- 7,11- deidroeudesmano (SQ3), 4p- acetoxi- 3f-
angeloiloxi- 7a,11- epoxieudesman- 8- ona (SQ4), 4p- acetoxi- 3B-
angeloiloxi- 7o- hidroxi- 11,12- deidroeudesman - 8- ona (SQ5), 3B-
angeloiloxi- 4p- hidroxi- 7oH- eudesman- 8- ona (SQ6), 3B- angeloiloxi-
4o- hidroxi- 7,11 -deidroeudesman- 8- ona (SQ7), 3B- angeloiloxi- 4o,11-
diidroxi-6,7- deidroeudesman- 8-ona (SQ8), 3B-angeloildxi- 11-hidroperdxi-
4o hidroxi- 6,7- deidroeudesman- 8- ona (SQ9), 3B-angeloiloxi-7o,11-
epoxi-4o-hidroxi- 5,6- deidroeudesman- 8- ona (SQ10), 4o,11- diidroxi- 7pH-
eudesmano (SQ12), 3B- angeloiloxi- 4o- hidroxi- 73,11- epdxieudesman-
8-ona (SQ13), 3B- angeloiloxi- 4a8B- diidroxi- 7,11- deidroeudesman-6,9-
diona (SQ14), 4B-acetéxi- 3PB- angeloiloxi- 7,11- deidroeudesman- 8ao,12-
olideo  (SQ15), 4B- acetéxi- 3B-angeloiloxi-  8B-  hidroxi-  7,11-
deidroeudesman- 8a,12-olideo (SQ16), 4o,3B- diidroxi-7,11- deidroeudesman-
8-ona  (8Ql7),  3B-angeloildxi-4a-hidroxi-eudesman-6,11-dien-8-ona  (SQ18),



3b-angeloiloxi-  4o,8B-  diidroxi-  7,11-  deidroeudesman-  8a,12-olideo
(SQ19), 3B,40,11- triidroxi- 6,7- deidroeudesman- 8- ona (SQZ20), &cido ilicico
(SQ21), 11- hidroperéxi- 3B,4a- diidroxi- 6, 7- deidroeudesman- 8- ona
(SQ22); a lignana pinorresinol (LG1); &cido tetra- O- cafeoilquinico (CQ1),
ésteres metilicos dos acidos (3,5), (3,4) e (4,5 di-O-cafeiolquinicos (CQ2,
CQ3 e CQ4), cloreto de potassio (KCI). Dentre as substancias isoladas, 14
eram metabolitos especiais novos : 0s sesquiterpenos SQ1 a SQ6, SQ8 e
SQ13 a SQ19.

A constituicdo quimica dos extratos hexanico e etandlicos das raizes de
P. quitoc mostrou-se semelhante aquela dos constituintes mais abundantes
das partes aéreas.

Os constituintes quimicos foram obtidos empregando-se técnicas
cromatograficas classicas. A determinacdo estrututural foi baseada em
métodos espectrométricos (IV, RMN e EM).



ABSTRACT

This work describes the phytochemical study of the species Pluchea quitoc
DC., from the botanical family Asteraceae. A review of the constituents of the
genus Pluchea was also presented. The antitumoral activity of the ethanolic
extract of the plant was shown.

The study of the hexane and ethanolic extracts of the aerial parts afforded a
mixture of hidrocarbons HCI; long-chain esthers EG1; a mixture of the

triterpenes b-amryrin (TT1), taraxasterol (TT2) and pseudo-taraxasterol (TT3), a
mixture of the acetates (TT4-TT6) anda mixture of the long- chain esters (TT7-
TT9) of these triterpenes, a mixture of 3-oxo-b-amyrin (TT10), taraxastenone
(TT11) and friedelin (TT12) and also squalene (TT13); a mixture of the steroids
stigmasterol (ES1) and sitosterol (ES2), a mixture of stigmasteril glucoside
(ES3) and sitosteril glucoside (ES4), the long-chain esters of stigmaterol (ES5)
and sitosterol (ES6); the eudesmanic sesquiterpenes 4p- acetoxy- 3fB-
angeloyloxy- 7,11 -dehydroeudesman-8-one (SQ1), 4B- acetoxy-3j-
angeloyloxy-11- hydroxy-6,7-dehydroeudesman-8-one (SQ2),4B- acetoxy- 3B-
angeloyloxy- 8B- hydroxy- 8c0.12C-7,11-dehydroeudesmane (SQ3), 4p-
acetoxy-3B-angeloyloxy-7a,11-epoxyeudesman-8-one  (SQ4), 4p-acetoxy-383-
angeloyloxy-7o-hydroxy-  11,12-dehydroeudesman -8-one (SQ5), 3B-
angeloyloxy-  4B-hydroxy-7aH-eudesman-8-one (SQ6), 3B-angeloyloxy-4o.-
hydroxy-7,1 1 -dehydroeudesman-8-one (SQ7),33-angeloyloxy-4a, 11 -dihydroxy-
6,7-dehydroeudesman-8-one  (SQ8), 3b-angeloyloxy-11-hydroperoxy- 4a-
hydroxy- 6,7- dehydroeudesman-8- one (SQ9), 3B-angeloyloxy-7a,11-epoxy-
4o-hydroxy-5,6- dehydroeudesman-8-one (SQ10),4o,11- dihydroxy- 7pH-
eudesmane (SQ12), 3B-angeloyloxy- 4a-hydroxy-78,11- epoxyeudesman- 8-
one (SQ13), 3B-angeloyloxy-4a,8B-dihydroxy-7,11- dehydroeudesman- 6,9-
dione (SQ14), 4Bacetoxy-3p-angeloyloxy-7,11-dehydroeudesman-8a,12-olide
(SQ15), 4B- acetoxy- 3B- angeloyloxy- 8- hydroxy- 7,1 1- dehydroeudesman-
8al,12- olide (SQ16), 4,33~ dihydroxy- 7,1 1 -dehydroeudesman-8-one (SQ17),
3pB-angeloyloxy- 4oa-hydroxy- eudesman-6,11-dien- 8-one (SQ18), 3pB-



angeloyloxy-4o,8B-dihydroxy-7,11- dehydroeudesman- 8a,12-olide (SQ19),
3B,40,11-trihydroxy-6,7-dehydroeudesman- 8- one (SQ20), ilicic acid (SQ21),
11- hydroperoxyi- 3B, 4o- dihydroxy- 6,7- dehydroeudesman-8-one (SQ22); tine
lignan pinoresinol (LG1); tetra-O-cafeoilquinic acid (CQ1), methyl esthers of
(3,5, (3,4) e (4,5 di- O - cafeiolquinic acids (CQ2, CQ3 e CQ4), potassium
cloride (KCI). Among these compounds, 14 were new natural products: the

sesquiterpenes SQ1 to SQ6, SQ8, and SQ13 to SQ19.
The chemical constituents of the hexane and ethanolic extracts from the

roots of the plant were similar to the major compounds isolated from the aerial

parts.
The chemical constituents were isolated by classical chromatografic

techniques. The structural elucidation was based on spectrometric methods

(NMR, IR and MS).
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INTRODUCAO

A investigacdo quimica de plantas da Amazb6nia vem sendo conduzida pelo
grupo de pesquisadores do Departamento de Quimica da Universidade Federal
do Pard ha mais de 25 anos, através do projeto "Investigacdo Quimica de
Plantas Amazoénicas com Propriedades Biologicas Uteis". As plantas de uso
medicinal caseiro, ou aquelas que pertencem a géneros que Ssao
sistematicamente usados pela populacdo local no tratamento de seus males,
tém sido frequentemente escolhidas para esse tipo de estudo, ndo somente
pelo grupo de pesquisa local, mas também por aqueles de outros estados e
mesmo de outros paises.

Muitas espécies de Asteraceae (Compositae) encontradas na Amazbnia tem
uso medicinal popular; van den Berg® cita 21 espécies dessa familia com seus
respectivos usos medicinais populares; Le Cointe? cita cerca de 40 espécies
dessa familia encontradas na Amaz6nia, com seus respectivos usos, e que nao
sd0 necessariamente somente medicinais. De acordo com Hoehne3, entre elas
encontramos "plantas gomiferas, taniferas, oleaginosas, tintoriais, opiferas,
balsdmicas, amargas, drasticas, antelminticas, inseticidas, canforiferas,
tinguijantes, eméticas, estimulantes, emolientes, vulnerarias, antispasmadicas,
antipiréticas, édulas e muitas toxicas, daninhas e perniciosas". A variedade de
propriedades apresentadas por muitas espécies de Asteraceae torna essa
familia extremamente atrativa para investigacdes fitoquimicas, ainda que as
propriedades possam estar associadas a uma miscelanea de produtos
naturais produzidos pelas espécies.

O objetivo geral do presente trabalho é a investigacdo fitoquimica da
espécie Pluchea quitoc DC., uma Asteraceae com uso medicinal caseiro. Os
métodos de isolamento e a elucidacdo estrutural das substancias identificadas
sdo apresentados, assim como as propostas biossintéticas das mesmas.

Foi verificado, durante o desenvolvimento deste trabalho, que modificagbes
na classificagdo botanica, principalmente em nivel de tribo, envolvendo o
género em estudo, Pluchea, haviam sido propostas. Apesar das modificacdes

em questdo terem sido propostas em 1989, as publicacbes em revistas



T

especializadas em fitoquimica anteriores ao ano de 1996, traziam o género
Pluchea como pertencente a tribo Inuleae de Asteraceae (Compositae) e,
somente a partir de 1997, esse género comecou a ser incluido na tribo
Plucheeae. Um resumo relativo a classificacdo mais recente de Asteraceae*
enfatizando o género Pluchea parecia, entdo, oportuno e é incluido ,como um
dos capitulos do presente trabalho.

As espécies classificadas como pertencentes ao género Pluchea, de acordo
com Anderbergs, precisam ser revistas e, tendo em vista contribuir com a
quimiossistematica do género em questdo, € apresentada uma revisdo dos
resultados dos estudos fitoquimicos das espécies ja estudadas.

Ensaios in vivo para avaliagdo das atividades antitumorais dos extratos de

Pluchea quitoc foram realizados; os resultados sdo também apresentados.
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2. ASTERACEAE: COM ENFOQUE AO GENERO PLUCHEALZ23

O género Pluchea pertence a Asteraceae (Compositae), a mais numerosa
familia botanica, que engloba 1535 géneros e cerca de 23000 espécies
conhecidas (excluindo as micro-espécies) distribuidas em trés subfamilias:
Barnadesioideae (com uma unica tribo), Cichorioideae (com seis tribos) e
Asteroideae (com dez tribos), somando 17 tribos, de acordo com a
classificacdo de Bremer™.

A classificacdo em subfamilias de Asteraceae é relativamente recente; a
distingdo entre as maiores subfamilias Asteroideae e Cichorioideae foi proposta
na década de 70. A subfamilia Barnadesioideae, reconhecida anteriormente
como a subtribo Bamadesiinae, foi proposta em 1992 por Bremer e Jansen. A
maioria das tribos de Asteraceae, no entanto, foi descrita no inicio do século
XIX, principalmente pelo botanico francés Henri Cassini, a quem se deve a
primeira classificacdo nessa familia, proposta através de um diagrama
mostrando as inter-relacées de 19 tribos e que mais tarde foram modificadas
para 20; Cassini publicava suas propostas em jornais e dicionarios, 0 que era
comum na época e, portanto, seus resultados ndo foram devidamente
difundidos, entdo. Cassini incluiu o género Pluchea na tribo Vernonieae e
outros géneros préximos em Inuleae.

O primeiro livro que apresentava a classificacdo de Asteraceae foi publicado
por Lessing em 1832, apdés a proposta de Cassini, e diferia bastante desta. De
Candole usou um sistema similar ao de Lessing em 1836. Benthan em 1873
estabeleceu um sistema similar ao de Cassini. Hoffmann, em 1890. repetiu a
classificagdo de Benthan e que, por ser a mais recente, foi usada por mais de
100 anos como referéncia em Asteraceae. Sdo colocados na Tabela 1 (p. 4),

os sistemas de Bentham e de Hoffmann para a familia em questdo.



Tabela 1: Classificacdo de Asteraceae em tribos segundo Bentham e
Hoffmann*:**,

- Tribos segundo

Hoffmann (1890)

Vernonieae

*Cynaroideae/Cynareae corresponde a Cardueae
e Cichoriaceae/Cichorieae a Lactucaceae.
** O género Pluchea estava incluido na tribo Inuloideae/Inuleae

Inuleae sensu lato foi tratada durante muito tempo como uma tribo Unica;
originalmente foi estabelecida como uma das 20 tribos de Cassini. Em 1977,
Merxmiller, Roessler e Leins apresentaram uma classificagdo simplificada de
Inuleae sensu lato em trés subtribos: Inuliinae (que incluia
Plucheineae/Plucheinae de Bentham/Hoffmann), Gnaphaliinae e Athrixiinae.
Em 1989, Anderberg propb6s a divisdo de Inuleae sensu lato em trés tribos:
Inuleae sensu stricto, Gnaphalieae e Plucheeae. Essa proposta, juntamente
com outras alteracdes, resultaram na proposta de Bremer de classificagdo de

Asteraceae que se encontra na Tabela 2 (p. 5).



Tabela 2: Classificacdo de Asteraceae de acordo com Bremer'.




Predominam em Asteraceae, ervas, sub-arbustos e arbustos perenes, h3,
no entanto, alguns anuais; h& trepadeiras e até arvores. As espécies dessa
familia formam um grupo bem definido que, as vezes, é colocado em uma
ordem propria. De qualquer modo, ha as familias mais proximas de Asteraceae
que sdo Campanulaceae, Lobefiaceae, e Calyceraceae?.

Espécies de Asteraceae sdo encontradas no mundo todo, sendo mais
abundantes no sudoeste dos Estados Unidos e México, no sul do Brasil, ao
longo dos Andes, na regiao do Mediterraneo, sudoeste da Asia, Asia Central,
sul da Africa e Austrélia.

A origem geografica de Asteraceae é apontada algumas vezes como sendo
no norte da América do Sul ou no norte dos Andes nesse continente. De
acordo com a proposta de Bremer, € provavelmente o Brasil, exclunindo-se a
Amazdnia, a &rea de origem, seguindo-se, em segunda prioridade, os Andes,
Patagonia, Guiana e ilhas do Havai; o leste da Asia aparece com menor
probabilidade de ser o local de origem e menos ainda Eurésia, Africa, Australia
e a Amazdnia. Assim sendo, a origem dessa familia botanica passa
provavelmente pela América do Sul e Pacifico. E interessante observar que
Calyceraceae, Goodeniaceae e muitas Campanulaceae apresentam este
padrdao de distribuicdo.

Listam-se nas Tabelas 3 (p. 7), 4 (p. 7) e 5 (p. 8) 0s géneros mais
numerosos, respectivamente, das subfamilias Barnadesioideae, Cichorioideae
e de Asteroideae.

A maioria das espécies de Asteraceae sdo classificadas na subfamilia
Asteroideae. Dentre estas, as maiores tribos e as mais amplamente
distribuidas sédo Astereae, Senecioneae e Gnaphalieae. Anthemideae ocorre
no Velho Mundo, enquanto que no Novo Mundo sdo encontradas as tribos
Helenieae, Heliantheae e Eupatorieae. Plucheeae é uma pequena tribo de
distribuicdo principalmente tropical. A tribo Inuleae ocorre mais comumente na

Eurasia, enquanto que Calenduleae é encontrada no sul da Africa.



Tabela 3: Géneros mais numerosos da subfamilia Barnadesioideal.

Géneros mais numerosos (numero de espécies)

Barnadesia Mutis in L.f. (23), Chuquiraga Juss. (20),
Dasyphyllum Kunth (40)

Tabela 4: Géneros mais numerosos da subfamilia Cichorioideae, distribuidos

em suas respectivas tribos?.
Géneros mais numerosos (numero de espécies)

Ainsliaea DC. (50), Aucourtia D. Don (65), Chaptalia Vent. (60),
Dicoma Cass. (65), Gochnatia Kunth (68), Mutisia L.f. (60), Trixis
P. Browne (50)

Carduus L. (90), Centaurea L. (500), Cirsium L. (250), Cousinia
Cass. (600) Echinops L. (120), Jurinea Cass. (200), Saussurea
DC. (300)

Crepis L. (200), Cupis L. (200), Hieracium L (90 a 1.000), Lactuca
L. (75), Scorzonera L. (175), Taraxacum Weber in F H Wigg (60-
500) TragopogonlL. (110)

Distephanus Cass. (40), Lepidaploa Cass. (116) Lessingianthus
H Rob. (100). VernoniaSchreb. (500)

Liabum Adans. (38), Munnozia Ruiz & Pav. (43), Sinclairia Hook.
& Arn. (23)

Arctotis L. (50), Berkheya Ehrh. (75), Cullumia R. Br (15),
Gazania Gaertn (17), Hirpicium Cass. (12)




Tabela 5: Géneros mais numerosos da subfamilia Asteroideae, distribuidos em
suas respectivas tribos?.

Géneros mais numerosos (numero de espécies)

Blumea DC. (100), Carpesim L. (25), Geigeria Griess. (27), Inula
L. (100), PulicariaGaertn. (80)

Epaltes Cass. (14), Laggera Sch. Bip. ex Koch (17), Pluchea
Cass. (80), Pterocaulon Elliot (18), Sphaeranthus L. (40)
Anaphalis DC. (110) Gnaphalium L. (50), Helichrysum Mill (600),
Leontopodium (Pers.) R. Br. (60), Pseudognaphalium Kirp. (80)
Calendula L. (10 - 25) Dimorphoteca Moench (19),
Osteospermum L. (45) Tripteris Less. (20)

Aster L. (250), Baccharis L. (400), Brachycome Cass. (70),
Celmisia Cass. (60), Conyza Less. (60), Diplosthephium Kunth
(90), Erigeron L. (200), Felicia Cass. (85), Grindelia Willd. (55),
Haplopappuss Cass. (70), Olearia Moench (130), Pteronia L (80),
Solidago L. (150)

Achillea L. (115), Artemisia L. (390), Anthemis L. (210), Cotula L.
(55), Seriphidium (Besser ex Hook.) Fourr. (130), Tanacetum L.
150

(EmiI?a Cass. (90), Euryops Cass. (97), Ligularia Cass. (125),
Othonna L. (120), Pentacalia Cass. (200), Senecio L. (1.250)
Arnica L. (30), Gaillardia Foug (28), Helenium L. (40), Hermizonia
DC. (30), Hymenoxis Cass. (28), Pectis L. (100), Perityle Benth.
(63), PorophyllumAdans. (28), TagetesL. (50)

Bidens L. (240), Calea L. (110), Coreopsis L. (114), Helianthus L.
(50), Verbesina L. (300), Viguiera Kunth (180), Wedelia Jacq.
. (100)

. Ageratina Spach (290), Brickelia Elliott (110), Chromolaena DC.
. (165) Eupatorium L. (48), Fleischmannia Sch Bip. (80),
- Koanophyllon Arruda (120), Mikania Willd. (430). Stevia Cav.
(235)

A tribo Plucheeae (Benth.) A. Anderb. foi analisada através de cladistica por
Anderberg?3. Os resultados dessas andlises levaram ao reconhecimento de
cinco grupos, listados a seguir.

i) grupo Cylindrocline do género Cylindrocline;

i) grupo Coleocoma que inclui os géneros Thespidium, Coleocoma e
Delamerea;

i) o grupo Pterocaulon com os géneros Stenachaenium, Neojeffreya e
Pterocaulon;



iv) o grupo Laggera englobando os géneros Pseudoconiza, Blumeopsis,
Laggera, Nicolasia, Doellia (Blumea boveri e B. caffra) e Porphyrostema;
V) 0 grupo Pluchea que pode ser subdividido em dois grupos informais:

v.1) grupo Pluchea propriamente dito: que engloba os géneros Pluchea
(incluidos Tecmarsis e Berthelotia), Monarrhenus e Tessaria e, provavelmente
Karelinia e Steptoglossa;

v.2) grupo Sphaeranthus inclui os géneros Merrittia (que poderia incluir
algumas espécies de Blumea), Epaltes, Lytogine, Triplocephalum,
Sphaeranthus, Pseudoblepharispermum e Adelostigma.

Os géneros ndo incluidos nos grupos acima sao: Allopterigeron, Pelucha e
Sachsia. Os géneros Epaltes, Blumea (Doehllia) e Pluchea mostraram
semelhancas ndo esperadas, enquanto que Monarrhenus e Tessaria sdo muito
préximos ao complexo grupo da Pluchea. Ao género Pluchea, foram incluidas
as espécies de Berthelotia e Tecmarsis. Segundo Anderberg, Pluchea ainda é
um género heterogéneo e que deve ser dividido.

As espécies da tribo Plucheeae sao frequentes na América Central e
América do Sul, mas muitas espécies sdo também encontradas na Africa, Asia

Tropical e Austrdlia. S&o ervas, arbustos ou mesmo arvores. Listam-se na

Tabela 6, abaixo, os 28 géneros da tribo Plucheeae.

Tabela 6: Géneros de Plucheeae e os respectivos nimeros de espécies1

Género

Nicolasia S. Moore (7)

Pelucha S. Watson (1)

Pluchea Cass. (80)
Porphyrostemma Benth. ex Oliv. (4)
Pseudoblepharispermum J.-P.
Lebrun & Stork (1)
Pseudoconyza Cuatrec (1)
Pterocaullon Elliot (18)

Sachsia Griseb. (4)

Sphaeranthus L. (40)
Stenachaemum Benth. (5)
Steptoglossa Steetz (8)

Tessaria Ruiz & Pav. (1)
Thespidium F. Muell. ex Benth. (1)
Triplocephalum O. Hoffm. (1)
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O género Pluchea foi primeiramente descrito por Cassini em 1817 e € o0 mais
amplo de Plucheeae. De acordo com Anderberg, precisa ser investigado
minuciosamente antes de se estabelecer uma taxonomia precisa. Berthelotia e
Tecmarsis foram provisoriamente incluidos como Pluchea. Um género usado
tradicionalmente em sinonimia com Pluchea é Eyrea, sdo exemplos P.
rubellifiora (F. Muell.) B. L. Rob e P. dentex R. Br. ex Benth., provavelmente
somam-se aqui outras mais, como a espécie de Karelinia incluida em Pluchea.

A descricdo, ocorréncia e numero de espécies do género Pluchea, citadas
por Anderbergz, seguem-se abaixo:

"Pluchea Cass. 1817 (sinonimia: Berthelotia DC., Eyrea F. Muell., Tecmarsis
DC.): arbustos ou ervas com ou sem canais de resina; com folhas alternadas
ou excepcionalmente sub-opostas, denteadas ou serrilhadas ou inteiras,
geralmente pilosas, ndo decurrentes. Capitulos solitarios, ou de poucos a
muitos juntos em corimbos terminais, disciformes. Flores externas femininas,
filiformes; flores centrais funcionalmente masculinas. Filamento da antera como
um colar mamiloso ou achatado. Estilete totalmente ou quase néo dividido, ou
algumas vezes dividido. Cipselas muitas vezes ndo distintas, ou vestigiais
como um pequeno anel consistindo de células esclerenquimatosas basais do
carpopodium, pilosas, com pélos lisos. Plimula com pélos lisos ou com

apéndices. Asia, América do Norte e do Sul e Australia, cerca de 80 espécies".

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 2

1. BREMER, K. Referéncia 4, Capitulo 1, p. 2.

2. ANDERBERG, A. A. Referéncia 5, Capitulo 1, p. 2.

3. ANDERBERG, A. A. Taxonomy and phylogeny of the tribe Plucheeae
(Asteraceae). Plant Systematics and Evolution 176(3-4): 145-177, 1991.
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3. A PLANTA EM ESTUDO

A espécie em estudo, Pluchea quitoc DC. , é uma planta herbacea bastante

L2 E conhecida como tabacaranal®?, quitoc01’3, madre-cravo®?,

aromatica
calculage3, gaculucage4 ou ainda como estutuque, marceldo, pitoko, tokin ou
catinga-de-bodeS. E encontrada em muitas regides brasileiras®34. Um desenho

da espécie € encontrado na Figura 1 (p. 13).

DESCRICAO BOTANICA DE PLUCHEA QUITOC DC.2,

"Pluchea quitoc DC. (Gnaphalium suaveolens Vell.), da familia das
Compostas. Sub-arbusto aromatico, até 1 m de altura, com caule cilindrico.
Folhas alternadas, oblongas, estreitas, denteadas, cujas estipulas partindo do
limbo se prolongam pela haste. Flores lilacinas, em capitulos denso-

corimbosos, paniculados. Aquénio de cerdas moles".

OCORRENCIA DE ESPECIES DE PLUCHEA NA AMAZONIA

H& registros, no Herbario Jodo Murca Pires do Museu Paraense Emilio
Goeldi, da ocorréncia de espécimens de P. quitoc DC. nas cidades de Santa
Maria, Capanema, Peixe-Boi, Rio Capim (Pard) e em S&o Luiz (Maranh&o). No
Jari (Pard), foi encontrada P. suaveolens (Vell.) Kuntz e P. sagittalis (Lam.)
Cabrera, em Barcarena, Obidos e Braganca (Para).

Encontram-se, no Herbario Jodo Murca Pires do CPATU/Embrapa (PA),
exsicatas de P. odorata (L.) Cass. de coletas no Municipio de Anajas (Para) e
préximo ao Rio Dois Irmdos (Amapa); P. sagittalis (Lato) Cabrera, foi coletada
nos Municipios de Muanad e Paragominas (Pard), em Vitoria do Arari
(Maranhdo) e no Amapa; P. suaveolens (Vell.) Kuntz foi encontrada no Pico
das Chagas (Amazonas) e no Guama (Pard). Ha ainda a ocorréncia de P.

laxiflora Hoeh. et Am. em S&o Miguel do Guama (Pard).

USOS MEDICINAIS
Pluchea quitoc DC. é uma planta medicinal, cujo decoto é preconizado para

banhos estimulantes, como carminativo, resolutivo, digestivo e anti-
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histéricol:23. O uso do cha das folhas e raizes dessa planta é também citado,
em casos de inapeténcia, inflamagbes do Utero, reumatismo, artritismo,
resfriados, tosses, bronquites; na forma de cataplasma, aplicam-se as folhas

em abscessos ou outras inflamacdes purulentas?.

ESTUDOS ANTERIORES

Estudos com o extrato etandlico de P. quitoc mostraram atividade in vitro
contra formas sangiliineas da cepa Y do Trypanosoma cruzi®, causador da
doenca de Chagas. H& o relato do isolamento, do extrato hexanico de P.
quitoc, de substancias ativas contra o T. cruzi’.

A andlise do 6leo essencial dessa espécie foi realizada com espécimens
coletados nos Estados do Para e Mato Grossos e Cearas, cujos resultados sao

apresentados no capitulo seguinte.

COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

O material boténico (folha, caule e raizes de Pluchea quitoc DC.) foi
coletado no Municipio de Peixe-Boi, no Estado do Para, pelo Sr. Nelson de
Araljo Rosa, técnico em botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi. A
identificacdo botanica da espécie foi feita pelo Dr. Jodo Ubiratan dos Santos,
botanico do Departamento de Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi.
Encontra-se depositada no Herbario Jodo Murca Pires do Museu Paraense

Emilio Goeldi, uma exsicata do material sob o registro MG 0147609.
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Figura 1: Copia do desenho de Pluchea quitoc DC".
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4. A QUIMICA DO GENERO PLUCHEA

O levantamento da ocorréncia de metabélitos no género Pluchea indica uma
quimica ndo muito diversificada em relacdo ao numero de classes de
substancias encontradas, entretanto a variedade estrutural em algumas classes
é significativa, especialmente entre 0s sesquiterpenos.

Os limites do género Pluchea ndo estdo muito bem definidos, a inclusdo de
determinadas espécies (como Berthelotia, Eyrea e Tecmarsis) nesse género
parece as vezes inevitavel'. E provavel que a visualizacdo geral da quimica
deste grupo auxilie na taxonomia do mesmo.

O presente capitulo apresenta um levantamento dos metabdlitos especiais
isolados de espécies de Pluchea. As substancias isoladas da espécie P.
lanceolata, as vezes citada como Pleuchea lanceolata ou Berthelotia
lanceolata, assim como os metabolitos de Karelinia caspia, citada como P.
caspia e de Tessaria fastigiata, citada como P. fastigiata, sdo incluidos,
levando-se em conta os resultados de Anderbergl na classificacdo de espécies
de Plucheeae. Os dados da espécie P. symphytifolia sdo apresentados como
tal, mesmo que haja trabalhos indicando que essa espécie seria P. odorata?;

Anderbergl, no entanto, as considera espécies distintas.

CONSTITUINTES QUIMICOS DOS OLEOS ESSENCIAIS:

Existem poucas referéncias na literatura sobre a fracdo volatil de espécies
de Pluchea. Os constituintes quimicos desses o6leos sdo principalmente
monoterpenos e sesquiterpenos; ao contrario dos extratos ndo volateis de
Pluchea, os sesquiterpenos identificados nos 0&leos essenciais ndo tém
esqueleto eudesmanico. Os resultados encontrados na literatura encontram-se
listados na Tabela 7 (p. 16) e Quadro 1 (p. 17).

A andlise do 6leo essencial da espécie P. quitoc, quando coletada em
diferentes regides, evidencia variagbes na composicdo. O dleo do espécimen
coletado no Mato Grosso tem como constituintes principais o D-germacreno e o
biciclogermacreno que ndo foram identificados nos 6&leos dos espécimens

coletados no Ceard e no Para.
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Tabela 7: Constituintes quimicos dos 6leos essenciais de espécies de Pluchea.

Espécie Composigdo

spec{}ﬁ‘ ns coletados * no Ceara, # em Santa Maria (Para),
# em Alta Vista (Mato Grosso).

DERIVADOS DO TIOFENO:

Os derivados do tiofeno encontrados em espécies de Pluchea s&o do tipo
alquenil ou alquiniltiofenos (tioacetilénicos), que por sua vez, podem estar
hidroxilados, esterificados ou ainda clorados, conforme as substancias listadas

na Tabela 8 e as respectivas estruturas do Quadro 2 (p. 18).

Tabela 8 Ocorréncia de derivados do tiofeno em espécies de
Pluchea.

Estrutura




Sollg

B-pineno  @-pincno - canfeno borneol canfora

N s:

. _ sabineno o {orpincho  1,8-cincol  a-terpincol
mireeno - p-cimeno P

OH 6
: A ™
l " M n
linalol p-cariofileno 6xido de cariofileno a-humuleno
1

L (

/" \ P D-germacreno

B-cubebeno  o_copaeno 3-cadineno

H

aloaromandendreno ]
cspatunclol aromandendreno
H
I H
.
f3-bourboneno a-muroleno

biciclogermacreno

Quadro 1: Constituintes do 6leo essencial de espécies de Pluchea.



CHS[CECE@CECR RC112CECU—IC =C,CH~CH,
S S

_ Tr-2R=H
Tf-1 R= CH=CH, (-5 R= OH

Tr-6 R=CH(OAC)CH,OH

T-7 R= CHCICH,Oisoval / \ ‘
Tf-§ R= CHCICH,OH CH.(=C [C=C,CH(OR )C1L,OR,
S

TR R= CH(OH)CH; eaR-Roe H
Tf-10 R= CHC[CHzOAC Tf-4 R]: H., RZZ Ac

Quadro 2: Derivados do tiofeno isolados de espécies de Pluchea.

HIDROCARBONETOS E OUTRAS SUBSTANCIAS GRAXAS:
Encontra-se listada na Tabela 9, abaixo, a ocorréncia de hidrocarbonetos,

acidos, cetonas e alcoois graxos isolados de espécies de Pluchea.

Tabela 9: Ocorréncia de hidrocarbonetos e outras substancias

correlatas em espécies de Pluchea.

Substancia

ESTEROIDES:
Estigmasterol e o sitosterol e alguns de seus derivados sdo encontrados

frequentemente em espécies de Pluchea. O campesterol ocorre com menor
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freqliéncia. Na Tabela 10 e no Quadro 3, abaixo colocados, encontram-se as

substéancias pertencentes a essa classe de metabdlitos isoladas de Pluchea.

Tabela 10: Ocorréncia de esterdides em espécies de Pluchea

I

ES-3R=Me
ES-4 R+ I

1iS-1 R~ 11

BS-2 R= Tk A2
ES-5 R- Glu
FS-6 R Gl A2
ES-7R ;248
ES-8 R=H; AlLI2

ES-9

1O

Quadro 3: Esteroides isolados de espécies de Pluchea.



TRITERPENOS
Os triterpenos mais comumente encontrados em espécies de Pluchea s&o o
taraxasterol, seu derivado acetilado, e a -amirina. A ocorréncia de triterpenos,

com suas respectivas estruturas, € encontrada na Tabela 11, abaixo, e nos
Quadros 4 e 5 (pp. 21 e 22).

Tabela 11: Triterpenos de espécies de Pluchea.
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TT-3 R=H
TT-4 R=Ac

/
//

\

TT-6 R= Ac

f
",

TT-9 R=H
TT-17 R= Ac

Quadro 4: Triterpenos isolados de espécies de Pluchea.




TT-10 R=H
TT-11 R= Ac

TT-13R=H
TT-14 R= Ac

OH

Quadro 5: Outros triterpenos isolados de espécies de Pluchea.

MONOTERPENOS

Os derivados do timol, entre os monoterpenos encontrados em especies de
Pluchea, sao comuns; os demais esqueletos monoterpénicos s&o de ocorréncia
esporadica. Na Tabela 12 (p. 23), ¢ listada a ocorréncia de monoterpenos no

género em estudo e no Quadro 6, encontram-se as respectivas estruturas



Tabela 12: Ocorréncia de monoterpenos em espécies de Pluchea.
Espécie Substancia Estrutura Ref.

MT-1 Ry= MeO; Ry= MeO) }
MT:2 Ry= Glub-Api€d;, R,=H MT-4
“MT-3 Ry=H; R,= OH =

Oval

(20,9}

MT-5 Ry=Glu, Ry=H MU MT-9

MT-6 Ry=Glus-Api; Ry=H
D}YI‘J Ry= Glu; Ry= OH -

Quadro 6: Estruturas dos monoterpenos isolados de Fluchea.
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SESQUITERPENOS

A ocorréncia de sesquiterpenos com esqueleto  eudesmanico,
especificamente a cuautemona e derivados, em espécies de Pluchea, pode ser
considerada a caracteristica mais geral do género, como pode ser verificado a
seguir. A cuautemona, cuja estrutura encontra-se no Quadro 7 abaixo, foi
primeiramente isolada de Pluchea odorata®®, uma planta medicinal encontrada

no México e em outros paises da América Central e conhecida como

"cuauhtematl”.

“Cuautemona

Quadro 7: Estrutura da cuautemona.

Sao listados nas Tabelas 13 (pp. 25 e 26) e 14 (pp. 27 e 28) e Quadros 8 (p.

26) e 9 (p. 28), os sesquiterpenos cuautemona e derivados isolados do género

em estudo.
Foram incluidos nas Tabelas 13 a 19, apresentadas neste capitulo, apenas

0S nomes usuais das substancias identificadas.



Tabela 13: 11-Hidroxi-eudesm-6-en-8-onas isoladas de Pluchea.




Continuacao da Tabela 13.
Espécie Substancia

SQ-1 R;= EpAng; Ry=Ac; Ry=H
SQ-3 R= EpAng; R,= Ac; R;= OH
SQ-8 R= DHMB:Ry= H: Ry= H
SQ-9YR=H:Ry=H; Ry=H
SQ-14 Ry= HMCB: Ry= Ac. R+=H
SQ-15R;=HMCB: Ry=H; Ry=H
SQ-16 Ri=H: Ry= H: Ry= H: 500H

SQ-4 R;=H:Ry=H:R;=OH

SQ-6  R= DHMB; R;= H: Ry= OH
SQ-10 Ry=HMCB: Ry=H: R=H
SO-12 Ry=HMCB: R,= Ac: Ry= H
SQ-13 Ry= DHMB: Ry= H; R;=H
S0-22 Ri=H;Ry=H;R;=H

SQ-23 Ri=Ang.Ry=H:R;=H
5Q-24 Ry=Ang:Ry=H:R;=0OH
SQ-25 Ry= Ang: Ry= Ac; Ry= OH
SQ-27 R= Ang; Ry=Ac: Ry=H

SQ-2 Ri= EpAng: Ry= Ac:Ry=H
SQ-5 RsH: R=H:Rz=H
SQ-11 Ry= HMCB: R;= H: R3=H
SQ-17 Ri= HMAB: R)= Ac: Ry= H
SQ-18 Ry=DHMB: Ry= H; R;=H
SQ-19 Ri=EpAng, R=H;R;=H
SQ-20 R=HMCB: Ry= Ac; R:=H
SQ-26 Ry= Ang: Ry= Ac: Ry=H
SQ-28 Ri= Ang: Ry=H: Ry=H
$Q-29 Ry= Ang: Ry= H: Ry= OH
SQ-30 Ri= EpAng;R,=Ac: Ry=0H
80-31R;= Ang: Ry= Ac: Ry= OH

R,

SQ-7 Ry= Ang; Ry= H: R;= OH
SQ-.zl RI: H: RZ: H: Rg: H

Ang: CH;CH=C(CH;)CO
EpAng: CH;CH\~ C(CH;)CO
/

PHMB CH3;CH(OH)C(OH)(CH;)CO
HMCB: CH;CH(OH)C(CIY(CH;)CO

HMAB: CH;CH(OH)C(AcOXCH;)CO

Quadro B Estruturas das eudesm-6-en-8-onas de espécies de Pluchea.
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Tabela 14: Eudesm-7(11)-en-8-onas isoladas de Pluchea.

.......




Continuagao da Tabela 14.
Especie i

SQ-32 Ri=AMHB: Ry~ Ac

SQ-36 Ri® EpAng; Ry= Ac

$Q-37 RymH:Ry=H

SQ-38 Ry=Ang:Ry=H

SQ-39 R;=EpAng; R,=H

$Q-40 R{=HMCB: Ry= H

$Q-43 Ri=EpAng; Ry=H; 70 11H
SQ-46 R~ HMAB: Ry H SQ-41 Ry=H:Ry=H

5Q-47 R;= HMAB: Ry~ H SQ-42Ry= Ang: Ry~ H
SQ-45 Ry~ Ang: Ry— Ac

COOMe

SQ-35

AMHB: CH;CH(ACO)C(CHR)(OH)CO
HMCB: CH;CH(OH)C(CH)(CHCO
DAMB: CH;CH(AcO)C{CH:)( AcO)CO

SQ-44 R= DAMB

Quadro 9: Eudesm-7(11)-en-8-onas isoladas de Pluchea.
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O sesquiterpeno dimérico pluchidinol (SQ-48), derivado da cuautemona, foi

isolado de P. arguta®. A estrutura de SQ-48 encontra-se abaixo (Quadro 10).

SQ-48

Quadro 10: Sesquiterpeno pluchidinol.

As lactonas sesquiterpénicas sao freqUentemente encontradas em especies
de Asteaceae; a importancia dessa classe de substancias esta associada a
atividade anticancerigena. As lactonas sesquiterpénicas com esqueleto
eudesmanicos (ou eudesmanolideos) isoladas de Pluchea e as referidas
estruturas encontram-se na Tabela 15 abaixo e no Quadro 11 (p. 30),

respectivamente.

Tabela 15: Eudesmanolideos isolados de Pluchea.

Especie Estrutura




LSQ-2 R= OAng

L.SQ-3 R=u Ol

LSQ-4 R=p OH
OR;  OR,

1L.SQ-6 Ri= H: Ry= isoxgl

LSQ-7 Ry=H: Ry~ Ang

LSQ-8 Ri=Ang . Ry=H

L8SQ-9 R= H: Ry= COCH,CH(CH ;)C,H

OH OH

LSQ-10

EpAngO™”

LSQ-12 R=H
LSQ-13 R=Ac

Quadro 11: Eudesmanolideos isolados de espécies de Pluchea.

Outros sesquiterpenos eudesmaénicos, sem oxidagdo no carbono C-8 (ao
contrario da cuautemona), séo freqlentes em espécies de Pluchea: a
ocorréncia e as estruturas destes encontram-se na Tabela 16 (p. 31) e no

Quadro 12 (p. 32), respectivamente.



Tabela 16: Outros sesquiterpenos eudesmanicos de especies de Fluchea.

ent-SQ-2%.

# Estrutura corrigida para SQE-2"" e configurag&o absc')lﬁia definida como

em



el
|3

"
'

OH 1O ol

SQL-2

Ot Ol

0 ’/ e

SQI-3R= o OH SQI-5 K=o O
COOH COOI
R
R i
SQL-7R= o Ol SO1-9R=ClLL,O11
SQE-8 R=p OH SQL-10R= CHO
1O,
COOH COoll
OHC %y |
SQU-1R= o OH R
1

SQF-12R=p Ol

R,

I8

SQF-15 Ry= H: Ry= O Ry= Ol
SQE-16Ry= OH; Ry= H; R3= OH
SQE-17R = OGlu; Ry= {1, Ry=11

SQE-18

Quadro 12 : Outros sesquiterpenos eudesmanicos isolados de espécies
Pluchea.

A presenca de sesquiterpenos com esqueleto ndo esdesmanico € apenas
esporadica. Na Tabela 17 (p. 33) e no Quadro 13 (p. 34), sao listados os

sesquiterpenos n&o esdesmanicos isolados de espécies do género em estudo.



Tabela 17: Ocorréncia de sesquiterpenos com outros esqueletos em espécies

de Pluchea.

Estrutura




R

SON-1 R=Q
SQN-2 R= 1, OH

SQN_S Al0.14

SQN 6A° OR

SQN-8A 4
SQN-9 4,5¢poxido

0O
o1l

SON-12

QO

COOH
i

SON-14 11(5)

SON-15 AlLE SQN-16

L.

SON-3

011

1
u“l

SQN-10 R=]1; AlLE2
SQON-11 R= Glu

OH

SON-17 R=17
SQN-18 R=A¢

|

Quadro 13: Sesquiterpenos com outros esqueletos isolados de espécies

de Pluchea.



ARILPROPANOIDES E DERIVADOS C¢C; E C¢C;

Arilpropandides simples e derivados dos tipos CsC2 e CeCy, ligndides e
derivados do acido cafeico foram isolados de algumas espécies de Fluchea. A
ocorréncia dessas classes de substancias no género em estudo encontra-se na
Tabela 18 abaixo e Quadros 14, 15 e 16 (pp. 36 e 37).

Tabela 18: Fenilpropanoides e derivados encontrados em espécies de Pluchea.

Estrutura




COOH CO0Me CH,OGlu CH,CH,0GH
f OGlu l @
OMe
H ey FP-2
COOR /D
COOH =
OMc
R OMe
OH
Glu
H H
FP-5 FP-6R= Mc Fp-7R=11
Ep.9R=H Fp-8 R=OM¢

Quadro 14: Arilpropandides e derivados CgCz e CeCy
encontrados em espécies de Pluchea.

)

RO, = COOH OCaf

HOOC ocar

RyO"" OR; o O

OR,

CQ-! Ry=H; Ry=Caf; Ry=Caf. Rs=H

CQ-2 Ry=H: Ry=H; Ry=Caf, Rs=Caf ]\
CQ-3 Ry=H; Ry=Caf; R;=H; Rs=Caf

CQ-4 Ri=H: Ry=H: Ry=H; Ry=Caf

CQ-S R]:H. R:;:C‘(lr; R4:Caf: R5:C'dr
CQ-6 Ry=Caf; Ry=Caf. R,=Caf: R=Cal

OH

/ CQ-7

HO 7

HO

Quadro 15: Acidos cafeioilquinicos encontrados em espécies de
Pluchea.



OMc OMc

CH,OH
OH | o
H Z ~O-——CH
R H(‘)(LH
LG-3 critro /'L
LG-4 idem trco AN
McO \ /]
"T07 LGIR=H N
LG-2R=0Mc¢c J)
GluC H
OMe CH,OH
|
O——CH
' HA‘OH
OMe OMe
rco
MO McO/
HCOH on
critro Héw 0 1.G-5 critro/irco
JszoH M LG-6 idem eritro/eritro
McO )
Ry
CH,OH
HO 0 —CH

LG-7 eritro
L.G-8 idcm trco

LG-Y R]: CHO: P\Qf: H
LG‘ l() R]: CHO. RZ:()MC
H LG-11 R]: CHzOMC R‘)f" H

OMe

Quadro 16: Lignoides encontrados em espécies de Pluchea.



FLAVONOIDES
A presenca de flavonoides, especialmente de flavonois livres, € observada

em espécies de Pluchea. Na Tabela 19, abaixo colocada, e Quadros 17 e 18

(pp. 40 e 41), encontram-se a ocorréncia e as estruturas dos flavondides

isolados de espécies de Pluchea.

Um estudo comparativo entre o0s constituintes quimicos de espécimens de P.
odorata coletados longe da zona urbana (no México)27
)5L52

e proximo a regido
urbana (em EI Salvador evidenciou diferencas na composicdo quimica. O
espécimen de ElI Salvador era constituido principalmente por triterpenos (na
maioria pentaciclicos, livres ou acetilados), fitoster6is e sesquiterpenos
eudesmanicos, juntamente com uma pequena quantidade de flavondis, a
maioria desses, 6-metoxi-flavon6is. O material coletado no Meéxico continha
menores quantidades de triterpenos e, especialmente de flavondides, por outro

lado, continha mais sesquiterpenos; os teores de n-alcanos ndo variaram

significativamente.

Tabela 19: Ocorréncia de flavondides em espécies de Pluchea.




ceti
# ldentificados em mistura. * Estrutura corrigida para eupalitina (FL.-27)".

POLIHIDROXIFENOIS (TANINOS)

Relativa a ocorréncia de polihidroxifendéis em espécies de Pluchea,
encontram-se informacdes apenas sobre P. dioscoridis?. Nessa espécie,
apenas polihidroxifendis condensados foram encontrados com teores
(expressos em acido galotanico) de 10,08% e 9,89%, dosados pelos métodos
de Lowenthal-Procter e de Deijs, respectivamente. Numa fracdo de
polihidroxifendis submetida a purificacdo, foram identificados o0 acido
protocatéquico (PHF-1), d-catequina (PHF-2) e I-epicatequina (PHF-3),
juntamente com uma substancia ndo identificada; no Quadro 19 (p. 41)

encontram-se as estruturas das substancias identificadas.



OR,

R

FL-2 R5s=R=R,=H: R=R=Mc
FL-19 R¢=H: R:=R=R;=R=Mc
FL-20 Rs=R=H: R:=R =R =Mc
FL-27 R:=Rs=R=H: R@=R=Mc

FL-1 Rs=R+~R3=H: R:=Rs=R =Mc
FL-3 Rs=R~Ry=R,=H: Ry=R;=Mc¢
FL-17 Rs=H: R=R=R~R;=R,=Me
FL-23 Rs= R7=R,=H:R;=R;=R;=Me
FL-24 Rs=R3=H:R;=R=R;,=R,=Mc
FL-26 Rs=Ry"=R =H: R:=R=R=Mc

FL-3 R3=Rs=R;=R3=R,=H
FL-6R:=Rs=R;'=R=H: R;=arabinosc
FL-7 Rs=R=R;"=R =H: Ry=rhamnosc
FL-8 Rs=R;=R,=H: Ry;=R;=S0:H
FL-9 Rs=R,=H:R;**Me: R=R~=SO-H
FL-10 Rs=R;=R,=H: Ry=Mc: R=50:H
FL-13 Rs=R~=R;=R,=H: Ry=rutina
FL-14 Rs=R;=R;=R,=H: R;=glicosc
FL.-16 R3=Rs=Rs=R;'=H: Ry=M¢
FL-21 Rs=R;=R =H:R;=R:=Mc¢
FL-22 Rs=H; R;=R+=R;'=R,=Mc

FL-1 lRS::R4':HZ R3:R73803H
FL-12 R&=R~=Ry=H: R3= rutina

Quadro 17: Flavonodides isolados de espécies de Pluchea.




ORy ORg X
‘ RO 0. | _
Y
X OR,
Rs
FL-15R&=R=R,=H. R=Rg=glicosc FL-18 Rs=R¢=R=H: R:=R~=Mc
ORy

o

FL-25R5;R7“R3"* R4‘*H; Rs"‘R(;:Rg—' Mc

OR,

Quadro 18: Outros flavondides de espécies de Pluchea.

OH
|
OH
COOH
OH
H H
PHF-2 R= BOH

PHF-1 PHF-3 R=xOH

Quadro 19: Substancias identificadas apds purificacdo dos
poliidroxifendis de P. dioscoridis.
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OUTRAS SUBSTANCIAS FENOLICAS

Foram soladas, de Pluchea sagittalis, as substancias fendlicas resorcinol
(F-1), pirogalol (F-2) e pirocatequina (F-3)74. O derivado do acido ftalico (F-4)
foi identificado de P. odoratal®. As estruturas dessas substancias encontram-

se no Quadro 20, abaixo.

OH OH OH
MecO COOMe
f \J: OH OH
=
COOMe
OH OH X
Mce
F-1 F-2 F-3 F-d4 J

Quadro 20: Estruturas de substancias fendlicas isoladas de espécies
de Pluchea.

BASES QUATERNARIAS

Da fase solavel em solu¢cdo de &cido cloridrico do extrato etandlico de
Pluchea lanceolata, foram isoladas as substancias colina (BQ-1)3!, na forma
de cloreto, e pluchina, esta Ultima posteriormente identificada como betaina

(BQ.2)3"® As estruturas das substancias encontram-se no Quadro 21 abaixo.

HOCH,CHoN'(CH;); Cl HOOCCH,N'(CHs); Cl

BQ-1 BQ-2

Quadro 21 Bases quaternarias de P. lanceolata

CINZAS
Em geral, plantas de uma mesma familia tendem a apresentar capacidades

semelhantes de absorcdo de silica. Algumas espécies de Asteraceae
estudadas apresentaram teores baixos em silica, mas muitas vezes, um alto
teor em outros minerais. Fatores como local de cultivo préximo a agua salgada

elevam o teor de cloreto de sodio. Ensaios com as folhas de Pluchea



purpugascens evidenciaram um teor de cinzas de 18,24%, considerado alto, e
um teor em silica de 0,41%°°.

Estudos com Pluchea dioscoridis2 evidenciaram um elevado teor em cinzas
(14,286%) nas folhas e ramos floridos. Os resultados das analises quimicas
das cinzas revelou 32,410% de substancias sollveis indeterminadas, 18,810%
de silica, 2,240 % de ferro, 3,915% de aluminio, 18,880% de célcio, 4,360% de
magnésio, 0,164% de manganés, 6,950% de potassio, 16,590% de sodio e

1,681% de substancias sollveis indeterminadas e perdas.

RESUMO DO LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO DO GENERO PLUCHEA

Apresentam-se na Tabela 20 (p. 44), as espécies de Pluchea estudadas do
ponto de vista fitoquimico, local de coleta e/ou de ocorréncia das espécies e as
classes dos metabdlitos especiais isoladas, cujas siglas encontram-se no
rodapé da tabela. A Tabela 21 (p. 45) resume o0 numero de espécies de
Pluchea em que ha a ocorréncia de cada classe de metabdlitos especiais.

A ocorréncia de sesquiterpenos eudesmanicos derivados da cuatemona
€ a caracteristica mais marcante no género Pluchea, uma vez que das 19
espécies estudadas, ha relatos da ocorréncia dessa classes de substancias em
14 espécies. Nesse levantamento, excluiram-se o0s resultados encontrados no
estudo de P. quitoc, de onde foram obtidos varios derivados da cuautemona,
como sera apresentado nos dois préximos capitulos. N&o héa registros de
isolamento desse tipo de sesquiterpenos da espécie P. lanceolata (como citado
anteriormente é Bertholethia Ianceolatal), 0 que vem corroborar com a
proposta de Anderberg de dividir o género devido a sua heterogeneidade. Os
estudos com P. caspia parecem se encontrar em um estagio inicial para que se
possa afirmar que ndo ha cuautemona ou derivados nessa espécie; aliado a
essa justificativa, de acordo com Anderberg, P. caspia é Karelinia caspia, um
género provavelmente do mesmo subgrupo da Pluchea, o que justificaria a
presenca daquelas substancias. P. sagittalis as vezes sinonimia de P. quitoc1
(no entanto, as espécies foram reconhecidas como distintasl), 0 que torna

dificil justificar a auséncia da cuautemona ou derivados, as substancias obtidas
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de P. sagittalis foram isoladas de extratos bem polares e, talvez, os
sesquiterpenos eudesmanicos ndo tenham sido detectados nos extratos
estudados. Pluchea sericea por outro lado, também ndo apresenta as
substancias caracteristicas de Pluchea.

Os derivados poliacetilénicos sdo comuns em espécies da familia
Asteraceae’’. No género Pluchea, sdo encontrados derivados
tiofenacetilénicos, no entanto, como pode ser observado na Tabela 21 (p. 46),
essa classe de substancias foi identificada em sete das 19 espécies estudadas.

Os flavonoides também ocorrem em sete espécies das 19 estudadas, o que
evidencia uma ocorréncia ndo geral dessa classe de substancias no género em
gquestéo.

Foi observado por Bohlmann e Zdero’®, gue a quimica desse grupo €
apenas parcialmente uniforme: as espécies de Pluchea encontradas na
América Central e América do Sul sdo caracterizadas pela ocorréncia de
derivados da cuautemona, o mesmo sendo observado para espécies dos
géneros Epaltes, Blumea e Tessaria dessas regifes; por outro lado, muitas
espécies encontradas em outras partes da Terra contém outros constituintes,
como os derivados do timol que sdo encontrados distribuidos por toda subtribo.

7

"Uma visdo geral da quimica desse grupo é dutil para a taxonomia desse dificil
grupo78".

O levantamento dos metabdlitos especiais aqui apresentado estd em
concordancia com o que foi observado por Bohlmann e Zdero’® no que se
refere especificamente ao género Pluchea, uma vez que a ocorréncia dos
derivados da cuautemona pode ser considerada como a caracteristica mais
geral do mesmo.

A auséncia de uma classe de substancia em determinada espécie ndo €
definitiva. Estudos com P. odorata de espécimens coletados em diferentes
regibes evidenciaram variacdes nas composicdes dos extratos, como
anteriormente relatado (p. 38). Os resultados obtidos numa investigacdo
fitoquimica também dependem das técnicas de isolamento e de purificagdo
utilizadas, cujo continuo aperfeicoamento tém levado ao isolamento de

substancias ndo obtidas de estudos anteriormente realizados.
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Tabela 20: Classes de metabolitos especiais isoladas de espécies de Pluchea.

Local de coleta Classes de substancias

SG: substancias graxas; ES: esterdides; TT: triterpenos; SQE*: sesquiterpenos
eudesmanicos derivados da cuautemona, SQE: outros sesquiterpenos
eudesmanicos;, FP: Arilpropandides (juntamente com substancias CeC» e
CeCq); MT: monoterpenos; SQN: sesquiterpenos nao-eudesmanicos, FL:
flavonodides; Tf: tiofenos; LSE: lactonas sesquiterpénicas com esqueleto
eudesmanico; PHF: poliidroxifendis (taninos); LG ligndides, FS: fendis
simples; CQ: acidos cafeoilquinicos. Incluem-se aqui os derivados de cada uma
das classes de substancias. # Local de coleta omitido. *Espécie n&o citada no
estudo da taxonomia da tribo Plucheeae desenvolvido por Anderberg’.
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Tabela 21: Ocorréncia de metabolitos especiais em espécies de Pluchea.

Classes de metabdlitos especiais N°de

Ocorréncias

# Substancias inorganicas
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 SECAGEM E EXTRAGAO DO MATERIAL BOTANICO

O material botanico foi seco ao ar livre e separado em folhas, caule e raiz,
sendo entdo, moido em moinho de facas.

Cada parte da planta seca e moida (570,0 g de folhas, 1390,0 g de caule, e
140 g de raizes) foi extraida a frio exaustiva e sucessivamente com hexano e
etanol. As solugBes obtidas foram concentrados em evaporador rotativo a
vacuo.

Verificou-se, através de cromatografia em camada delgada (CCDC), que os
extratos hexanicos e etanolicos das folhas e caule eram semelhantes e foram,
por isso, reunidos, resultando nos extratos (hexanico e etanodlico) das partes
aéreas. Os extratos das raizes foram mantidos a parte daqueles das partes
aéreas, ainda que a maioria das substancias eram comuns a ambos. Durante a
concentragdo dos extratos etandlicos das partes aéreas (principalmente) e
raizes, houve precipitacdo de material cristalino, codificado como SI1. Nos

Fluxogramas 1 e 2 (p. 55), resumem-se o0s procedimentos usados na obtencéo

dos extratos das partes aéreas e das raizes.

PARTES AEREAS
SECAS E MOIDASY

(1060.0 g)

1. Extra¢do "a frio com hexano
2. Concentragdo

EXTRATO HEXANICO ‘ RESIDUO i
(41.6 g)

1. Extragdo "a frio com ctanol
2. Concentragio

1. Precipitagiio

EXTRATO ETANOLIC [ RES;'D“UHM)
&7.7g) T

Fluxograma 1: Resumo das extracfes das partes aéreas de P. quitoc



S
A

RAIZES
SECAS E MOIDAS

(1400 g)

1. Extragio a frio com hexano
2. Concentragio

EXTRATO HEXANICO ——
RESIDUO
0.4 g) L

1. Extragio a frio com etanol
2. Concentragdo

{ EXTRATO ETANOLICO} | RESIDUO j

(103 g)

1. Precipitagiio

Fluxograma 2: Obtengé&o dos extratos das raizes de P. quitoc.

5.2 PARTICAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS

Partes dos extratos etandlicos das partes aéreas (50,0 g) e das raizes (10,0
g) foram dissolvidos em uma mistura de metanol-agua 6:4 e submetidos a
particdo sucessiva com hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol,

conforme Fluxogramas 3 e 4 (pp. 56 e 57).
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EXTRATO ETANOLICO
DAS PARTES AEREAS

(50.0 g)

1. Dissolugdo em McOHH,0 6:4
2. Extracdo com Hexano
3. Concentragio

FA(S(FsHI;:XANlCA [ FASE HIDROALCOOLICA ]
Se

1. Extragio comCHCl3
2. Concentragio

FASE CLOROFORMICA [ FASE HIDROALCOOLICA ]

(17.0 g) N B
1. Extragdo com AcOFEt

2. Concentragio

[ FASE HIDROALCOOLICA ]

FASE ACETATO
DE ETILA 1. Extragio com n-BuOH
5.3 2. Concentracio
FASE FASE AQUOSA
n-BUTANOLICA (desprezada) }
(17.1 g)

Fluxograma 3: Particdo do extrato etandlico das partes aéreas de P. quitoc.



EXTRATO ETANOLICO
DAS RAIZES
(10. 0 g)

1. Dissolucdo cm McOH-H,O 6:4

2. Exiracio com hexano
3. Concentracio

FASE HEXANICA

LFASE HIDROALCOOLICA ]

0.2g)
1. Extracio comCHCl,
2. Concentracio
FASE CLOROFORMICA [ FASE HIDROALCOOLICA j
1.0
( &) 1. Extracdo com AcOEt
2. Concentracio
L FASE HIDROALCOOLICA }
FASE ACETATO
DE ETILA 1. Extragdo com n-BuOH
(12 g 2. Concentragio
FASE FASE AQUOSA
n-BUTANOLICA (desprezada)
49g)

Fluxograma 4: Particio do extrato etandlico das raizes de P. quitoc.

As massas dos extratos e fases obtidas durante a particdo encontram-se

resumidas na Tabela 22.



Tabela 22. Massas (g) dos extratos e fases obtidas durante a extracéo e

particdo do material botanico.

Raizes

1‘:40 g secas e rho_idé,s)
Extrato hexanico: 0.4 g
Extrato etﬁ-gmc_’)lico‘:’ 10,39
-Massa para partigao10,0 g
- Fasg_a}héxéni‘,_ca: 02g
- Fase cloroférmica: 1.0 g
-Fase de AcOEt 129
- 'Fa‘Sé.n’_ibutaﬁi’)ﬁca: 49¢
- S6lido precipitado (SI1): 0,1 @

t Fasé- aquosa: desprezada
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5.3 FRACIONAMENTOS CROMATOGRAFICOS DO EXTRATO E FASES
DAS PARTES AEREAS DE PLUCHEA QUITOC

Parte do extrato hexanico das partes aéreas de P. quitoc (20,0 g) foi
fracionada através de cromatografia em coluna em gel de silica (70-2:30 mesh,
numa proporcdo 1:20 de material/silica, como nos demais fracionamentos),
utilizando-se misturas binarias como solventes de eluicdo. O extrato foi
introduzido na coluna na forma de pastilha em silica numa propor¢cdo de 1:1,5.
Foram obtidas 272 fragcbes de 200 mL que foram reunidas mediante
monitoramento por CCDC, obtendo-se 19 grupos de fracdes, designados pela
sigla HA (de extrato hexanico das partes aéreas).

A fase cloroférmica do extrato etandlico das partes aéreas (17,0 g) foi
fracionada utilizando-se técnica semelhante a anterior. Foram coletadas 346
fragOes, posteriormente reunidas em 14 grupos de fracdes (grupos CA).

A fase acetato de etila do extrato etandlico das partes aéreas (5,3 g) foi
fracionada do mesmo modo tendo sido obtidas 297 fracdes, reunidas em 10
grupos de fragdes (grupos AEA).

Encontram-se na Tabela 23 (p. 60), os solventes de eluicdo utilizados em
cada fracionamento.

Os grupos de fracBes resultantes do fracionamento cromatogréfico de cada
extrato ou fases das partes aéreas de P. quitoc, juntamente com suas massas,
encontram-se resumidas nas Tabelas 24, 25 e 26 (pp. 61 e 62).

A unidade de massa que passa a ser utilizada nas tabelas e fluxogramas é o
miligrama, visto que muitas substancias foram obtidas em pequenas

quantidades.



($14]

Tabela 23: Solventes de eluigdo utilizados no fracionamento do extrato

hexanico e fases cloroférmica e acetato de etila do extrato etandlico das partes

aéreas de P. quitoc.

Fase cloroférmica

Fragoes Solvente
(concentracao)
1-44 Hx-CHCl3
(90:10)
45-67 Hx-CHCls
(75:25)
68-116 Hx-CHCl3
(50:50)
117-146 Hx-CHCl3
(25:75)
147-170 CHCl3
171-220 CHCIs-AcOEt
(75:25)
221-252 CHCIs-AcOEt
(50:50)
253-271 CHCIis-AcOEt
(25.75)
272-316 AcOEt
317-326 AcOEt-MeOH
(75:25)
327-336 AcOEt-MeOH

(50:50)
337-346 MeOH
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Tabela 24: Grupos das fragGes resultantes do fracionamento cromatogréfico do
extrato hexanico (20,0 g) das partes aéreas de P. quitoc.

Massas (mg)

10
624
244
145
1688
2257
313
357
618
148
993
363
2261
410
2470
707
359
2975
1098

Tabela 25: Grupos de fragdes resultantes do fracionamento cromatografico da

fase cloroformica do extrato etandlico (17,0 g) das partes aéreas de F. quitoc.

Massas (mg)




Tabela 26: Grupos de fracdes resultantes do fracionamento cromatografico da

fase acetato de etila do extrato etandlico (5,3 g) das partes aéreas de P. quitoc.

5.4 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DAS
PARTES AEREAS DE PLUCHEA QUITOC

Sdo descritos a seguir, com auxilio de fluxogramas quando necessario, 0s
procedimentos usados no isolamento e purificacdo das substancias
identificadas das partes aéreas de Pluchea quitoc. Nos fracionamentos
cromatograficos em coluna (CC) utilizando-se silica como fase estacionaria, a
granulometria desta foi de 70-230 mesh em todos os casos, a ndo ser quando
especificado outro tipo. As fragcbes obtidas foram reunidas mediante
monitoramento por CCDC.

As siglas usadas para identificar as substancias isoladas sdo relativas as
classes a que pertencem: HC para hidrocarbonetos, EG para ésteres graxos,
TT para triterpenos, SQ para sesquiterpenos, ES para esterdides, LG para

lignanas, CQ para derivados do acido cafeoilquinico.



A) FRACIONAMENTO DOS GRUPOS DE FRACOES DO EXTRATO
HEXANICO DAS PARTES AEREAS DE PLUCHEA QUITOC (FRACOES HA)

A fracdo HA-2 foi analisada através de RMN e CG/EM, o que resultou na
identificacdo de uma série homdloga de hidrocarbonetos (HC).

Concluiu-se, através de andlise espectral da fracdo HA-5 (RMN H e V),
que se tratava de éster graxo (EG), ou uma mistura destes, como constituinte
principal.

A fracdo HA-9 (618 mg) era constituida basicamente de material solido de
facil purificacdo; foi recristalizada em mistura de hexano-AcOEt, obtendo-se um
sOlido cristalino (374 mg) que apresentava-se como uma Unica mancha na
CCDC; mediante andlise dos dados de RMN 'H, concluiu-se que se tratava de
uma mistura de trés substancias (TT1, TT2 e TT3). A fracdo HA-8 mostrava-se
como uma mistura de substancias, dentre elas, identificou-se a substancia TT1,
através dos dados de RMN 1H.

A fragdo HA-6 foi submetida a fracionamento de acordo com o Fluxograma 5
(p. 64), resultando na identificacdo das substancias TT4-TT9 e TT10-TT12 As
fracbes f. 36-37 e 46-47 de C1HA-6 (ou seja, as fracbes 36-37 e 46-47 da
coluna 1 resultantes do fracionamento da fracdo HA-6 do extrato hexanico das
partes aéreas) mostravam, cada uma, uma Unica mancha na CCDC, enquanto
que a fracdo f. 38-44 apresentava-se como uma mistura dessas substancias.
Parte da fracdo f.38-44C1HA-6 foi submetida a reacdo de hidrdlise, (a
metodologia empregada encontra-se na p. 85) e levou a identificacdo dos
constituintes das misturas TT4-TT6 e TT7-TT9. ApoOs a identificacdo dessas
substancias, foi verificado, mediante analise espectral (RMN), que TT7 e TT8
estavam também presentes na fracdo HA-5.

Mediante analises dos dados de RMN e 1V, foram identificadas da fracao
HA-4, as substancias codificadas como TT13 (sub-fracdo 9) e a mistura ES5-
ES6 (sub-fracdo 26), esta ultima foi submetida a reacdo de hidrolise, sendo

obtidos os derivados em mistura ES-5-ES6 hid.
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HA-6
(2257 mg)

C1HA-6
f. 36-37 { 38- f. 46-47 £ 36-60 )
(20 mg) 977 mg) (75 mg) (20 mg)
TT7+T F8+TT9 TT4+TTS5+TT6 TTI10+TT11+TTI12
T -hidrolise

CIH A-6: CC com Hexano-AcOEt (99,5:0.5 e 99:1), obtendo-se 94 fragGes de 200 mL.

Fluxograma 5: Fracionamento de HA-6.

A presenca da mistura TT4+TT5+TT6 na fracdo HA-7 também foi
evidenciada através de CCDC e dos dados de RMN 1H.

A fragcdo HA-11, constituida de material sélido, foi lavada com uma mistura
de hexano-acetato de etila 95:5, obtendo-se um soélido branco (229 mg) que
apresentava uma Unica mancha na CCDC, mas através de analise espectral
(RMN 'H) constatou-se a presenca de duas substancias, codificadas como ES1
e ES2. Foi verificado, através de CCDC e dos dados de RMN 1H, que a fracao
HA-10 continha as substancias encontradas nas fracbes HA-9 e HA-11.

A fracdo HA-13 (2260 mg) foi dividida em trés partes, das quais duas (500 e
1600 mg) foram fracionadas, de acordo com os Fluxogramas 6 (p. 65) e 7 (p.
67). Através desse procedimento, buscava-se um método eficaz de separacao
das substancias, visto que a partir desta fracdo (HA-13), a quantidade de
pigmento era grande, o que dificultava a visualizagcdo das manchas na CCDC e
a purificacdo das substancias. O fracionamento de HA-13 levou ao isolamento
de quatro substancias, SQ1, SQ2, SQ3 e SQ4, sendo que a primeira

encontrava-se em maior quantidade em relagdo as demais.



HA-13

(500 mg)

CIHA-13

{43

(299 mg

C2HA-13

f.21-40
(169 mg)

C3HA-13

f. 65-73

(10 mg)
SQ2

C1HA-13: CC com hexano-cloroformio (1:1: 4:6: 3:7). cloroformio ¢ acetona, obtecndo-

-se 43 fragdes de 100 mL.

C2HA-13: CC com hexano-cloroformio (4:6) ¢ hexano-cloroformio -acctona (4:6:1).
obtendo-se 43 fragdes de 100 mL.
C3HA-13: CC com hexano-acetona (98:2: 97:3: 96:4; 95:5; 94:6:  93:7; 10:90).

obtendo-se 160 fracdes de 10 mL.

Fluxograma 6: Fracionamento de parte (500 mg) de HA-13.
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HA-13
(16600 wmyg)

CI'HA-13

£ 68-76 -

. 58-67 [ 85-87 {. BR-89
(43 wg) (1320 myg) (4 ag) (04 wg)}
SQI impur SQ1 + outra - SQ2

f. 68-76
(550 mg)

CTHA-13
C3'HA-13

S04
(5 mg)

RC: Recristalizagdo em hexano-AcOEt.

CI'HA-13: CC com hexano-cloroformio (1:1j e hexang-clorofdrmig-acetona (16:10:2). abiendo
-s¢ 108 fragdes de 200

C2'HA-13: CC com hexano-acetona (99:1 e 98.5:1.5), obtendo-s¢ 180 fragdes dc 10 mil..

C3'HA-13; CC com hexano-diclorometana-metanol (10 10:0,13). abtendo-se  #i fragdes de
10 mL

Fluxograma 7: Fracionamento de parte (1600 mg) de HA-13.

Verificou-se através de CCDC que a fragdo HA-12 continha as substancias
das fracdes HA-11 e HA-13.

A fracdo HA-14 foi fracionada de acordo com o Fluxograma 8 (p. 67),
obtendo-se quantidade adicional de SQ1 e a substancia SQ5.

6O
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HA-14
(410 mg)

ClHA-14
f 41-83 -
(74 mg) f. 84-107 f. 107-108
o) / (40 mg) (116 mg)

- C2HA-14
-RC

SQI+SQ2

C1HA-14: CC com hexano-cloroformio (1:1 e 2:8), cloroformio ¢ acetona. obtendo-se
109 fragdes de 75 ml..

C2HA-14: CC com hcxano-acctona (98.5:1.5; 98:2 ¢ 97.5:2.5). foram  colctadas
81 fragdes de 10 mL.
RC: -Recristalizagdo em hexano-AcOEt.

Fluxograma 8. Fracionamento de HA-14.

A fracdo HA-15 (2470 mg) foi fracionada conforme Fluxograma 9 abaixo,
obtendo-se trés fragdes principais que foram submetidas a novos processos de
separacéo. Em virtude do numero elevado de etapas utilizadas na purificagao
das substancias, o procedimento adotado com cada fragcdo obtida no
Fluxograma 9 é mostrado separadamente nos Fluxogramas 10-12 (pp. 68-70).

HA-15

(2470 mg)

CIHA-15

{817 f. 18-34 f. 44-58
(1030 mg) (950 mg} | (180 mg)

C1HA-15: CC com hexano-acetona (95:5; 90:10).acetona
¢ metanol, obtendo-sc 60 fragées de 100 mL.

Fluxograma 9: Fracionamento de HA-13.
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O fracionamento da fracdo 8-17C1HA-15 (Fluxograma 10, abaixo) resultou
no isolamento de quantidade adicional de SQ5, além das substancias SQ6,
SQ7 e SQ10, juntamente com misturas de SQ7, SQ8 e SQY e outra mistura de
SQ8 e SQ9. Da fracdo 18-34C1HA-15, foram obtidas as substancias SQ12,
SQ13 e SQ14, além de SQ8 (Fluxograma 11). A separacéo de SQ8 e de SQ9
foi conseguida de acordo com os processos de separagdo esquematizados no

Fluxograma 12 (p. 70).

{ 8-17CIHA-15
(1030 mg)

C2HA-15
f 10-12 f. 13 f 14
(400 mg) (300 mg) (230 mg)
7] CO6HA-15
C3HA-15 C5HA-15

C4HA-15

f. 106-148
(75 my)
SQ8+5QY
C7HA-15

f. 61-80

£ 61-80
-RC f 1 {24 (40 mg)
(75 mg)

(155 mg)

f.(28-32 f. 43-60
(6 mg) (17 mg) SQ7 SQ7+5Q8+5Q9
SQs5
SQ6

(5 mg)
SQ10

RC: Recristalizagdo cm hexano-AcOEt.
C2HA-15: CC com hexano-acectona (98:2) ¢ acetona, obtendo-sc 14 fragdes de
200 mL.

C3HA-15: CC com hexano-acetona (98:2), obtendo-sc 47 fracoes de 75 mL.

C4HA-15: CC com hexano-acetona (98.5:1.5), obtendo-sc 61 fragdes de 10 mL.

C5HA-15: CCcom hexano-acetona (97:3 ¢ 90:10). obtendo-se 4 fragdes de 200 ml.

C6HA-15: CC com hexano-acctona (95.5:4,5. 95:5; 94:6; 92:8 ¢ 80:20). obtendo-sc 18
fragdes de 10 mL.

C7HA-15: CC com hexano-diclorometano-metanol (10:10:0.15; 10:10:0.2 ¢ 10:10:0.3)
¢ acetona, obtendo-sc 101 fragdes de 10 mL.

Fluxograma 10: Fracionamento da fragdo 8-17 C1HA-15.



f. 18-34C1HA-15

(950 mg)
C8HA-15
1 ST
f.5-8 £ 15-18 f.19-21 32022 !
(35 mg) (121 mg) (73 mg) fA _mg,)
o o — CI4HA-15
CI12HA-15 ————1
CIOHA-15 N
C11HA-15 - ; S‘lll . 32-55 . 61-104
- . 95-
?2%4;;) @3 mg) (45 mg) (192 mg)
: SR SO8
f. 86-90 T SQ},
¢ me) CI3HA-15 SQ12 | CISHA-I3
mg 1 .
- [ 28-31 f33-43
SQ (5 me) (7 mg)
SQI13 SQ14

C8HA-15: CC com hexano-acctona (97:3; 95.5:4.5; 96:6 ¢ 98:2), obtendo-sc
67 fragoes de 100 mL..

C10HA-15: CC com hexano - acetona (98:2: 97:3; 96:4. 95:5; 94:6¢ 98:2).

obtendo-se 155 fragoes de 10 mL.
Cl1HA-15: CC com hexano - diclorometano - metanol, obtendo-se 100
fragdes de 10 mL.

C12HA-15: CC com hexano-diclorometano-mctanol (10:10:0.3 ¢ 10:10:0.35).

obtcndo-sc 135 fragdes de 10 mL.

C13HA-15: CC com hexano-diclorometano- metanol (10:10:0.3 ¢ 10:10:0.4),
obtendo-se 40 fragdes de 10 mL.

CI14HA-15: CC com hexano-diclorometano- metanol (10:10:0,15 ¢ 10:10:0.2
10:10:0,25 ¢ 10:10:0,3), obtendo-sc 254 {ragdesde 10 mL.

CI5HA-15: CC com hexano-diclorometano- metanol (10:10:0.15¢ 10:10:0.2
10:10:0,25 ¢ 10:10:0.3). obtendo-sc 151 fragdes de 10 ml..

Fluxograma 11: Fracionamento da fragdo 18-34C1HA-15.
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f. 44-58C1HA-13

(180 mg)
CI16HA-15
£94-111 1 129-149
(39 mg) (42 mg)
CI17HA-I15 -C18HA-15
-RC
£.52-59 3265

(18 mg) (25 mg)

SQ8 SQY

CI6HA-15: CC com hexano-acetona (97:3: 96:4; 93:5: 96:4: 1:1) ¢
acctona. foram coletadas 187 fragdes de 10 mL.

CI17THA-15: CC com hexano - acetona (94:6). foram coletadas 80
[ragdes de 10 mL.

CI8HA-15: CC com hexano - acetona (94:6). foram colctadas 68
fragdes de 10 mL.

RC: Recristalizagdo em hexano -AcOEL

Fluxograma 12: Fracionamento da fragdo 44-88C 1HA-15.

A fracdo HA-16 foi fracionada de acordo com o Fluxograma 13 (p. 71). A
coluna C1HA-16 foi uma tentativa de se separar o pigmento, o que foi
parcialmente conseguido. Nesse fracionamento, foi isolada quantidade
adicional da mistura SQ8 e SQ9 e a substancia SQ15.

A fracdo HA-17 era constituida da mistura das substancias SQ8 e SQ9, o

que foi evidenciado mediante analise por CCDC.



HA-I6
(707 mg)

CIHA-16
178
(375 mg)
‘ C2HA-17
f.50-87 f. 88-110
(129 mg) (123 mg)
SQ8+SQY o B
] RC
sQIs |
(20 mg)

C1HA-16: CC com hexano-diclorometano (90:10; 80:20; 70:30:  60:40; 1:1
40:60 ¢ 30:70), dicloromctano ¢ acetona,obtendo-se 16 {ragbes
de 100 mL.
C2HA-16° CC com hexano - acetona (98:2: 97:3 e 90:10). obtcndo-sc 111
fragdes de 10 mL.
RC: Recristalizagio cm hexano-AcOEt.

Fluxograma 13: Fracionamento de HA-16.

Parte da fracdo HA-18 foi filtrada em silica para coluna (35-70 mesh) e
carvao ativo, de acordo com o Fluxograma 14 (p. 72), o que levou a obtencao
de quantidade adicional da mistura SQ8-SQ9, juntamente com as substancias
SQ16 e SQ17. Devido aos baixos rendimentos obtidos, concluiu-se que parte

do material ficou retido no carvao ativo, nas condi¢gdes adotadas.



HA-18
(1000 mg)

CIHAIS
f.3-4 £ 10-13 f 14-16
(170 mg) (140 mg) (18 mg)
T rastro
C3HA-18 T
C2HAIS '
f 49-50
f.82-109 || £ 110 (4 mg)
(B0mg) || (37 mg) SQl6
SQ8+SQY | L —
PriHA-18
(1A
(4 mg)
SQ17

C1HA-18: Filtragdo em silica para CC (35 - 70 mesh) ¢ carviio ativo. em
ampola de decantacido, com cluicdo com hexano - acetona (70:30).
acetona ¢ metanol, obtendo-se 16 fragdes de 200 mL.

C2HA-18: CC com hexano-acetona (90:10) e acetona. obtcndo-se 55 fracoes
de 10 mL.

C3HA-18: CC com hexano - diclorometano - metanol  (10:10:0.4 ¢ 10:10:0.9 ¢
10:10:1), obtendo-se 123 fragdes de 10 mi..

PriHA-18: CCDP em silica PF-254, cluida com hexano-acctona 7:3, obtendo-
-sc 1 fragdo.

Fluxograma 14: Fracionamento de HA-18.

A fragdo HA-19 ndo foi fracionada por mostrar-se um rastro mal definido na

CCDC. As substancias mais polares foram obtidas do extrato etandlico (fases
cloroformica e acetato de etila).
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B) FRACIONAMENTO DOS GRUPOS DE FRACOES DA FASE
CLOROFORMICA DO EXTRATO ETANOLICO DAS PARTES AEREAS DE
PLUCHEA QUITOC (FRACOES CA)

As fracbes CA-1 a CA-5 eram semelhantes a algumas fracdes do extrato
hexanico. A identificacdo foi feita através de CCDC. Da fracdo CA-2, foram
identificadas as substéncias TT1-TT3. A fracdo CA-3 era constituida das
substancias ES1 e ES2. As substancias SQ1, SQ2 e SQ7 foram identificadas
em CA-4, enquanto que SQ8 e SQ9, em CA-5.

O fracionamento de CA-6 encontra-se abaixo (Fluxograma 15) e levou ao
isolamento da substancia LG1. A fragdo CA-7 foi fracionada de acordo com o
Fluxograma 16 (p. 74), de onde foram obtidas as substéncias SQ18 e SQ19. A
substancia SQ20 foi isolada da fragdo CA-8, como mostrado no Fluxograma 17
(p. 74). A fracdo CA-9 mostrava-se semelhante, na CCDC, as fracdes CA-8 e
CA-10.

CA-6
(287 mg)

CICA-6

f 126-185
(52 mg)
l C2CA-6

f.57-77
(3 mg)
LG1

C1CA-6: CC com hexano - AcOEt (8:2; 7,5:2,5: 7:3; 6,5:3.5 e 1:1)
e AcOEt, obtendo-se 204 fragdes de 20 roL.

C2CA-6: CC com hexano - AcOEt (7.75:2,25; 7,5:2,5 e 6,5:3.5),
obtendo-se 67 fracbes de 10 mL.

Fluxograma 15: Fracionamento de CA-6.
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CA-7
{634 mg)
CICA-7
o6 £ 10
(42 mg) (10 mg)
C2CA-7 C3CA-7
f.27-31
(5 mg)
SQ19

C1CA-7: CC com hexano-AcOEt (8,5:1.5: 8:2: 7.5:2,5; 7:3: 6.5:3.5: 1. I)
e AcOEt, foram obtidas 34 fracdes de 100 mL.

C2CA-7: CC com hexano-AcOEt (8:2; 7,75:2,25: 7,5:2,5: 7:3),
foram obtidas 86 fracBes de 10 mL.

C3CA-7: CC com hexano-diclorometano-metanol (10:10:0,2 e 10:
10:0.4), foram obtidas 37 fragdes de 5 mL.

Fluxograma 16: Fracionamento de CA-7.

CA-8
(256 mg)

CICA-8

f 53-54
(7 mg)

CICA-8: CC com hexano - AcOEt (75:25; 70:30: 65:35: 60:40)
e AcOEt, foram obtidas 38 fracdes de 100 mL.

Fluxograma 17: Fracionamento de CA-8.

As fracbes CA-10 e CA-11 eram constituidas, em grande parte, de
substancias solidas. Na fracdo CA-10 era evidente, através da CCDC, a
presenca de mistura de substancias, cujo fracionamento encontra-se no
Fluxograma 18 (p. 75) e levou ao isolamento de SQ21. Por outro lado, a fracédo
CA-11 aparecia apenas como uma mancha principal na CCDC, entretanto os
dados espectrais, mais especificamente os de RMN, indicaram a presenca de
mistura de duas substancias (ES3 e ES4), o que justificou a tentativa de

separagdo através da CC. A mistura ES3 e ES4 foi submetida a reacdo de
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acetilacdo, obtendo-se ES3-ES4-Ac; no entanto, a separagdo desses

derivados através de CC, cujo método de reagéo encontra-se na p. 89, ndo foi

conseguida (Fluxograma 19, p. 75).

CA-10
(611 mg)

CICA-10

£ 111-132
(167 mg)

C2CA-10

f . 9-1!1
(19 mg)
SQ-21

C1CA-10: CC com hexano - diclorometano - metanol (10:10:0.1; 10:10:0.2:
10:10:0.4 ¢ 10:10:0.6). AcOEt-diclorometano~-mctanol (10:10:0.0).
AcOEt-metanol (20:0,6); AcOEt ¢ McOH, foram colctadas 221
{ragocs de 10 mL.

C2CA-10: CC com hexano - acetona (8.5:1,5;8:2:7,52.5:6,53.5c1:1) ¢
acctona, foram coletadas 43 fragdes de 10 mlL.

Fluxograma 18: Fracionamento de CA-10.

CA-11
(976 mg)

| CICA-11
RC

f. 5577
(250 mg)

ES3+ES4

Acctilagio ¢ C2CA-11

ES3-ES4-
-Ac

C1CA-11: CC com hexano -AcOEtL (7:3; 6:4: 4:6; 2:8), AcOEt-acctona (1:1) ¢ acclona.
foram coletadas 131 fragdes de 125 ml..

RC: Recristalizagdo cm hexano - AcOEL

C2CA-11: CC de ES3+ ES4 acetilados (27 mg), cluida com hexano-diclorometano-metanol
(10:10:0.15: 10:10:0.2 ¢ 10:10:0,25), foram obtidas 49 fracdcs de 10 mL..

Fluxograma 19: Fracionamento de CA-11.
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A fragdo CA-12 era constituida das substancias ES3 e ES4, juntamente com
outras mais polares, cujo isolamento ndo foi possivel por CC. O fracionamento
da fracdo CA-13, também através de CC, levou ao isolamento de quantidade
adicional de ES3 e ES4; as substéncias mais polares ndo foram separadas. A
fracdo CA-14 ndo foi fracionada por mostrar-se apenas como um rastro na

CCDC.

C) FRACIONAMENTO DOS GRUPOS DE FRACOES DA FASE ACETATO
DE ETILA DO EXTRATO ETANOLICO DAS PARTES AEREAS DE
PLUCHEA QUITOC (FRACOES AEA)

As fragcbes AEA-1 e AEA-2 eram constituidas de misturas de um grande
numero de substancias e ndo foram fracionadas. O fracionamento em CC em
gel de silica das fracdes AEA-3, AEA-4 e AEA-5 nado levou ao isolamento de
substancias. Através de andlise dos espectros de RMN 'H das fracdes AEA-6 a
AEA-9, verificou-se que essas fracbes tratavam-se de derivados do acido
cafeoilquinico, cuja purificacdo envolveu vérias etapas, como esta evidenciado
nos Fluxogramas 20, 21 e 22 (pp. 77-79), relativos aos fracionamentos
cromatograficos das fracbes AEA-6, AEA-7 e AEA-9, respectivamente e que
levou ao isolamento das substancias CQl e CQ2, assim como na obtencdo de
misturas de CQ2, CQ3 e CQ4. A reacdo de metilacdo e acetilagcdo da mistura
CQ2-CQ4, cujos métodos encontram-se nas pp. 89-90, foi conduzida visando a
comparacdo dos dados espectrais dos derivados obtidos (CQ2-CQ4met e
CQ2-CQ4Ac).



 AEA6
(857 mg)

CIAEA-6

[ 64-75 £ 76-90 f.91-127 [ 128-19 £ 191201 [ 202-21¢
(155 mg} (151 mg)* (109 mg) (74 mg)# (43 mg)# (140 mg)

. |Pr1AEA-6

C2AEA-6 C3AEA-6 C4AEA-6 COAEA-6

C5AEA-6
£1
£ g3-10q(F 102-114[ £ 115 (38 mg

(7mg) || (35 mg) (15 mg)

CQ B

= - 'T-Z I[ 3-5 'f_G [m
(6 mg) |21 mellc1 ) me)
C2.1AEA-6 (21 mg}|(1 mg)| (2 mg)

s L
r21-61]|r 6282 | |74 ]
(100 mgh|(21 mg) | | U1 mg [2-3
s CQ ||coi+cQ?|CQ (80 mg
f1-3 f 4 .- L ) o
(l9mN 9mll(2mg —
Lg ( b C’; 1AEA- -'rlCClilﬂgﬁO SRR C6.1AEA-( f 4-6
o f.21-61 (1 mg
acctilada _
|

= {46 | |71

: [ 2-3 C 5lm

[(7 mg)] {(24 mg © mg) (_‘_ §

*_# fragOes iguais

C1AEA-6: CC com diclorometano-AcOEt (8:2: 7.5:2.5; 6:4; 5,5:4.5; 1:1; 2:8). AcOEt: AcOEt-mictanol
(7.5:2.5: 1:1). foram obtidas 203 fragdces de 200 mL.

C2AEA-6: CC com diclorometano-AcOEt (7:3:6,5:3.5:6,25:3,75, 6:4; 5.5:4.5.1:1; 4:6:3:7. 2.577.5);
diclorometano-AcOEt-metanol (2.5: 7,5: 0,2 ¢ 2:8:0,2); AcOEt-metanol (8: 2) ¢ mcianol.
foram obtidas 115 fragdes de 100 mL.

C2.1AEA-6: CC em sephadex LH-20 cluida com metanol. foram obtidas 9 fragées.

PRI1AEA-6: CCDP em silica PF254 cluida com AcOEt-mctanol 6:4, ndo sc obtendo scparagio.

C3AEA-G6: CC com diclorometano - AcOFt (8:2; 6:4; 5.5:4,5; 4:6; 2:8). AcOEL: AcOF1 - metanol
(7.5 : 2.5), sendo obtidas 82 fracdes de 10 mL.

C3.1AEA-6: CC cm sephadex LH-20 cluida com metanol ¢ metanol - acctona (7,5 2.5), sendo

obtidas 7 fragdcs de 10 mL.

C4AEA-6: CC em sephadex LH-20 eluida com metanol-agua (7:3 ¢ 8:2). foram obtidas 8 fracoes dec 10
mL.

C5AEA-6: CC em sephadex LH-20 eluida com metanol, scndo obtidas 7 fragdes de 20 mL

C6AEA-6: CC em sephadex LH-20 eluida com metanol, obtendo-sc 9 fragdes de 10 mL.

Co6.IAEA-6: CC em sephadex LH-20 cluida com metanol:agua 7:3. obtendo-sc 11 fracoces de 20 mlL.

Fluxograma 20: Fracionamento de AEA-6.



AEA-7
(1240 mg)

L

C1AEA-7

|

£ 2024 f.37-52 g
(336 mg) (85 mg) (95 mg)
C3AEA-7T CIAEA-7 I P
f.6-8 ]732-34
P — 10 mg) <
£3031 [ € 41.‘(,j ((‘Q[g (S mg) |
(7 mg) (35 mg) R U
€Q2 l C4AEA-7

I

f2-8 . 9-11
(24 mg) (6 mg)
CQ2+CQY | CQZ+CQ3+Q4

CIAEA-7: CC com diclorometano-AcOEt (8.5:1.5: 7:3:6:4: 1:1. 4:6: 2.5:7.5).

AcOEt, AcOEt - acctona (1:1). acclona ¢ metanol. obiendo-se
141 fragdes de 125 wl.
C2AEA-7: CC cm sephadex LH-20, eluida com metanol, obtendo-se 9 fragocs
de 20 mL.
C3AEA-7 CC com diclorometano - AcOEL (7:3; 6:4; 1:1; 4:6; 3 7). AcOF1
AcOEt-acctona (8:2 ¢ 7.3}, obtendo-se 175 fragdes de 10 nl.
C4AEA-T: CC com diclorometano-AcOFEt (1:1; 4:6: 3:7: 1:9). AcOE(, AcOFit -
- metanol (9:1), sendo obtidas 26 fragdes de 20 mL.
C5AEA-7: CC com diclorometano - acctona (7,5:2.5. 7.2:28: 73- 6.7:33:
6,2:38. 5,545: 1:1:46; 2,5:7.5). acetona e acctona-tnclaaai (¢ (}
sendo obtidas 66 [racdes de 10 ml,

Fluxograma 21: Fracionamento de AEA-7.
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AEA-9
(200 mg)

CIAEA-Y

- metilagdo

[ CQ,-CQ,-met ]

(8 mg)

* fragdes iguais na CCDC.
CIAEA-9: CC cm sephadex LH-20 cluida com mctanol,
obtendo-sc 12 fracoes de 75 mL.

Fluxograma 22: Fracionamento de AEA-S.

D) RESUMO DAS SUSTANCIAS ISOLADAS DAS PARTES AEREAS DE
PLUCHEA QUITOC

S3o0 apresentadas nas Tabelas 27, 28 e 29 (pp. 80-81), as substancias
isoladas e/ou identificadas das fracées do extrato hexanico (HA), da fase
cloroférmica do extrato etandlico (CA) e da fase acetato de etila do extrato

etandlico (AEA) das partes aéreas de Pluchea quitoc.
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Tabela 27: Substancias isoladas efou identificadas do extrato hexanico das

partes aéreas de P. quitoc.

Substancias isoladas e/ou identificadas (massas em mg)

ES1+ES2#;, SQ1#

SQ1 (109); SQ1 #; SQ2 (20); SQ3 (5); SQ4 (5)

SQ1 #; SQ2 #; SQ5 (3)

SQ5 (6); SQ6 (17); SQ7 (155); SQ8 (210); SQ9 (25); SQ10 (5); SQ12
27); SQ13 (5); SQ14 (7)

SQ8 #; SQ9 #; SQ15 (20)

# Substancias identificadas por CCDC (e RMN para as classes TT e ES).
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Tabela 28 Substancias isoladas efou identificadas da fase
cloroférmica do extrato etandlico das partes aéreas de P. quitoc.

Substancias isoladas (massas em mg)

TT1+TT2+TT3 #

# Substancias identificadas por CCDC (e RMN para
as classes TT e ES).

Tabela 29: Substancias isoladas e/ou identificadas da fase acetato de etila do
extrato etandlico das partes aéreas de P. quitoc.

Substancias isoladas (massas em mg)

# Mistura de substancias, cuja classe foi definida por RMN.



5.4 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO E FASES DAS
RAIZES DE PLUCHEA QUITOC

O extrato hexanico das raizes de P. quitoc (0,4 g) foi fracionado através ele
cromatografia em coluna (CC) em gel de silica (70-230 mesh), utilizando-se
misturas binarias como solventes de eluicdo. Foram obtidas 185 fracbes de 15
mL que foram reunidas em dez grupos de fraces, designados grupos HR.

A fase cloroférmica do extrato etanolico das raizes (1,0 g) foi fracionada
utilizando-se técnica semelhante a anterior, utilizando-se misturas de hexano-
acetona- metanol como eluentes. Foram coletadas 146 fracdes de 75 mL,
posteriormente reunidas em 12 grupos de fragbes (grupos CR).

A fase acetato de etila do extrato etanolico das raizes (1,2 g) foi fracionada
do mesmo modo, tendo sido obtidas 75 fracbes de 100 mL, reunidas em nove

grupos de fracdes (grupos AER).
Encontram-se na Tabela 30 (p. 83) os solventes de eluicdo utilizados em

cada fracionamento.

A) IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DOS GRUPOS DE FRACOES
DO EXTRATO HEXANICO DAS RAIZES DE PLUCHEA QUITOC (FRACOES
HR)

A maioria das fracbes do extrato hexanico das raizes (fracbes HR)
mostrava-se semelhante aquelas do extrato hexanico das partes aéreas.
Apenas a substéncia ES5, contida na fracdo HR-3, ndo fora isolada do extrato
hexanico das partes aéreas. O fracionamento cromatografico de HR-7 néo
levou ao isolamento de nenhuma substéncia. As substéncias identificadas no

extrato hexanico das raizes estdo apresentadas na Tabela 31 (p. 84).



Tabela 30: Solventes de eluicdo utilizados no fracionamento do extrato
hexanico e fases cloroférmica e acetato de etila das raizes de P. quitoc.

Fase cloroférmica

Fracdes Solvente
(concentragao)
1-13 HX-(CHs)zCO ;
(95:5) f
14-37 Hx-(CH3),CO
(85:15)
38-55 Hx-(CH3)2.CO
(80:20)
56-85 Hx-(CHj3),CO ¢
(70:30)
86-97 Hx-(CHs;)2.CO |
(60:40)
98-122 Hx-(CH3).CO
(40:60)
123-134 Hx-(CH;),CO |
(20:80)
135-142 (CH3).CO
143-155 (CH3)2,CO-MeOH '
(90:10)
156-161 (CH3),CO-MeOH
(70:30)
162-167 (CH3),CO-MeOH
(50:50)
168-173 (CH3),CO-MeOH
(30:70)

174-176 MeOH
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Tabela, 31: Grupo de fragbes resultantes do fracionamento cromatografico do
extrato hexanico das raizes de P. quitoc (0,4 @), suas respectivas massas,

juntamente com as substancias identificadas.

# Substancias identificadas por RMN e CCDC.

B) IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DAS FRACOES DA FASE
CLOROFORMICA DAS RAIZES DE PLUCHEA QUITOC (FRACOES CR)

A semelhanga dos extratos hexanicos (partes aéreas e raizes) também foi
observada com as fases cloroférmicas e acetato de etila dos extratos
etandlicos. As substéncias identificadas na fase cloroférmica encontram-se na
Tabelas 32 (p. 85).

O fracionamento cromatografico da fracdo CR-6 levou ao isolamento de
quantidade adicional de LG1; enquanto que a fracdo CR-10 forneceu a mistura
ES3+ES4; os esquemas de purificacdo encontram-se nos Fluxogramas 23 e 24
(p. 85), respectivamente. O fracionamento cromatografico de CR-4 ndo levou
ao isolamento de nenhuma substancia. As fragbes CR-1, CR-2, CR-3, CR-5,
CR-7, CR-9 e CR-12 nédo foram trabalhadas, as primeiras devido as pequenas
quantidades das mesmas e a Ultima por apresentar-se como um rastro na

CCDC.



85

Tabela 32: Grupos de fragbes, e suas respectivas massas, resultantes do

fracionamento cromatografico da fase cloroférmica do extrato etandlico das

1

raizes de P. quitoc (1 g)

juntamente com as substancias identificadas.

ubstancias identificadas por CCDC.
CR-6 l

&2 mg

CICR-6

|
f.38-41
(3 mg)
LGl

C1CR-6: CC com hexano-acctona (8:2; 7.5:2,5. 7:3¢ 6
foram obtidas 88 fra¢tes de 10 mL.

Fluxograma 23: Fracionamento de CR-6.

CR-10
(81 mg)

CICR-10
f. 59-79

(3 mg)
ES3+ES4

CICR-10: CC com acctona ¢ acctona-metanol
(9:1: 7:3: 1:1). foram obtidas 86
fracdes de 10 mL.

Fluxograma 24: Fracionamento de CR-10.



C) IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES DAS FRACOES DA FASE
ACETATO DE ETILA DAS RAIZES DE PLUCHEA QUITOC (FRACOES AER)

As fracbes AER, suas massas e as substancias identificadas encontram-se
na Tabela 33 (p. 86).

As fragbes AER-1 e AER-2 ndo foram fracionadas devido as suas pequenas
massas, assim como AE-9, por mostrar-se como um rastro na CCDC Os
espectros de RMN das fracbes AER-5 e AER-8 mostravam sinais
caracteristicos de derivados do acido cafeoilquinico. Os fracionamentos
cromatograficos de AER-3, AER-4 e AR-7 levaram a identificacdo de

quantidade adicional das substancias da classe CQ, conforme Fluxogramas 25,

26 e 27 (p. 87).

Tabela 33: Grupos de fracdes resultantes do fracionamento cromatografico da
fase acetato de etila do extrato etandlico das raizes de P. quitoc (1,2 g),

juntamente com as substéncias identificadas.

Substancias
identificadas

# Classes das substancias identificadas por RMN.
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ALR-3 N
(84 mg)

CIALER-3

f.3-4
(17 mg)

[ £.5-7 w [ 35-50
(10mg)|| (12 mg)

Cl1AER-3: CC com AcOFt, AcOFt-acetona (9:1; 1:1), acetona, acctona-metanol
(9:1; 8:2 ¢ 1:1), foram obtidas 50 fra¢des de 20 ml..
* Fragdes constituidas de CQ2-CQ4.

Fluxograma 25: Fracionamento de AER-3.

C2AER-4
£ 49-61
(11 mg) *

C1AER-4: CC com AcOEt. AcOEt-acctona ( 9:1; 8:2: 1:1; 2:7). acctona. metanol.
foram colctadas 97 fragdes de 10 mL
C2AER-4: CC com AcOEt-acctona (7:3; 6:4; 1:1; 3:7), acetona. acetona-metanol
(9:1; 8:2; 7:3; 1:1), foram coletadas 83 fragocs de 10 mL.

* Fragdes constituidas de CQ, entre outras substancias

Fluxograma 26: Fracionamento de AER-4.

AER-7
(66 mg)

CIAER-7

If. 12-1‘3] [ 17-21 l[f,22-23
* >k *

C1AER-7: CC com acetona. acetona-metanol (9:1: 7:3: 1:1 ¢ 4:6).
foram obtidas 25 fracdcs de 20 mL.
* Fragdes constituidas por misturas de CQ. entre outras substancias.

Fluxograma 27: Fracionamento de AER-10.



5.5 PROPRIEDADES FiSICAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

A rotagdo especifica [o]p das substancias puras foi determinada em
cloroférmio. Apenas as substadncias de massa maior que 5 mg, tiveram seus
pontos de fusdo (pf) determinados.

SQ1: dleo; [o]p = + 30,2°

SQ7: oleo; [o]p + 61,9°

SQ2: dleo; [o]p + 40,6°

SQ8: oleo; [o]y = + 20,6°

SQ9: solido incolor; [a]p= + 38,1°, pf= 145-146 °C
SQ3: sdlido incolor; [o]y = + 114,3°

SQ5: solido incolor; [a], = + 125,2°, pf = 87-88 °C
SQ6: oleo; [o], = + 87,5°

SQ15: solido incolor; [o]p = -99,1°, pf= 148-150 °C
SQ16: dleo; [o]p = - 11,9°

SQ19: dleo; [o]p - 34,5°

SQ13: oleo; [a]p = + 59,0°
SQ4: odleo; [o]p = + 79,0°

SQ10: oleo; [o], = + 88,6°
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5.6 DESCRICAO DOS METODOS EMPREGADOS NAS
TRANSFORMACOES QUIMICAS
Hidrdlise béasica dos ésteres (TT4-TT9 e ES5-ES6):

Em um baldo de 50 mL, foi colocada a amostra (10 mg), juntamente com, 3 ¢
de hidroxido de potdssio e 5 mL de etanol. A mistura foi submetida a refluxo
durante trés horas. ApOs esse intervalo de tempo, adicionaram-se 50 mL de
dgua destilada a mistura que foi aquecida durante 15 minutos. Depois de
esfriar, a mistura foi acidificada com solucdo de &cido cloridrico 2N (até o pH
igual a 1), extraida com cloroférmio, lavada com &gua e seca em sulfato de
sodio. Apés evaporacdo do solvente, o produto foi pesado. Foram obtidas as
substancias codificadas como TT4-TT9hid e ES5-ES6hid, como produtos de
hidrolise de TT4-TT9 e ES5-ES6, respectivamente.

Hidrélise &cida dos glicosidios (ES3-ES4):

Cerca de 10 mg da amostra foi dissolvida em 5 mL de etanol e em 5 mL de
solugdo de acido cloridrico 2N. A mistura foi mantida sob refluxo durante quatro
horas. Apds esfriar, a mistura foi extraida com cloroféormio e lavada
sucessivamente com solu¢do saturada de bicarbonato de sédio e &gua. Apos
secagem em sulfato de sodio, o solvente foi evaporado. Foram obtidas as

substancias codificadas como ES3-ES4hid.

Acetilacdo (de ES3-ES4 e de CQ2-CQ4):

A fracdo a ser acetilada (10 mg) foi solubilizada em piridina (1 mL), com
subsequente adicdo de anidrido acético (1 mL). Apds 24 horas a temperatura
ambiente, foi adicionado gelo picado a solugdo. A mistura resultante foi
extraida com cloroférmio e lavada com solucdo de acido cloridrico 1N e com
dgua. Apos secagem em sulfato de sédio, o solvente foi evaporado. Foram
obtidas as substancias codificadas como ES3-ES4Ac e CQ2-CQ4Ac, como
produtos da acetilacdo de ES3-ES4 e de CQ2-CQ4, respectivamente.



Metilacdo com diazometano dos derivados CQ (CQ2-CQ4):

Este experimento foi conduzido em um aparato gerador de diazometano
(Diazald Kit, Aldrich), partir de N-metil-N-nitroso-p-toluenossulfonamida. Em um
baldo (baldo 1), foram colocados 600 mg do reagente gerador e 30 mL de éter
etilico. Em uma ampola de decantacdo, adaptada ao baldo 1, foi colocada
solucdo com 120 mg de hidréxido de potassio em 10 mL de etanol. O baldo 1
foi conectado através de um condensador a um segundo baldo (baldo 2:). A
solucdo alcalina foi lentamente transferida ao baldo 1, mantendo-se os baldes
sob refrigeracdo. Apds a transferéncia da solu¢do alcalina, o baldo com o
reagente gerador de diazometano foi aquecido em banho-maria até o éter
entrar em ebulicdo. A solucdo amarela recebida no segundo baldo corresponde
ao diazometano dissolvido no éter. As amostras (cerca de 10 mg cada) a
serem metiladas, foi adicionada a solucdo contendo diazometano até
descoramento. O excesso do agente metilante foi neutralizado com gotas de

acido aceético. As substancias obtidas da metilacdo foram codificadas como

CQ2-CQ4met.

5.7 DESCRICAO DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

* Nas separagcdes por cromatografia em coluna, utilizaram-se como
adsorventes, silica gel (70-230 e 35- 70 mesh, Merck ou Fluka) e Sephadex
LH-20 (Pharmacia Biotech).

* Na cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), foram
utilizadas cromatoplacas de silica 60H (Merck) e placas preparadas com
silica tipo H e HF (Merck) com espessura de camada de 0,25 mm; na
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) as placas foram
preparadas com silica tipo PF254 (Merck) com espessura de camada de 1
mm.

* Na revelacdo das placas cromatograficas comparativas foram usadas

radiacdes no UV (254 e 360 nm), solugdo de CeS0Q,, solu¢cdo de FeCl; ou

jodo ressublimado.
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®* Os solventes usados nas purificacdes e recristalizagbes e 0s reagentes
utilizados nas reacdes quimicas foram das marcas Grupo Quimica, Synth,
Nuclear, Cinética Quimica e Vetec.

®* A concentracdo das solugbes de elevado volume foi efetuada sob presséo
reduzida em evaporador rotativo do tipo Femem e Bichi, enquanto que nas
solugbes de pequeno volume foi usado ar quente.

®* Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho modelo MQAPF-301
da Micro-Quimica Ind. e Com. Ltda.

* As atividades oOticas foram determinadas em polarimetro Perkin Elmer
modelo 341.

®* Os espectros na regido de IV foram registrados em espectrofotbmetro
Perkin-Elmer 16 PC em pastilhas de KBr contendo 1% de amostra ou em

filme solubilizando-se a amostra em CHCI;. As freqiéncias de absorgéo

foram medidas em numeros de onda (cm'l).

Os espectros de RMN 'H e 3C foram registrados em espectrémetro modelo

Gemini 300/Varian, operando a 300 e 75 MHz, respectivamente. O solvente

utilizado para solubilizar cada amostra foi usado como referéncia.

®* Os espectros de massas foram registrados em espectrébmetro VG AUTO
SPEC-300 Alta resolugdo (Lemar Laboratério de Massa de Alta Resolucao-
LPN - PADETEC, Universidade Federal do Ceara), espectrbmetro Varian
3400/Finnigan INCOS-XL (Museu Paraense Emilio Goeldi) e no
espectrobmetro GC/MS - Saturn WS 2000/3800/Varian.

®* Os espectros de HMQC e NOESY foram obtidos em espectrobmetro Varian,
operando a 400 MHz (Universidade Federal de S&o Carlos).

®* O difratograma de raios X foi obtido em difratbmetro Philips PW 3710

equipado com anbédo de cobre (Centro de Geociéncias - Universidade

Federal do Para).



92

6. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS

As propostas estruturais para as substancias isoladas dos extratos de
Pluchea quitoc sdo apresentadas e discutidas, nessa ordem, no presente
capitulo. Com o intuito de facilitar a apresentacdo dos resultados, as
substancias isoladas foram divididas em grupos de acordo com suas
respectivas classes. Os espectros de IV, RMN e EM e o0s cromatogramas
obtidos por CG sédo colocados no Caderno de Espectro (Partes A e B),

juntamente com os esquemas de fragmentacdo dos espectros de massas.

6.1 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DOS HIDROCARBONETOS:

A fracdo codificada como HC1 corresponde a uma mistura de
hidrocarbonetos. O espectro no IV dessa fracdo (Espectro HC1.1; p. 1-A-
onde se pode entender espectro 1 de HC1, apresentado na pagina 1 do
Caderno de Espectros/ Parte A) apresenta absorcdes caracteristicas de
estiramento de grupos CHz e CH, (2919 e 2850 cm'l), de deformacdo angular
de CH3 e CH, (1375 e 1462 cm™) e balanco de (CHy)n (720 cm™).

O intenso singleto em &y 1,26 e o tripleto em 8y 0,89 (J - 7,1 HZ), no
espectro de RMN H de HC1 (Espectro HC1.2, p. 2-A), sdo atribuidos aos
hidrogénios de grupos CH, e CHgj, respectivamente. O referido espectro é
muito semelhante aqueles do nonadecano, eicosano, tricosano e
hexacosanol. No espectro de RMN 13¢ (Espectro HC1.3; p.3-A), sdao
observados sinais em 8¢ 22,7; 29,4; 29,7 (intenso) e 32,0 de grupos CH, e em
Oy 14, 1 de grupos CH5; da cadeia dos hidrocarbonetos.

Concluiu-se, atraves da andlise dos dados acima apresentados, que a fragao
codificada como HC1 € formada por hidrocarbonetos saturados de cadeia
linear. A identificacdo dos constituintes da mistura, no entanto, foi possivel
somente mediante andlise dos dados dos espectros de massas (via CG/EM)
dos constituintes da mistura (Espectros HC1.4; pp. 5 a 13-A) e do respectivo
cromatograma (Cromatograma HC1.1, p. 4-A) que apresenta 15 picos

regularmente afastados entre si, caracteristicos de uma série homologa.



O constituinte de HC1 de menor peso molecular, o componente 1, tem o
pico do ion-molecular em m/z 226 (Espectro HC1.4; p. 5-A), correspondente ao
hexadecano (CqgHsz4). Os principais fragmentos do espectro de massas do
CigH3q S80: CygHag ™t (Miz 226, 2%), C,Hy ™ (Miz 57, 100%), CHyy T (Miz 71,
61%), CgHy3 * (m/z 85, 39%) e C7H15+ (m/iz 99, 9%). Os espectros de massas
dos demais constituintes ndo apresentam pico do ion-molecular, mas mantém
0 mesmo padrdo de fragmentacdo do hexadecano; esses dados confirmam a
presenca de uma série homologa de hidrocarbonetos saturados CpHonto, oOnde
n=16 a 30, correspondentes, respectivamente aos componentes 1 a 9 dos
referidos espectros. Os constituintes predominantes na mistura sdo, em ordem
decrescente, o heptacosano (C,;Hsg), 0 pentacosano (CosHsp), 0 eicosano
(CyoH42) € o nonacosano (CogHgp)-

Representam-se abaixo as formulas dos hidrocarbonetos lineares

constituintes da mistura HC1.

Ci16H3as Ci7Hszs CigHag CigHag CooHap CoiHas CopHag CozHag CogHsg
CosHsy  CogHss  CozHsg  CogHsg  CogHgo  CaoHe2
HC1

A espécie P. odorata, na qual foi identificada uma série homoéloga de
hidrocarbonetos C,\Hyp+2 (n=16-31 e n= 20-30), também apresenta C,7H5g CcOmMo

constituinte majoritario (Cap. 4, p. 19).

6.2 IDENTIFICACAO DE UMA MISTURA DE ESTERES GRAXOS:
As fracGes codificadas como EG1 sdo formadas por ésteres graxos como

principais constituintes e cuja formula geral € colocada abaixo.

CH4(CH,),COOCH,(CH,),CHs
EG1

O espectro no IV de EG1l (Espectro EG1.1 , p. 14-A) apresenta absor¢cbes

em 1735 e em 1174 cm'l, caracteristicas de estiramentos de carbonila e
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ligacdo C-O de ésteres, respectivamente; intensas absorcdes em 29113 e 2850
cm'l relativas aos estiramentos dos grupos CH3 e CH2 sdo observadas e sio
sugestivas da presenca de uma cadeia carbdnica longa, o que € confirmado
pela presenca da absorcdo em 720 cm™ devida ao balango de (CH,).

Sao observados, no espectro de RMN 1H de EG1 (Espectro EG1.2, p. 15-A)
um singleto intenso em &, 1,25 atribuido ao grupo (CH,), e os tripletos em dy
4,06 (J= 6,6 Hz) e 2,29 (J= 7,4 Hz) relativos aos grupos CH, ligados ao
oxigénio e a carbonila do éster, respectivamente; a sobreposicdo de sinais em
OH 0,85 é atribuida as metilas do final da cadeia carbbnica. Com esses dados,
concluiu-se que a fracdo codificada como EG1 é formada por ésteres graxos.

Encontra-se, na literatura, informacdo sobre a ocorréncia de ésteres graxos

em P. lanceolata (Cap. 4, p. 19).

6.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS TRITERPENOS:

As fracbes codificadas com a sigla TT (TT1 a TT13) correspondem aos
triterpenos que foram identificados nas seguintes misturas: triterpenos
hidroxilados (TT1 a TT3), acetatos de triterpenos (TT4 a TT6), ésteres graxos
de triterpenos (TT7 a TT9) e triterpenos carbonilados (TT10 a TT12). O

triterpeno TT13 foi identificado como o esqualeno.

a) lIdentificacdo dos triterpenos hidroxilados TT1, TT2 e TT3:
A primeira mistura de triterpenos identificada tinha como constituintes o0s
triterpenos hidroxilados. As substéancias TT1, TT2 e TT3 foram identificadas

como [-amirina, taraxasterol e pseudo-taraxasterol, respectivamente.
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Foram obtidos espectros de misturas TT1-TT3 em diferentes concentragdes
em relacdo aos constituintes: uma contendo a [B-amirina (TT1) e a outra com 0
taraxasterol (TT2) como constituinte principal, respectivamente; em ambas o
pseudo-taraxasterol (TT3) estava presente em menor propor¢do. Os dados
espectrais de TT1 e TT2 apresentados referem-se aos espectros das misturas
nas quais predominavam.

Os espectros no IV das misturas TT1-TT3 (Espectros TT1-31 e TT1-3.4, pp
16 e 22-A) apresentam absor¢des tipicas de estiramentos de grupo hidroxila
(3301 e 3386 cm™?), de C=C (1639 e 1641 cm™ ), de C-O (1062 e1040 cm™),
de deformacdes fora do plano de ligacdo C-H (730 cm™ de C=CH,; 878 e 759
cm™ de C=CH).

Os espectros de RMN 'H de TT1-TT3 (Espectros TT1-3.2 e TT1-3.5, pp. 17,
18, 2,3 e 24-A) apresentam sinais de hidrogénios olefinicos em &y 4,60 (m, H-
30 do taraxasterol), em 5,17 (t, J = 3,8 Hz, H-12 da B-amirina) e em 5,22 (dl, J -
2,5 HZ, H-21 do pseudo-taraxasterol). O sinal em dy 3,19 (dd, J = 1110 e 55
Hz) é atribuido ao H-3 dos trés componentes; as constantes de acoplamento
indicam uma configuracdo B da hidroxila em C-3. Os sinais atribuidos aos
hidrogénios metilicos de TT1 (64 1,12; 0,98; 0,95; 0,92; 0,86; 0,86, 0,82), TT2
(64 1,00; 0,96; 0,96; 0,92; 0,84; 0,84 e 0,75) e TT3 (6H 1,62; 1,03; 0,94; 0,94,
0,92; C),84; 0,84 e 0,75) estdo de acordo com os dados da literatura para essas
substancias?4,

A comparagdo dos dados de RMN 13C de TT1-TT3 (Tabela 34, p. 101 ) com
0s encontrados na literatura para essas substancias 5 confirmam as
identificacbes estruturais propostas. Os espectros de RMN 13¢c e RMN c-
DEPT das misturas contendo TT1-TT3 encontram-se no Caderno A (Espectros
TT1-3.3, TT1-3.6, TT1-3.7, pp. 19 a 21 e 25 a 29-A).

Foram obtidos o espectro de massas (Espectro TT2.1, p. 31 e 32-A) e 0
cromatograma (Cromatograma TT2, p. 30-A) de uma fracdo enriquecida em
TT2 (taraxasterol) através de recristalizacdo. A comparacdo dos dados do
espectro de massas de TT2 com aqueles do banco de dados, confirmam sua

identificacéo.



b) Identificacdo estrutural dos triterpenos esterificados TT4 a TT9:

As substancias codificadas como TT4, TT5 e TT6 foram identificadas em
mistura como acetatos dos triterpenos P-amirina, taraxasterol e pseudo-
taraxasterol, respectivamente. As substancias TT7, TT8 e TT9, também foram
identificadas em mistura e correspondem aos ésteres graxos (miristicatos) dos
triterpenos B-amirina, taraxasterol e do pseudo-taraxasterol, respectivamente, e

cujas estruturas encontram-se a seguir.

TT4:R=Ac TT5:R=Ac

TT6: = Ac
TT8: R= CH3(CH,)1,CO TT9:R=CH3(CH5)1,CO

O espectro de RMN 'H da mistura TT4-TT6 (Espectro TT-4-6.1, p. 32-A)
apresenta, ao contrario dos espectros dos triterpenos com hidroxila livre em
C-3 TT1-TT4, um intenso singleto em &y 2,04 atribuido aos hidrogénios do
grupo acetato; o sinal de H-3, observado como um duplo-dupleto em &, 4,48
(J= 10,8 e 5,6 Hz) esta mais desprotegido em relacdo ao deslocamento de H-3
observado para a mistura TT1-TT3, como seria esperado para triterpenos
acetilados (C-3-OAc); os demais sinais sdo semelhantes aos encontrados nos
espectros de TT1-TT3. A partir da andlise da intensidade dos sinais, pode-se
inferir que o acetato de taraxasterila (TT5) predomina na mistura.

Encontra-se ausente, no espectro de RMN 'H da mistura TT7-TT9 (Espectro
TT7-9.1, p. 39-A), o sinal atribuido aos hidrogénios do grupo acetato, por outro
lado, o sinal em &y 1,25, associado aos hidrogénios metilénicos (CH,), do éster
é intenso. O sinal dos H-3 € um duplo-dupleto centralizado em oy 4,48 (J= 10,7

e 5,6 Hz). Os sinais dos hidrogénios olefinicos e metilicos da porcao



triterpénica de TTT-TT9 permanecem inalterados quando sdo comparados com
os dados dos triterpenos acetilados TT4-TT6. Na mistura TTT-TT9, a
quantidade dos ésteres graxos da B-amirina (TT7) e pseudo-taraxasterol (TT9)
€ muito pequena em relacdo ao éster do taraxasterol (TT8).

Os dados dos espectros de RMN 13C dos acetatos de triterpenos TT4-TT6 e
dos ésteres graxos dos triterpenos TTT-TT9 sdo apresentados na Tabela 35 (p.
102); os respectivos espectros, inclusive os de RMN 13C-DEPT, encontram-se
no Caderno A (Espectros TT4-6.2, TT4-6.3, TT7-9.2 e TT7-9.3, pp. 32-38 e 41-
47). As atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos carbonos do acetato de
taraxasterila (TTS) foram feitas mediante comparacdo com dados encontrados
na literatura para essa substancia®. Quando sdo comparados o0s
deslocamentos quimicos para os carbonos dos ésteres de triterpenos (TT4-
TT9) com aqueles dos triterpenos livres (TT1-TT4), verifica-se que C-3 esta
mais desprotegido, por outro lado, C-2 e C-4 estdo mais protegidos. O sinal
associado a carbonila do acetato da mistura dos triterpenos acetilados TT4-
TT6, € encontrado em o 170,9, enquanto que o sinal da carbonila dos ésteres
graxos TTT-TT9 é observado em §; 173,7. Os deslocamentos associados aos
carbonos da porcdo triterpénica sdo semelhantes nos dois tipos de ésteres.
Devido a pequena quantidade do éster graxo da P-amirina e do pseudo-
taraxasterol (TT7 e TT9) na mistura, as atribuicbes dos deslocamentos dos
carbonos destas substancias ndo foram feitas.

A identificacdo do acido graxo que forma os triterpenos TTT-TT9 foi proposta
mediante andalise dos dados espectrais dos produtos da hidrolise de uma fracdo
constituida por TT4-TT9, codificados como TT4-TT9hid. Os espectros de RMN
'H e de '3C dos produtos de hidrélise (Espectros TT4-9hid.1 e TT4-9hid.2, pp.
48-51-A) evidenciam a formacdo dos triterpenos livres B-amirina, taraxasterol e
pseudo-taraxasterol. A formacdo de um acido graxo na reacdo de hidrdlise é
confirmada por RMN 13¢: o deslocamento quimico da carbonila (6 181,7) é
caracteristico de &cido, ndo mais de éster. A identificacdo do &cido graxo
obtido na hidrélise foi possivel através de CG/EM: o cromatograma dos
produtos da reacdo (Cromatograma TT4-9hid, p. 52-A) evidencia a presenca de

um constituinte principal, cujo espectro de massas (Espectro TT4-9hid.3,



componente 1, p. 53-A) € compativel com o do acido miristico, uma vez que é
observado o0 pico em 228 relativo ao fragmento [CHg(CH,);,COOH]™ e
atribuido ao ion-molecular; essa identificacdo coincide, também, com a

identificacdo por comparacdo do banco de dados (p. 54-A).

c) Identificacdo estrutural dos triterpenos carbonilados:

As siglas TT10, TT11l e TT12 referem-se aos triterpenos friedelina,
taraxastenona e olean-12-en-3-ona (3-oxo-B-amirina), respectivamente, obtidos
em uma mistura na qual o Ultimo constituinte estava presente em pequena
proporcdo. A identificacdo estrutural dessas substancias foi proposta

basicamente através da analise dos dados de RMN, juntamente com

observacOes experimentais.

5 TT10 v : THZER I
Aa- R COOCH

A fracdo que deu origem as substéancias TT10-TT12 era um pouco mais
polar do que a fracdo dos acetatos dos triterpenos identificados (TT4-TT6) e
proporcionalmente bem menos polar do que as fragcbes contendo os triterpenos
livres identificados (TTT-TT9).

Observa-se, no espectro de RMN 4 (Espectro TT10-12.1, p. 55 e 56-A), a
presenca do sinal dos hidrogénios olefinicos H-30 do taraxasterol, entretanto os
sinais relativos ao H-3 do esqueleto triterpénico estdo ausentes e, portanto C-3
poderia estar oxidado a carbonila. Os sinais dos hidrogénios dos grupos
metilicos da taraxasterona estdo presentes (8y 1,08; 1,05; 1,03; 0,95; 0,95;
0,85; 0,86), juntamente com os sinais das metilas da friedelina (singletos em &y

1,17; 1,04; 1,00; 0,99; 0,94; 0,87; 0,72 e o dupleto em oH 0,88 com J = 6,3 Hz).



Os sinais atribuidos aos hidrogénios da 3-oxo-B-amirina (TT12) sdo, de
pequena intensidade, ainda assim, o sinal em oy 5,18 atribuido ao hidrogénio
H-12 de TT12 pode ser observado nesse espectro.

Os dados de RMN 3C para a friedelina (TT10), taraxastenona (TT1ll) e 3-
oxo-B-amirina (TT12), encontram-se na Tabela 36 (p. 103) e o respectivos
espectros de RMN 13C e de RMN '3C-DEPT no Caderno A (Espectro TT10-
12.2, pp. 57-63A). O sinal do carbono C-23 de TT10 em Jc 6,8 é bastante
sugestivo da presenca de esqueleto triterpénico do tipo 3-oxo-friedelano; os
sinais associados aos carbonos olefinicos C-20 e C-30 da taraxastenona (oc
154,5 e 107,2) e C-12 e C-13 da 3-oxo-B-amirina (0 121,6 e 145,0) estéo
presentes, assim como observam-se sinais atribuidos as carbonilas de cetonas
ndo conjugadas (6c 213-218). Os deslocamentos quimicos dos carbonos da
friedelina (TT10) foram comparados com dados da literatura para essa

substancia®

e aqueles da 3-oxo-B-amirina (TT-12) foram comparados com o0s
deslocamentos do oleanolato de metila (estrutura Aa), para fins de
assinalamento dos carbonos C-1 a C-14, C-23 e C-24; os deslocamentos de C-
15 a C-22 e de C-25 a C-30 de TT12 foram assinalados por comparagdo com
os dados da B-amirina (TT1, Tabela 34, p. 101), ainda assim ndo foi possivel
fazer o assinalamento dos deslocamentos quimicos de todos os carbonos de

TT12, devido a pequena quantidade desta na mistura.

d) Identificacdo estrutural do esqualeno:

A fracdo codificada HA-4 resultante do fracionamento cromatografico do
extrato hexanico das partes aéreas era constituida de uma mistura de
substancias. A substancia presente em maior proporcdo na mistura foi
identificada através de RMN 'H e de CG/EM como o esqualeno (TT13).
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No espectro de RMN 'H da fracdo HA-4, subfracdo 9 (Espectro-TT13.1, p.
64), sdo observados, além dos sinais de substancias contendo cadeia
carbbnica longa (8y 1,23 e 0,83) e provavelmente de hidrocarbonetos, ha
singletos na regido de hidrogénios metilicos ligados a uma ligacdo dupla em oy
165 (H5 e 5) e 157 (H-1 e 1, H-10 e 10, H-15 e 15, juntamente com
multipletos em dy 5,09 e 2,00, atribuidos aos hidrogénios olefinicos (H.-3 e 3', H-
8 e 8, H-13 e 13') e metilénicos (H-4 e 4, H-6 e 6', H-9 e 9, H-11 e 11', H-14 e
14" do esqualeno, respectivamente. Os dados de RMN 'H de TT13 foram
comparados com aqueles da literatura para o esqualeno |.

A presenca do esqualeno, juntamente com hidrocarbonetos, foi confirmada
através dos dados de CG/EM (Cromatograma TT13.1 e Espectro TT13.2, pp.
64 a 66-A ). A comparacdo do espectro de massas do constituinte principal da
mistura (TT13) com dados do banco de dados (p. 66-A), confirmam a sua

identificacdo com o0 esqualeno.
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Tabela 34: Dados de RMN °C (8¢, 75 MHz, CDCls) da B-amirina (TT1),
taraxasterol (TT2) e pseudo-taraxasterol (TT3), juntamente com dados

encontrados na literatura para essas substancias.

TT1 TT2 TT4

38,6 38,8 38,8
27,3 27,5 275
79,0 79,0 79.0
38,9 38,9 389
55,3 55,4 553
18,4 18,3 18,3
32,7 341 343
38,9 40,9 412
47,7 50,6 50,5
37,0 37,0 37.0
23,6 21,5 216
121,8 26,2 27.7
145,2 39,2 39.2
41,8 421 423
26,2 26,7 271

27,0 384 36,7

32,5 34,6 34,4
47,3 48,8 48 8
46,9 39.4 36 4
31,1 154,6 139,8
34,8 257 118,8
37,2 39,0 422
281 28,0 28.0
15,5 15,4 154
15,6 16,3 16,3
16,8 15,9 16,1

26,0 14,8 148
28,4 19,5 17,7
33,3 25,5 225
23,7 1071 217
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Tabela 35: Dados de RMN '3C (3¢, 75 MHz, CDCls) do acetato da f-amirina
(TT4), acetato de taraxasteriia (TT5), do acetato do pseudo-taraxasterof (TT6) e
do miristicato de taraxasterila (TT8), juntamente com os dados encontrados na

literatura para os acetatos TT4 e TT5.

TT4 TT5 TT6
38,3° 385 38,5°
236 23,7 236
81,0b | 81.0 81,0
37,7 37,8 37,8°
55,5 555 555
18,3° 18,2 18,2°
32,7 341 34,4
38,9 410 4172
47,6 505 505
37,1 37,1 371
236 21,5 21,6
1217 26,2 27,6
1452 392 39,3
418 421 423
26,2 26,7 27,1
27,0 383 36,7
325 345 34,4
47.3 48,8 488
468 394 36,4
31,1 154 6 139.8
348 256 118.9
37.2 38,9 4272
28,1d 28,0 28,0
16,6° 16,5 16,5¢
156 16,3 16,3
168 15,9 16,1
26,0 147 14,7
28,4 19,5 17.7
33,3 255 225
23,7 107,1 2217
21,3 21,3 21,3
170,9 170,9 170 9

#Sinal mais intenso; outros sinais: 34,9; 31,3: 29,7; 29 6: 2-9,4;29,3 e 292
a, b, ¢, d: sinais podem estar trocados numa mesma coluna.



103

Tabela 36; Dados de RMN "°C da friedelina (TT10), taraxastenona (TT11), 3-
oxo-f-amirina (TT12), juntamente com os dados encontrados na literatura para

TT10 e para 28-metilcarboxi-3-oxo-olean-12-eno (Aa).

TT10 TT11 A’
22,3 39,0 39,1
41,5 34,0 341
213,0 2181 2176
58,3 473 47 4
42,2 55,0 55,3
41,3 19,7 19,6
18,3 341 32,2
53,2 40,9 39,3
37,5 49,9 46,0
59,6 36,9 36,7
35,7 22,0 23,0
30,5 26,2 122,1
39,8 39,3 143,8
38,4 421 41.8
32,5 26,7 27,7
36,1 38,4 23,5
30,0 37,6 46,7
42 9 48,8 41.4
35,4 39,4 45,8
28,2 1545 30,6
32,9 25,7 33,8
39,3 39,0 32,3
6,8 26,8 26,4
14,7 21,0 21,4
18,0 19,5 14,9
20,3 16,1 16,7
18,7 14,7 25,8
32,1 19,7 -
35,0 25,5 33,0
31,8 107,2 23,6
. deslocamento n por coincidir co lores.

A ocorréncia dos triterpenos taraxasterol e g-amirina, com hidroxilas livres ou
esterificadas, foi observada em outras espécies do género em estudo, o
mesmo nao sendo relatado para o pseudo-taraxasterol, friedelina,
taraxastenona, 3-oxo--amirina e esqualeno sendo, este ultimo, um importante

intermediario na biossintese de triterpenos e esterdides (Cap. 4, p. 21).
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6.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS ESTEROIDES:

Os esteroides estigmasterol e sitosterol (ES1 e ES2) foram identificados em
uma mistura, na qual o primeiro constituinte predominava. Os derivados
glicosilados desses metabolitos (ES3 e ES4) foram, do mesmo modo, obtidos
numa mistura em que o derivado do estigmasterol encontrava-se em maior
propor¢do. Esteres graxos dos mesmos esterdides (ES5 e ES6) foram
identificados inicialmente apenas no extrato hexanico da raiz, e ndo das
partes aéreas de P. quitoc; posteriormente, foi verificada a presenca de

pequena quantidade dessas substancias nas partes aéreas da planta.

ESl: R=H ES2: R=H

CILOITI

ES4: R= 1o /-0
1O :
1O
1
ES4Ac: R= (‘113:,_\,,/\(-,
AcQ /5

AcO %
1’\C()

ESG: R CH3(CHy)nCO

ES5: R CH4(CHp)nCO

a) Determinacdo estrutural dos esterdides livres ES1 e ES2:

S&8o observadas, no espectro no IV da mistura ES1-ES2 (Espectro ES1-21,
p. 67-A), absorcdes caracteristicas de estiramentos de grupos hidroxilico (3429
cm™), CH; e CH, (2937 e 2867 cm™), C=C (1640 cm™) e C-O (1056 cm™),

juntamente com absorcdes devidas as deformacdes de CH, (1462 cm'l), CHj



JOS

(1380 cm'l) e C-H (deformacédo fora do plano de ligacdo dupla trans CH=CH,
970 cm™).

Pode ser verificada a presenca de sinais, no espectro de RMN 4 de ES1-
ES2 (Espectro ES1-2.2, p.68-70-A), relativos aos hidrogénios do estigmasterol:
um dupleto largo em &y 5,34 (J= 5,5 Hz, H-6), dois duplos dupletos, um em Jy
5,13 (J= 15,1 e 8,5 Hz, H-22) e o outro em dy 5,00 (J= 15,2 e 8,5 Hz, H-23) e
um multipleto em &y 3,51 (H-3). OS sinais atribuidos aos hidrogénios das
metilas sdo observados em &y 1,02 (dupleto, J= 6,8 Hz, Me-21), 0,99 (singleto,
Me-19), 0,79 (tripleto, J= 7,4 Hz, Me-29), 0,83 (dupleto, J= 6,4 Hz, Me-26), 0,78
(dupleto, J= 6,0 Hz, Me-27) e 0,68 (singleto, Me-18). A presenca do sitosterol
(ES2), em pequena proporcdo na mistura, pode ser sugerida a partir dos sinais
de pequena intensidade nas regides de metilas em &y 0,67 e entre 0,84-081
p.p.m Os deslocamentos quimicos no espectro de RMN 'H de ES1-ES2
coincidem com dados encontrados na literatura para essas substancias®?°.

Séo observados no espectro de RMN 13¢ de ES1-ES2 (Espectro ES1-2.3,
pp. 71 e 72-A), além dos sinais atribuidos ao estigmasterol, os sinais dos
carbonos da cadeia lateral do sitosterol (especificamente, C-20 a C-25), cujos
deslocamentos diferem daqueles do estigmasterol. Encontram-se na Tabela

37 (p. 109), os dados de RMN 13¢ de ES1, ES2 e os dados encontrados na

literatura para essas substancias.

b) Determinacdo estrutural dos esteroides glicosilados ES3 e ESA4:

O espectro no IV da mistura ES3-ES4 apresenta fortes absor¢cdes em 3421,
1068 e 1025 cm’, caracteristicas de um glicosidio.

O espectro de RMN H de ES3-ES4, obtido em piridina deuterada,
apresenta 0s seguintes sinais relativos a aglicona e que caracterizam
esqueleto do estigmasterol:

- sinais de hidrogénios olefinicos em dy 5,40 (dupleto largo, J= 6,3 Hz, H-6),
5,21 (duplo dupleto, J= 15,0 e 8,7 Hz, H-22) e 5,05 (duplo dupleto, J= 14,9 e
8,6 Hz, H-23);

- singletos atribuidos a metilas em &y 0,93 (H-19) e 0,67 (H-18);
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- dupletos atribuidos a metilas em oy 1,07 (J=6,3 Hz, H-21); 0,89 (J= 5,8 Hz, H-
26) e 0,87 (J= 5,8 Hz, H-27);

- tripleto atribuido & metila H-29, cujos sinais encontram-se sobrepostos por
outros sinais na regido oy 0,93- 0,85;

Os sinais na regido de oy 4,6 a 3,9, no espectro de ES3-ES4, caracterizam a
presenca de uma unidade de um carboidrato: um dupleto largo 8y 4,57 (J= 11,3
Hz) e um duplo-dupleto em &y 4,41 (J= 11,6 e 5,2 Hz) atribuidos a H-6'a e H-
6'b, respectivamente; os sinais relativos aos hidrogénios H-1', H-2', H-3', H-4' e
H-5' encontram-se sobrepostos em dois multipletos entre 4,3-4,2 e 4,0-3,9
ppm. De acordo com a andlise dos dados espectrais apresentados, concluiu-se
que ES3 é um glicosidio do estigmasterol. E verificada, ainda, a presenca de
um sinal em §y 0,67 de pequena intensidade, sugestivo de um segundo
glicosidio esteroidal, o glicosidio do sitosterol (ES4) na mistura, cuja

identificacdo foi possivel a partir dos dados de RMN 13¢c.
S&@o observados no espectro de RMN 13C de 15S3-ES4, juntamente com o0s

sinais relativos ao esqueleto esteroidal do estigmasterol e sitosterol, um sinal
de um carbono anomérico em §; 102,6, sinais de carbonos metinicos em J¢
77,3, 78,6, 71,8 e 78,4 e um sinal de carbono metilénico em & 62,9; a partir
desses esses dados, concluiu-se que a unidade de aclUcar é a D-glicopiranose.
Os deslocamentos quimicos dos carbonos de ES3-ES4 sdo colocados na
Tabela 37 (p.109); esses valores foram comparados com aqueles do sitosteril
B-D-piranoglicosidio, cujo espectro foi obtido também em piridina deuterada.

A acetilacdo de ES3-ES4 levou a formacdo dos derivados tetra-acetilados
ES3ac e ES4ac. No espectro no IV desse derivado (Espectro ES3-4ac.l, p. 82-
A), as absorcbes atribuidas aos estiramentos das ligacdes O-H e C-O intensas
da unidade de acUcar estdo ausentes, dando lugar as absorcdes de grupo
carbonilico (1753 cm™) e C-O (1228 cm™) de acetato.

Os dados de RMN H da mistura ES3ac-ES4ac foram comparados com
aqueles do derivado tetra-acetilado do sitosteril B—D—glicopiranosidiolo, cujos
espectros foram obtidos em cloroférmio deuterado. A orientacdo ela ligacdo
glicosidica em ES3ac e ES4ac, e por conseguinte de ES3 e ES4, foi definida a

partir da constante de acoplamento do sinal atribuido ao hidrogénio anomérico
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(H-1). Juntamente com o0s sinais do esqueleto esteroidal, que ndo serdo
repetidos, sdo observados o0s seguintes sinais nesse espectro (Espectro E-S3-
4ac.2, pp. 83-84-A):

- singletos relativos aos grupos acetatos em oy 2,08; 2,05; 2,02 e 2,00;

- um dupleto atribuido ao hidrogénio anomérico H-1' em &y 4,58 (J= 8,0 Hz),
condizente com uma configuragdo B da ligagdo glicosidica;

duplos-dupletos em &y 4,25 (J=12,1 e 4,9 Hz) e 4,11 (J= 12,3 e 27),
atribuidos a H-6a' e H-6b'

- um mutipleto em &, 3,67, associado a H-5
- 0s tripletos em 8H 5,19 (J= 9,5 Hz) e 5,05 (J=9,5 Hz) e o duplo-dupleto em o
4,95 (J= 9,5 e 8,0 Hz), atribuidos a H-4', H-3' e H-2', respectivamente.

Também encontram-se na 37 (p. 109), os dados de RMN 13¢ dos derivados
acetilados ES3ac e ES4ac. Os espectros de RMN 13c e de RMN %BC-DEPT
(Espectros ES3-4ac.3 e ES3-4ac.4) encontram-se no Caderno A (pp. 83 a 90-
A)

A hidrolise acida da mistura ES3-ES4 levou a formacdo dos esteroides livres,
ES1 (estigmasterol) e ES2 (sitosterol), o que foi verificado atravées da CCDC e
de CG/EM. O cromatograma da fase orgénica dos produtos da hidrdlise
(esterdides livres) encontra-se no Caderno A (Cromatograma ES3-4hid, p. 91-
A), onde sdo comparados o0s tempos de retencdo dos referidos produtos de
hidrélide com aqueles da fracdo ES1-ES2, assim como seus espectros de
massas (Espectros ES3-4hid.1, pp. 92 e 93-A), confirmando a identificacdo das

agliconas de ES3 e ES4.
Com esses dados, concluiu-se que ES3-ES4 corresponde a uma mistura do

3-0-PB - D - glicopiranosil - estigmasta - 5, 22 - dieno (estigmasteril B - D -
glicopiranosidio) e do 3-O-B-D-glicopiranosil-estigmasta-5-eno  (sitosteril  B-D-

glicopiranosidio).

c) Determinacdo estrutural dos esterdides esterificados ES5 e ESG6:

A fracdo contendo ES5 e ES6 foi identificada como uma mistura de ésteres

graxos do estigmasterol e do sitosterol, respectivamente. Essas substancias
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encontravam-se no extrato hexanico da raiz numa propor¢cdo bem maior do no
mesmo extrato das partes aéreas. A presenca da mistura ESS-ES6 no extrato
hexanico da raiz representava a Unica diferenca visivel na CCDC entre os dois
extratos hexanicos, da raiz e das partes aéreas.

O espectro de RMN 'H da mistura ESS-ES6 (Espectro ES6-6.1, pp. 94 e 95-
A) apresenta um dupleto de hidrogénio olefinico em oy 5,34 (H-6) e dois sinais
em 5,15 e 5,05, provavelmente duplos-dupletos, atribuidos a H-22 e H-23 de
ESS, respectivamente. S&o observados também singletos em &, 1,01 (H-19) e
0,69 e 0,67 (H-18 dos dois esteroides). Podem ser assinalados os sinais do
grupo (CH,),, em &y 1,24, da metila terminal do éster em 0,85 e do H-3 em
4,60.

A identificacdo dos ésteres graxos do estigmasterol e do sitosterol e
confirmada pela analise dos dados de RMN 3¢, apresentados na Tabela 38,
p.109) e, cujo espectro (Espectro ES5-6.2) é colocado no Caderno (pp. 96 a
99-A).
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Tabela 37: Dados de RMN "*C (75 MHz) do estigmasterol (ES1) e sitosterol
(ES2) em CDCls, dos glicosidios (ES3 e ES4) em piridina-Ds, e dos derivados

acetilados (ES3ac e ES4ac) em CDCls, juntamente com dados da literatura.




1o

Tabela 38: Dados de RMN *C (8¢, 75 MHz, CDCl; dos ésteres graxos do
estigmasterol (ES5) e do sitosterol (ES6):

ES5 ES6
37,5 39,7
31,9 42,2
73,7 56,7
42,3 24,3
139,7 28,2
122,6 56,1
31,9 11,8
31,8 19,0
50,1 254
36,6 19,8
21,0 34,0

E citada a ocorréncia dos esterodides estigmasterol e sitosterol, tanto livres
como glicosilados, em espécies de Pluchea; por outro lado, a ocorréricia

desses esterdides esterificados n&o fora citada anteriormente (Cap. 4, p. 24 ).
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6.5 Determinacdo das estruturas dos sesquiterpenos isolados:

6.5.1 Sesquiterpenos derivados da cuautemona:

A ocorréncia de sesquiterpenos eudesmanicos, especialmente da
cuautemona (A) e derivados, € muito comum em espécies de Pluchea, como
verificado no Capitulo 4. A cuautemona foi inicialmente isolada de P. odorata,
uma planta medicinal encontrada no Meéxico, conhecida como "cuauhtemat!”,

usada no tratamento de problemas de senhoras®?.

Os sesquiterpenos derivados da cuautemona isolados de P. quitoc foram
divididos em grupos levando-se em conta suas semelhancas estruturais, a fim

de facilitar a discusséo das propostas estruturais.

a) Grupo 1:

Foram incluidos no primeiro grupo 0S sesquiterpenos que apresentam o
esqueleto do tipo eudesm-7(11)-8-ona ou eudesm-6-en-8-ona (com oxidacdes
em 3 e 4). As substancias SQ1, SQ2, SQ7, SQ8 e SQ9, cujas estruturas

encontram-se abaixo, fazem parte do Grupo 1.

SO1: R= SQ2: Ri=OAc.Ry=H
QI R=f OAc SQ8: R;= o OH; Ry= H

SQ7: R=a OH
Q7 R=0.0 SQY: R;= o OH; R,= OH
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Sdo colocadas na Tabela 39, as principais absorcdes (em cm™) dos
espectros no IV das substancias do Grupo 1, juntamente com 0S grupos

funcionais corrrelatos.

Tabela 39: Dados dos espectros no IV (cm™) dos sesquiterpenos do Grupo 1,
obtidos em filme.

N°. do espectro,
p.
SQ1.1,
100-A
SQ2.1,
121-A
SQ7.1,
112-A

SQ8.1,

131-A
SQ9.1,
141-A
*Absorc¢do tipica de carbonila conjugada a ligagéao dupla.

Sesquiterpeno  SQ1:

A estrutura de SQ1 é colocada abaixo, juntamente com a do substituinte em

C-3, o grupo angelato.

Angclato:

Os dados do espectro no IV de SQI1, colocados na Tabela 39, séo
sugestivos da presenca de grupos carbonilicos de cetona conjugada e de éster
saturado; a absorcdo atribuida a carbonila conjugada do grupo angelato
encontra-se superposta pelas primeiras. A auséncia de grupo hidroxilico pode

ser inferida.



O espectro de RMN 'H de SQ1 (Espectro SQ1.2, pp. 101 a 104-A) apresenta
sinais que podem ser prontamente assinalados e, dentre estes, incluem-se:
- sinais do grupo angelato em oy 6,05 (qq, J = 7,2 e 1,5 Hz), 1,96 (dq, J = 7,2 e
1,5 Hz) e 1,89 (dqg, J - 1,5 e 1,0 Hz);
- sinal de hidrogénio ligado a carbono esterificado em dy 5,93 (dd, J = 11,4 e
5,1 Hz), cujas constantes de acoplamento indicam a posi¢cdo e configuracdo do
grupo eéster (3B orientado num anel de seis membros em SQ1). Assim como
SQ1, os demais sesquiterpenos do Grupo 1 e dos Grupos 2 e 3 apresentam
em sua estrutura o grupo angelato (3B-AngO), cuja localizagdo e a
configuracdo foram propostas a partir dos valores das constantes de
acoplamento dos hidrogénios H-3 dos espectro de RMN h;
- singletos atribuidos a metilas em &, 0,95 (de uma metila angular) e em 1,38;
- sinais de metilas ligadas a ligagdo dupla em & 1,77 (d, J = 1,1 Hz) e 1,95 (d, J
= 1,5 Hz);
- singleto da metila do grupo acetato em Jy 1,94, que apesar de estar
superposto a um dos sinais das metilas do grupo angelato € possivel assinala-
lo verificando-se a integracdo dos sinais. A posicdo do grupo acetato pode ser
deduzida a partir do deslocamento quimico de H-3, uma vez que a presenca
desse grupo em C-4 causa uma desprotecdo de H-3 em relacdo a substancia
hidroxilada. A partir dessas informacdes, pode-se propor a seguinte estrutura

parcial para SQ1:

| o

AngO AN

AcO

Os demais sinais no espectro de RMN 1H foram atribuidos com auxilio, dos
dados do espectro de COSY 'H-1H (Espectro SQ1.5, p 109-A ).

sinal de H-5 em &y 3,16 (dd, J = 13,2 e 4,3 Hz), cujas constantes de
acoplamento sdo caracteristicas de juncdo trans dos anéis. Assim como SQ1,

todos os sesquiterpenos isolados de Pluchea quitoc apresentam juncdo dos
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anéis do tipo trans, deduzida a partir das constantes de acoplamento de H-5
ou das, constantes de acoplamento de H-6.

- sinais de H-6a em dy 2,65 (dd, J = 15,4 e 4,3 Hz) e de H-613 em & 2,27 (m);

- sinais de H-9a e H-9b em oH 2,20 (d, J = 14,9 Hz) e 2,26 (d, J= 14,9 H2z).

Os dados de RMN 'H de SQ1 encontram-se resumidos na Tabela 40 (p.
121).

Os dados espectrais de SQ1 sdo semelhantes aqueles do seu epimero em
C-4 (estrutura B) isolado de P. suaveolens®® e Epaltes divericata'*. No espectro
de SQ1, o hidrogénio H-5 (84 3,16) encontra-se mais desprotegido do que H-
6a (O 2,65), enquanto que no epimero B, o sinal de H-6o. encontra-se em J
3,19 e o sinal de H-5 ndo foi assinalado. Os dados de RMN 'H de B 13
encontram-se na Tabela 40. A diferenca entre os deslocamentos quimicos de
Me-15 de SQ1 e B é muito pequena (0,03 ppm) para que possa ser usada para

caracterizar a presenga de um ou outro epimero.

Os dados de RMN BcC de SQ1 (Espectro SQ1.3, pp. 105 a 107-A)
encontram-se na Tabela 42 (p. 123). Os assinalamentos dos deslocamentos
quimicos dos carbonos foram propostos com base nos dados dos espectros de
RMN 3C-DEPT (Espectro SQ1.4, p. 108-A) e de COSY !3C-'H (Espectro
SQ1.6, p. 110-A). Os deslocamentos quimicos de C-4 e C-15 para SQl e B
diferem: em SQ1, C-4 estd 3,9 ppm mais desprotegido e C-15 encontra-se 1,6
ppm mais protegido. Essas diferengcas dos dados de SQ1 e B vem corroborar
com a proposicdo de que as configuragbes em C-4 das mesmas S&0 opostas.
Os dados de RMN '3C de B também encontram-se na Tabela 42.

O espectro de massas de SQ1 encontra-se no Caderno A (Espectro SQ1.7,
p. 111-A) e respectivo esquema de fragmentacdo € apresentado na péagina 180

(Esquema 1).



A substadncia SQ1, quando inicialmente isolada, representava um produto

natural novol®.

Sesquiterpeno SQ7:

AngO

SQ7

Os dados de IV da Tabela 39 (p. 112) sdo sugestivos da presenga ele grupos
carbonilicos de cetona e éster conjugados, e hidroxilico.

O espectro de RMN 'H de SQ7 (Espectro SQ7.2, pp. 113 a 116-A) guarda
algumas semelhancas com aquele de SQ1. Os dados de RMN 'H de SQ7
encontram-se na Tabela 40 (p. 121). Uma das principais diferencas entre o0s
dados de RMN 'H de SQ7 e SQ1 é o deslocamento quimico atribuido a H-3; o
hidrogénio H-3 esta mais protegido em SQ7 (dy 4,78) do que em SQ1 (&4 5,93),
devido a auséncia em C-4 do grupo acetato que tende a desproteger H-3
Também devido a auséncia do efeito de desprotecdo do grupo acetato em C-4,
0s hidrogénios H-5 e Me-15 em SQ7 encontram-se mais protegidos (H-5: ~ oy
1,80 e 3,16; Me-15: &y 1,22 e 1,38, para SQ7 e SQ1, respectivamente). Por
outro lado, H-6o0. estd mais desprotegido (6 3,02 e 2,65 para SQ7 e SQ1).

A configuracdo a da hidroxila em C-4 foi proposta a partir do deslocamento
quimico da metila Me-15 (84 1,22), uma vez que a configuracdo oposta levaria
a uma protecdo de Me-15%.

A substancia SQ7 foi isolada anteriormente de P. suaveolens!®. Os dados
de RMN !H descritos na literatura para SQ7 sdo incluidos na Tabela 40 (p. 1:21)
para fins de comparacéo.

Os dados de RMN 13C de SQ7 (Espectro SQ72, p. 117-A) encontram-se na
Tabela 42 (p. 123). Os assinalamentos foram propostos com base nos dados
dos espectros de RMN '3C-DEPT (Espectro SQ7.3, p. 118-A ) e de COSY 3c-
'H (Espectro SQ7.4, p. 119-A). Quando sdo comparados os deslocamentos

quimicos dos carbonos C-4, C-3 e C-5 de SQ7 e SQ1, verifica-se que o grupo
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hidroxilico em C-4 causa efeitos de desprotecdo nesse carbono (C-4) e de
protecdo em C-3 e C-5, menores do que 0 grupo acetato.
O espectro de massas de SQ7 (Espectro SQ7.6, p. 120-A), cuja

interpretacdo encontra-se na pagina 181 (Esquema 2), estd de acordo com a

proposta estrutural.

Sesquiterpeno  SQ2:

Os dados espectrais da Tabela 39 (p. 112) para SQ2 indicam presenca de
grupos carbonilicos (de cetona conjugada e de éster saturado) e hidroxilico.

O espectro de RMN 'H de SQ2 (Espectro SQ2.2, p. 122 a 124-A), cujos
dados encontram-se na Tabela 41 (p. 122), apresenta 0s sinais caracteristicos
do grupo angelato. O sinal de H-3 é observado em J, 6,00, desprotegido e,
portanto, vizinho a um grupo acetato, cujo sinal encontra-se em oy 1,98. O sinal
da metila angular Me-14 encontra-se em &y 0,97 e o de Me-15 em Jy 1,34.
Quando é comparado ao espectro de RMN 'H de SQ1, verifica-se que o
espectro de SQ2 n&o apresenta os sinais de metilas ligadas a uma ligagao
dupla; por outro lado, é observado um sinal de hidrogénio olefinico em &, 6,83
(d, J = 2,2 Hz), cuja ligagdo dupla deve estar conjugada a carbonila sendo, por
isso atribuido a H-6. H&, também, singletos em &y 1,42 e 1,40, atribuidos a Me-
13 e Me-12, juntamente com um sinal em 3, 4,12 de hidrogénio do grupo
hidroxilico em C-11 que desaparece com adicdo de D,O (Espectros SQ2.6 e
SQ2.7, pp. 128 e 129-A). Provavelmente, a hidroxila em C-11 forma ponte de
hidrogénio com a carbonila em C-8, uma vez que o hidrogénio desse grupo
encontra-se mais desprotegido em relagdo aqueles de hidroxilas que nao

formam pontes. O sinal de H-5 encontra-se em dy 4,02; esse deslocamento é
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justificado pelo fato de H-5 ser alilico e pela presenca de um grupo acetato em
C-4. A configuragdo 13 do grupo acetato em C-4 foi proposta a partir da analise
dos deslocamentos quimicos de H-6 (34 6,83) e Me-15 (8y 1,34), pois na
presenca de um grupo com orientacdo oposta, H-6 e Me-15 ficam mais
desprotegidos”’; esse efeito pode ser verificado quando sdo comparados o0s
dados de RMN 'H do epimero em C-4 de SQ2 (estrutura C) isolado de P.
suaveolens’® (04 7,10 e 1,40 para H-6 e Me-15, respectivamente). Os demais

dados de RMN H de C encontram-se na Tabela 41 (p. 122).

Os dados de RMN 13C de SQ2 (Espectro SQ2.3, p. 124-A), s&o
apresentados na Tabela 42 (p. 123) e foram definidos com auxilio dos dados
dos espectros de RMN 13C-DEPT (Espectro SQ2.4, p. 125-A ) e de COSY 3c-

14 (Espectro SQ2.5, pp. 126 e 127-A).
O espectro de massas de SQ2 (Espectro SQ2.8, p. 130-A), cuja

interpretacdo encontra-se na pagina 181 (Esquema 3), estd de acordo com a

proposta estrutural. Esse foi o primeiro relato do isolamento de SQ215.

Sesquiterpeno  SQS8:
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S&o observadas no espectro no IV de SQ8, cujos dados estdo na Tabela 39
(p. 112), absorcdes de grupos carbonilicos (de cetona e éster conjugados) e
hidroxilico.

O espectro de RMN *H de SQ8 (Espectro SQ8.2, pp. 132 a 134-A) é muito
semelhante ao de SQ2; as diferencas entre esses dados espectrais (Tabela
40, p.121) sdo devidas a auséncia do grupo acetato em C-4 e a presenca de
uma hidroxila nesse carbono: os hidrogénios H-3, H-5 e H-15 estdo mais
protegidos. Os singletos largos em &H 2,77 e 4,34, que desaparecem com a
adicdo de D20 (Espectros SQ8.6 e SQ8.7, pp. 138 e 139-A ), sdo atribuidos
aos hidrogénios das hidroxilas ligadas a C-4 e C-11, respectivamente.

Os dados de RMN 3C de SQ8 (Espectro  SQ8.3, p. 135-A), séo
apresentados na Tabela 42 (p. 123) e foram definidos com auxilio dos dados
dos es pectros de RMN *3C-DEPT (Espectro SQ8.4, p. 136-A ) e de COSY 3c-
'H (Espectro SQ8.5, p. 137-A).

O espectro de massas de SQ8 (Espectro SQ8.8, p. 140-A), cuja
interpretacdo encontra-se na pagina 182 (Esquema 3), esta de acordo com a
proposta estrutural.

O isolamento de uma substancia com a estrutura de SQ8 foi relatado
anteriormente no estudo fitoquimico de P. suaveolens®; no entanto, nos
resultados da investigacdo fitoquimica de P. symphytifolialG, a proposta foi

corrigida para a estrutura correspondente a de SQ9, apresentada a seguir.

Sesquiterpeno SQ9:

Os dados do espectro no IV de SQ9 sdo muito semelhantes aos de SQ8

(Tabela 39, p. 112). As diferencas estruturais entre essas substancias tornam-
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se evidentes através das andlises dos seus dados de RMN 'H (Tabela 41, p.
122).

Sdo0 observados, no espectro de RMN *H de SQ9 (Espectro SQ9.2 p. 1.42 a
145-A), sinais do grupo angelato, das metilas Me-14 e Me-15, de H-5, H-9 e H-
3 com deslocamentos quimicos semelhantes aos observados no espectro de
SQ8. Os hidrogénios olefinico H-6, metilicos Me-12 e Me-13, todavia,
encontram-se mais desprotegidos. H4, ainda, sinais que desaparecem
mediante adicdo de D,0 em Jy 8,77 e 3,28 (Espectros SQ9.6 e SQ9.7, pp. 149
e 150-A), atribuidos aos hidrogénios dos grupos hidroperoxido e hidroxilico,
ligados, respectivamente, aos cabonos C-11 e C-4. A presenca de um grupo
hidroperéxido ligado ao carbono C-11 nos sesquiterpenos com o esqueleto do
tipo de SQ9 causa os efeitos de desprotecdo em H-6, Me-12 e Me-13
observados em relacdo agueles com um grupo hidroxilico nessa posi¢cao; além
disso, o deslocamento em Oy 8,77 é mais provavelmente devido a um grupo
hidroperéxido do que hidréxido®®.

O epimero de SQ9 conhecido como pluchecina (estrutura D) foi isolado de P.
argutal’ Os dados de RMN 'H de D foram incluidos na Tabela 41 para fins de
comparagdo com aqueles de SQ9. Mediante analise dos mesmos, verifica-se
que os hidrogénios de Me-15 e H-6 de SQ9 (64 1,23 e 7,22, respectivamente)
estdo mais desprotegidos do que aqueles de D (84 1,18 e 6,83), 0o que pode

ser justificado pelas configuracdes opostas em C-4'7.

OOH
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A presenca de um grupo hidroperoxido ligado ao carbono C-11 de SQ9
causa modificagbes no seu espectro de RMN 3¢ (Espectro SQ93, p.146-A)
em relagdo ao de SQS, como pode ser verificado na Tabela 42 (p. 123) Os
assinalamentos do espectro de RMN 3¢ de SQ9 foram propostos com base
nos dados dos espectros de RMN 13C-DEPT (Espectro SQ9A, p. 147-A ) e de
cosy 3c-H (Espectro SQ9.5, p. 149-A). O efeito do grupo hidroperdxido ou
hidroxido nos dados de RMN 13C (100 MHz, espectros em CDCl;) 18 foi
analisado nas substancias E e F: o grupo hidroperoxido tende a desproteger o
carbono ao qual esta ligado e proteger os carbonos metilicos vizinhos, em
relaco a presenca de um grupo hidroxilico, como evidenciam o0s

deslocamentos quimicos dos carbonos de E e F.

30,24

/\/Q)”
N
E:R= 710~ 30, 14

24 5%

/\/k)()}l
0 pr=-"X Q2 N 24.6%

* # podem cstar invertidos

O espectro de massas de SQ9 (Espectro SQ9.8, p. 151-A), cuja interpretacédo

encontra-se na pégina 182 (Esquema 4), estd de acordo com a estrutura.
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Tabela 40: Dados de RMN 'H em CDCl; de SQ1e SQ7 (300 MHz), juntamente
com os encontrados na literatura para B e SQ7 (270 MHz).

13 SQIR- BOAG
T OSQTR wOH
B: R« OAc

SQ1
593 dd
(11,4; 51) (11,5; 4,5)
3,16 dd na
(13,2; 4,4)

2,65 dd 3,19 dd
(15,4, 41) (13; 4)
227 m na
220d 223d
(14,9) (15)
226d 228d
(14,9) (15)
1,96 d 201d
(1,5) (2)
1,77 d 1,80 s/

(1,1)

0,95s 0,99s

1,38s 141s
6,05 qq 6,08 qq
(7,2; 1,5) (7;1,5)
1,96 dg 1,99 dg
(7,2; 1,5) (7; 1,5)
1,89 dg 1,92 dq
(1,5;1,5) (1,5; 1,5)
194s 1,97 s

* Sinais desaparecem pela adi¢do de D,O; # sinais sobrepostos;

na Deslocamentos quimicos nao atribuidos; constantes de acoplamento (.J)
em Hz entre parénteses.



Tabela 41; Dados de RMN 'H de SQ2, SQ8 e SQ9 em CDClz (300MHz) e os

encontrados na literatura para SQ9, Ce D.

SQ2:R) BOAc Ry H

SOR Ry Ol Ry H

509: Ry wOH; Ry~ OH
C: Ry wOAc Ry I
D: Ry BOH; Ry O

sQ2 c®

6,00dd 6,04 dd
11,3:56) (11; 5)
402d  405d

sQ9 sQ9#

487dd 487dd
(11,5;49) (11;95)

265d  263d
(2.2) (2) (2,0) (2)

683d  7,10d 722d  725d
(2.2) (2) (2,0) (2)

230d  229d 229s  231s
(15,8) (15)

237d  236d 229s  231s
(15,8) (15)

1,40s  146s 145s  150s

1,42 s 1,51s
0,97 s 1,00 s
1,34 s 1,40 s
6,089 6,09 qq
(7.3:14) (7,15)
1,98dg 2,00 dg
(7,3;1,4) (7;1,5)
.90 dg 1,92 dg
(1.4,14) (1,515
1,98 s 201s

1,48 s 191s
0,95s 0,99 s

1,23 s 1,26 s
61399 615qq
(7,2,1,4) (7,1,5)
200dg 2,02dq
(7,2,1,4) (7,1,5)
1,90 dg 1,93 dg
(1,4, 1,4)

* Sinais desaparecem com a adi¢ao de D;0; na Deslocamentos quimi‘cos néo
atribuidos; # estrutura corrigida™®.



Tabela 42: Dados de RMN '°C para as substancias SQ1, SQ2, SQ7-SQ9 em
CHCI3 (75.4 MHz)#, juntamente com os dados de B e D.

AugQ)
Ry

15

SOI:R- BOA SQ%R, POAgRy 1
Q1 Ac
T SQ8: OH: R,
SQ7:R= o OH SQ8: R, “u OH; R, 1T
B: R+« OAc SQ9:R;, a O Ry OH
D: Ry BOH: Ry= OH

sQ1

37,7

2538

74,0

87,4

44,9

25,6

129,9

201,8

59,9

36,9 :
1445 146,097 :
233 23740
225 23071 |
194 19,302
16,7 18327
167,0 166,504
1280 128,225
137,7 137,104*
157 15857
206 22,861
227 22,001

1703 169,624 |
# As multiplicidades dos carbonos foram determinadas através de DEPT.

*Valor corrigido.



b) Grupo 2: Foram incluidas neste grupo as substancias SQ3, SQ5, SQ6 e
SQ18, cujas estruturas encontram-se abaixo.

Ang

SQ6

SQ18

S3o listadas na Tabela 43, as principais absorgdes dos espectros no IV dos

sesquiterpenos do Grupo 2, juntamente com os respectivos grupos funcionais.
Né&o foi obtido o espectro no IV para a substancia SQ18.

Tabela 43: Dados dos espectros no IV (cm”) de SQ3, SQ5 e SQ6 em
filme.

C-0O de
cetona
3458

Ester

1247
3424

1148
1706*

1240
3464

1154

1240
*Absorcao tipica de carbonila conjugada a hgaga&) dupla.

1158

124
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Sesquiterpeno  SQa3:

Os dados do espectro no IV de SQ3 (Tabela 43, p. 124) evidenciam
absorcbes de grupos carbonilicos de ésteres (conjugado e ndo conjugado) e
hidroxilico. Observa-se, ainda, auséncia da absorcdo de carbonila em
conjugagdo com insaturacao.

Sio prontamente identificados no espectro de RMN 'H de SQ3 (Espectro
SQ32, p. 154 a 156-A; Tabela 44, p. 132) os seguintes sinais:

- de grupos angelato (3c) e acetato;

- de hidroxila (64 3,16) que desaparece com a adicdo de D,O (Espectros
SQ3.8 e SQ3.9, pp. 161 e 162-A);

- da metila Me-15 (& 1,34);

da metila Me-14 (34 1,21), que estd mais desprotegida do que nos

sesquiterpenos discutidos anteriormente;

- de metila ligada a ligacdo dupla (84 1,59), associada a Me-13;

- do hidrogénio H-3 (34 5,20), cujo deslocamento caracteriza a presenca dos
grupos angelato e acetato nas posicoes 3 e 4.

Ha, ainda, sinais de dois hidrogénios carbindlicos (dy 4,65 e 4,03) atribuidos
a um grupo -CH,O-, associado aos H-12 (H-12' e H-12").

O espectro de RMN 3¢ (Espectro SQ3.3, p. 157-A; Tabela 45, p. 134) néo
apresenta sinal de carbonila cetdnica, sendo observado um sinal em dc 97,14
caracteristico de carbono hemiacetalico que foi associado ao C-8. O espectro
de COSY !H-'H (Espectro SQ3.5, p. 159-A) mostra forte interacdo entre o0s
sinais em &, 4,65 e 4,03 (de H-12' e H-12") e espectro de COSY 3C-H
(Espectro SQ3.6, p. 160-A) evidencia correlagbes entre os sinais em oy 4,615 e

4,03 (de H-12' e H-12") e o sinal em & 72,9 (um CH, no espectro de RMN 13¢.
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DEPT, Espectro SQ3.4, p. 158-A). Com base nessas evidéncias, foi proposta a
estrutura de SQ3 na qual um anel diidrofuranico esta presente.

A configuracdo em C-4, com o grupo acetato com orientacdo B, foi proposta
levando-se em conta as semelhancas nos dados de RMN de SQ3 e SQl1 que
também possui um grupo 4B-ACO. O espectro de COSY 3¢y (p. 160-A) de
SQ3 evidencia que H-500 (64 2,71) esta mais desprotegido do que H-6a (dy
2,51), como na substancia SQ1. Além disso, os deslocamentos quimicos de C-
4 (8- 87,6) e C-15 (3¢ 17,0) sdo muito semelhantes aos observados em SQ1
(6c 87,4 e 16,7, respectivamente para C-4 e C-15).

A estereoquimica em C-8, com a hidroxila mantendo uma orientacdo [, foi
proposta a partir da observacdo de que a metila Me-14 encontra-se
desprotegida (8 1,21) como citado acima, provavelmente devido a um efeito
diaxial 1,3 com aquele grupo. Efeito semelhante € observado na substancia G,
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isolada de P. rosea”, onde o deslocamento quimico de Me-14 é &y 1,25.

Experimentos de RMN 'H com dupla irradiagdo (Espectros SQ3.10 a
SQ3.14, pp. 163 a 167-A) foram conduzidos para confirmar a proposta
estrutural de SQ3 e cujos resultados sdo resumidos a seguir:

- a irradiagdo em (8y 4,66 (H-12') modifica o sinal em &y 4,03 (dd, J - 16,2 e 1,9
Hz) de H-12" para um singleto largo, o que evidencia a forte interagdo entre os
hidrogénios H-12;

- a irradiagdo em 3§y 1,59 (Me-13) modifica o sinal em & 4,65 (dd, J = 16,3 e 0,8
Hz) de H-12" para um dupleto (J =16,3 Hz), o que mostra uma interacdo a
distancia de Me-13 com H-12"; é observada também uma alteracdo do sinal em
OoH 2,53 (H-6a que perde parte de seu desdobramento (de menor J), indicando

interacdo a distancia entre Me-13 e H-6 o;
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- a irradiacdo em Jy 2,53 (H-60) afeta o sinal em o 2,73 (dd, J = 13,0 e 2,5
Hz) de, H-50. que se transforma em um dupleto (J = 13,0 Hz) e o sinal em dy
2,07 (tl, J= 13,9 Hz) de H-6B que se transforma em um dupleto (J = 13,9 Hz);
0S sinais em oy 4,66 e 4,03 (de H-12' e H-12", respectivamente) nao sofrem
alteracdo; o que evidencia que H-6a. acopla com H-6B e H-5¢;
- a irradiacdo em oy 2,07 (H-6B) modifica o sinal em &y 2,53 (dd, J = 113,8 e 2,5
Hz) de H-6a. que se transforma em um dupleto largo (J = 2,5 e ~1 Hz), o sinal
em OH 2,73 (dd, J = 13,0 e 2,5 Hz) de H-5a que se transforma em um dupleto
(J = 2,5 Hz), o sinal em §y 4,03 (dd, J = 16,2 e 1,9 Hz) de H-12" que se
transforma em um dupleto (J = 16,2 Hz) e o sinal em & 4,66 (dd, J = "15,9 e 2,2
Hz) de H-12' que se transforma em um dupleto (J = 15,9 Hz), evidenciando
que além dos acoplamentos esperados de H-6 com H-6a e H-50. ha
interacdo a distancia de H-6B com H-12' e H-12".

O espectro de massas de SQ3 (Espectro SQ3.15, p. 168-A) mostra 0 pico
relativo ao fion-molecular (m/z 390, 27%). Os demais picos sdo condizentes

com a proposigado estrutural (Esquema 6, p. 183).

Sesquiterpeno  SQ5:

SQ5
Absor¢des caracteristicas de grupos hidroxilico e carbonilico de éster

conjugado estdo presentes no espectro no IV da substdncia SQ5 (Tabela 4.3, p.
124).

O espectro de RMN 'H de SQ5 (Espectro SQ5.2, pp. 170 a 174-A), cujos
dados encontram-se na Tabela 44 (p. 132), apresenta sinais de grupos
angelato e acetato, bem como sinais em dy 0,93 e 1,36, atribuidos as metilas
Me-14 e Me-15, respectivamente. S&o observados, ainda, um quarteto em Jy

5,10 (J =1,4 Hz) e um singleto largo em &y 4,92 que integram um hidrogénio



cada e atribuidos a hidrogénios olefinicos metilénicos (H-13' e H-13") e o
singleto largo em oy 1,66 é associado a uma metila (Me-12) ligada a ligagéo
dupla. Os sinais de H-50, H-6a, H-6B, H-9a e H-9B foram também assinalados
O sinal em d, 4,08, que desaparece pela adicdo de D,O (Espectros SQ5.8 e
SQ5.9, pp. 181 e 182-A), foi atribuido ao hidrogénio do grupo hidroxilico ligado
ao carbono C-7, o qual, provavelmente, deve formar ponte de hidrogénio com a
carbonila em C-8, uma vez que estd desprotegido, como nos nas substancias
SQ2 e SQ8.

O espectro de RMN 3¢ (Espectro SQ5.3, p. 175-A) mostra um sinal de
carbono carbonilico (de carbonila ndo conjugada) em 6. 211,3 (C-8),
juntamente com sinais em o- 143,9 e 115,1 de ligacdo dupla vinilidénica (C-11
e C-13, respectivamente). Os demais dados de RMN 3¢ encontram-se na
Tabela 45 (p. 134) e foram propostos com auxilio dos dados obtidos dos
espectros de RMN 3C-DEPT (Espectro SQ5.4 , p. 176-A) e COSY c-H
(Espectro SQ5.6, pp. 179 e 180-A).

A estereoquimica no carbono C-4 foi proposta levando-se em conta o0s
deslocamentos quimicos de C-4 e C-15 (80 86,7 e 16,8, respectivamente), em
relacdo aqueles de SQ1 (4B-AcO, dc 87,4 e 16,7) e da substancia D p. 119
(4a-AcO, dc 83,4 e 19,3); os dados apresentados s&o sugestivos da mesma
configuracdo em C-4 para as substancias SQ5 e SQ1, ou seja com 0 grupo
acetato com orientagdo p.

Algumas interacdes adicionais entre os hidrogénios de SQ5 podem ser
inferidas através da analise do espectro de COSY H,1H (Espectro SQ5.5, p.
177- e 178-A) e foram usadas para confirmar os assinalamentos desses
hidrogénios. H& interagbes entre os hidrogénios olefinicos H-13' e H-13" entre
si e com a metila Me-12, juntamente com o0s esperados acoplamentos entre H-
50, H-600. e H-6B. Apenas um dos hidrogénios H-9 (84 2,55.) mostra
acoplamento a distancia com Me-14, de onde se concluiu que este se tratava
do H-9a, pois pode ter acoplamento a distancia em W com Me-14. N&o séo
observados acoplamentos a distancia entre a metila Me-15 com H-5a ou com

H-3a, o que vem confirmar a orientacdo a da Me-15 (e, por conseguinte, do
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grupo 4B-AcO), pois na configuracdo oposta acoplamentos em W seriam
esperados.

A estereoquimica em C-7 foi proposta a partir da analise do deslocamento
quimico de H-9a (84 2,55). Um efeito de desprotecdo diaxial 1,3 da hidroxila

7a-OH pode justificar a desprotecdo de H-9a de SQ5, em relacdo a outros

sesquiterpenos afins, como SQ6.

O espectro de massas de SQ5 (Espectro SQ5.9, p. 183-A) apresenta picos

condizentes com a proposi¢ado estrutural (Esquema 7, p. 183).

Sesquiterpeno  SQ6:

O espectro de RMN 1H em cloroformio deuterado de SQ6 (Espectro SQ6.2,
p. 185 a 187-A) apresenta sinais que sdo prontamente atribuidos ao grupo 3f-
angelato, H-3 (84 4,83), as metilas Me-14 (64 0,90) e Me-15 (84 1,15), as
metilas de um grupo isopropilico Me-12 ((8y 0,99) e Me-13 (o4 0,99). Os demais
assinalamentos, encontrados na Tabela 44 (p. 132) foram possiveis a partir dos
dados do espectro de COSY 13¢c.Iy (Espectro SQ6.6, p. 192-A), uma vez que
muitos dos sinais de hidrogénios estdo sobrepostos, como H-98 e H-6o (dy
2,3), assim como H-50, H-6a, H-7o0 e H-11a (642,0).

O espectro de RMN 13¢ (Espectro SQ6.3, pp. 188 e 189-A; Tabela 45, p.
134) apresenta, entre outros, um sinal de carbonila de cetona ndo conjugada
(8¢ 2"13,6), dois sinais de carbonos oxidados atribuidos a C-3 e C-4 (8¢ 81,3 e
74,0, respectivamente) e o0s sinais caracteristicos do grupo isopropilico (d¢
28,1; 20,70 e 20,94), confirmados a partir dos dados dos espectros de RMN
13C.DEPT (Espectro SQ6.4, p. 190-A) e de COSY 13c-IH.

As absorcdes mais importantes do espectro no IV (Tabela 43, p. 124)

evidenciam a presenca de hidroxila (3463 cm'l) e carbonila de éster conjugado



(1.706 e 1240 cm™). Como a absorcdo devida a carbonila de cetona tende a
ser menos intensa do que a de éster, a primeira deve estar superposta por
essa Ultima.

O espectro de COSY H-'H (Espectro SQ6.5, p. 191-A), obtido em
cloroformio deuterado, apresenta correlagbes do hidrogénio olefinico do grupo
3B-angelato e de H-3; as demais encontram-se muito proximas ou superpostas
e, portanto, de dificil interpretacéo.

Os dados do espectro de RMN *H de SQ6 obtido em benzeno deuterado
(Espectro SQ6.7, p. 193 a 196-A), encontram-se na Tabela 44 (p. 132). A
obtencdo do espectro em benzeno deuterado permitiu que se fizessem as
atribuicdes dos hidrogénios H-9 e H-6 cujos sinais encontravam-se sobrepostos
no espectro em cloroférmio deuterado. O espectro de COSY 'H-'H (Espectro
SQ610, pp. 200 e 201-A) foi util para confirmar os assinalamentos Além dos
sinais dos hidrogénios do grupo angelato, H-3, Me-15 e Me-14, a analise
conjunta desses espectros levou aos assinalamentos dos demais hidrogénios e
das correlacdes dos H-9 entre si e de H-9o com Me-14; dos H-6 entre; si e com
H-7a0 e H-50 e de H-7o0 com H-1lo. O assinalamento de H-6B, cujo sinal
encontra-se numa regido de muitos sinais, foi confirmado atraves do
experimento de dupla irradiacdo no sinal deste hidrogénio que altera o sinal de
H-6a (Espectro SQ6.9, p. 199-A).

A estereoquimica em C-7, com o H-7a (axial), foi proposta a partir da
multiplicidade e dos valores das constantes de acoplamento de H-6a (13,7 e
1,9 Hz), -caracteristicos de acoplamentos geminado (com H-6B) e com
hidrogénios axiais (H-5a e H-7o.. A orientacdo do grupo hidroxilico em C-4 foi
proposta a partir do deslocamento quimico de Me-15 (34 1,15), sugestivo de
orientacdo B*°.

Os dados de RMN 3C obtido em benzeno deuterado (Espectro SQ6.8, p.
197 e 198-A ) encontram-se na Tabela 45 (p. 134) e estdo de acordo com
dados do espectro de COSY C-'H (Espectro SQ6.11, p. 202-A).

Os espectros de massas de SQ6 (Espectros SQ6.12 e SQ6.13, pp 203 e
204-A) apresentam picos condizentes com a proposicdo estrutural (Esquema
8, p. 184).



Sesquiterpeno SQ18

“oH
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A determinacdo estrutural de SQ18 foi feita com base nos dados de; RMN H
(Espectro SQ18.1, pp. 205 e 206-A), pois, devido a pequena quantidade de
amostra, ndo foi possivel obter o espectro de RMN 3¢c. o espectro de RMN 'H
de SQ8 apresenta sinais de grupo angelato, de H-3 (&4 4,86), de metilas Me-
14 (dy 1,00) e Me-15 (8y 1,25, cujo sinal estd superposto pelo sinal da "graxa"),
de hidrogénios olefinicos H-13' e H-13" de dupla vinilidénica (um multipleto em
Oy 5,06 e e um dupleto largo em &, 5,19), de metila ligada a uma ligagdo dupla
Me-12 (um dupleto largo em &y 1,94) e de um hidrogénio olefinico H-6 (dy 7,02).
Ainda podem ser assinalados, os sinais de H-9o e H-9B formando um sistema
AB (0y 2,32) e de H-5a (6 2,65). Esses dados sdo compativeis com a estrutura
proposta para a substancia SQ18. A localizacdo de um grupo hidroxilico em C-
4, bem como a orientagdo do mesmo, foi proposta a partir da andlise do
deslocamento quimico de Me-15 e H-6 caracteristicos de uma orientagdo a
para esse grupo, pois numa orientacdo oposta esses grupos estariam mais
protegidos, como citado anteriormente da discussdo de SQ9. Os dados de
RMN 1H de SQ18 encontram-se na Tabela 43 (p. 132).

As substancias SQ3, SQ5 e SQ6, quando isoladas, representaram
produtos naturais novos®?%. N&o foram encontrados, até o momento, registros

anteriores da ocorréncia da substancia SQ18.



Tabela 44: Dados de RMN 'H das substancias do Grupo 2 em CDCls (300
MHz).

Ang)

sQ3 sQé $Q18
586 dd 4,83 dd 4,86 dd
(11,8, 5,2) (11,5, 4,7) (11,2, 4.6)
2,71 dd 2,00* 272d
(12.9: 2.0) (2,4)
2,51 dd 2,30 dl
(13.9: 2.5) (12,4)
2074 1,75 m
(13,9)
. _ 7.02d
(2,4)
_ 2,00* .
156 d 2,00* 2,32
(12.3) sist. AB
171d 230d 2,32
(12.3) (12,4) sist. AB
_ 200*
4,03 dd —
(16,3; 1,9)
465 dd —
(16,3: 0,8)
o 0,99d 1,94 s/
(5.8)
159s 0.81d
(5.8)




inuag&o da Tab

# Sobreposicdo de sinais.

SQ18

519 dl
(1.7)
506 m
1,00 s
1,25s
6,15 qq
(7,3, 1,5)
2,02 dg
(7,3:1,5)
1,93 dg
(1,5, 1.,5)
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Tabela 45: Dados de RMN °C de SQ3, SQ5 e SQ6 em CDClz (75 MHz).

SQ3

38,5
254
73,8
87,6
47,5
20,9
129,4
97,1
49,7
35,6
1251
72,9
13,3
19,7
17,0
167.0
1281
137,6
15,7
20,6
22,74
170,16

SQ6

38,6
25,6
81,3
74,0
57,6
23,9
47,4
213,6
56,0
39,2
28,1
20,7
20,9
18,9
17,9
168,4
127,8
138,6
15,8
20,6




c¢) Grupo 3: Foram incluidas neste grupo, os eudesmanolideos SQ15, SQ16
e SQ19 e os epoxidos SQ4, SQ10 e SQ13, cujas estruturas encontram-se

abaixo.

AngO

Os eudesmanolideos SQ15, SQ16 e SQ19 foram inseridos no grupo dos
derivados da cuautemona, ainda que, na maioria das revisdes encontradas na
literatura relativas a metabdlitos secundarios, as lactonas sesquiterpénicas, que
incluem os eudesmanolideos, sejam colocados em um grupo a parte, levando-
se em conta que essas substancias podem ter origem biossintética a partir da
cuautemona.

Os dados mais importantes dos espectros no IV dos sesquiterpenos do

Grupo 3 encontram-se na Tabela 46 (p. 136).
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Tabela 46: Dados dos espectros no IV (cm™) dos sesquiterpenos do
Grupo 3 obtidos em filme.
C=0de

cetona

3446 ;
3386 ;
3454 1716
; 1727
3420 1722

? espectro obtido em KBr; # absorgao provavelmente sobreposta.
* absorcéo de carbonila conjugada.
** A pagina 1-B refere-se a pagina 1 do Caderno de Espectros — Parte B.



Sesquiterpeno SQ15:

SQ15

O espectro no IV apresenta absor¢Ges caracteristicas de carbonilas de
ésteres (Tabela 46, p. 136).

O espectro de RMN 'H (Espectro SQ15.2, pp. 2 e 3-B), cujos dados
encontram-se na Tabela 47 (p. 142), mostra sinais de grupos angelato (com
orientacdo B) e acetato (8y 1,97), de metilas Me-14 (8y 1,12) e Me-15 (6 1,39)
e de H-3 em &y 5,80 (desprotegido e, portanto, vizinho ao grupo acetato) e de
metila, Me-13 (dy 1,78), ligada a ligacdo dupla. Também se observa, um duplo
dupleto em &, 4,78 de um hidrogénio carbindlico (atribuido a H-8).

E verificada, no espectro de RMN 13¢ de SQ15 (Espectro SQ15.3, pp. 4 e 5-
B; Tabela 49, p. 152), a auséncia do sinal de carbonila cetdonica conjugada
(~200 ppm), caracteristica dos derivados da cuautemona; por outro lado, é
notada a presenca de um sinal de carbonila em o8- 174,3, caracteristico de um
éster, juntamente com um sinal em §; 77,4 de carbono ligado a oxigénio, este
altimo um CH, cuja multiplicidade foi obtida dos dados de RMN 13C-DEPT
(Espectro SQ15.4, p. 6-B) e um sinal em 3. 8,04, atribuido a Me-13, sugestivo
da presenca de metila a ligada a um anel lactbnico em conjugacédo o,p.

A andlise conjunta dos dados de RMN *H e 3¢ apresentados acima levou a
proposicdo da presenca de um anel 8,12 -lacténico na estrutura de SQ15.

As atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-5a, H-6 o e B
e H-9 o e B foi confirmada a partir dos dados dos espectros de COSY ‘H-H
(Espectro SQ15.5, pp. 7 e 8-B ) e COSY '3C-'H (Espectro SQ15.6, p. 9-B).

A estereoquimica em C-8 foi proposta a partir das constantes de

acoplamento de H-8 (ddd, J = 11,1; 5,2; 0,7 Hz) que caracterizam uma



orientacdo pseudo-axial (B) para H-8 e, portanto, pseudo-equatorial (o) para o

anel lactonico em C-8.

A estereoquimica em C-4 foi proposta por comparacdo dos deslocamentos
quimicos de C-4 e C-15 de SQ15 (6. 86,9 e 16,8) com aqueles de SQ1 (d.: 87,4
e 16,7) e do epimero em C-4 de SQ1, de estrutura D, p. 119 (d; 83,4 e 19,3),
sugestivos da mesma orientacdo do grupo acetato encontrada em SQ1.

Experimento usando dupla irradiagdo no sinal de H-8 (Espectro SQ15.7 a
SQ15.9, pp. 10 a 12-B) modifica o sinal de H-9B, um duplo dupleto centrado em
Oy 2,22, para um dupleto (J =12,5 Hz) e altera o sinal de H-9a (84 1,13) que
encontra-se parcialmente superposto pelo sinal de Me-14; esse resultado esta
de acordo com a estereoquimica proposta, com o H-8 em orientacdo . Usando
0 mesmo tipo de experimento, a irradiacdo em oy 1,13 (H-9o e Me-14) foi
conduzida para confirmar o deslocamento quimico de H-9a, que modifica o
sinal de H-9B (84 2,22) e o sinal de H-8 (dy 4,79); esses resultados estdo de
acordo com os dados do espectro de COSY !H-'H de SQ15 (p. 7-B) que
mostra correlagcbes de H-8 com H-9 (o e B) e com Me-14.

A interpretacdo do espectro de massas de SQ15 (Espectro SQ15.10, p. 13-

B) encontra-se no Esquema 9 (p. 185).

A substancia SQ15, quando isolada, representava um produto natural

novo?l,

Sesquiterpeno SQ16:

A substancia SQ16 foi obtida em pequena quantidade, dai a dificuldade de
obterem-se os espectros de RMN 'H (Espectro SQ16.2, pp. 15 e 16-B) e,
especialmente, o de RMN 3¢ (Espectro SQ16.3, pp. 17 a 19-B).



Os dados no IV de SQ16 (Tabela 46, p. 136) evidenciam a presenca de

grupos carbonilico (de éster) e hidroxilico.
Os dados de RMN 'H de SQ16 (Tabela 47, p. 142) sdo semelhantes aqueles

de SQ15, excluida, principalmente, a auséncia do sinal de H-8 (&4 4,79) de
SQ15. Os dados de RMN 3C de SQ16 e SQ15 (Tabela 49, p. 152), também
sdo semelhantes; observa-se, nesse espectro, um sinal em §: 102,8 (no lugar
do sinal em & 77,4 de SQ15), caracteristico de um carbono hemiacetdlico.
Com base nos dados acima, prop0s-se a presen¢ca de um anel 8,12-lactbnico,
na estrutura do sesquiterpeno SQ16, a semelhanca de SQ15, com um grupo

hidroxilico como substituinte no carbono C-8.
A estereoquimica em C-8 foi proposta, levando-se em conta o efeito 1,3-

diaxial de desprotegdo da hidroxila em Me-14 (8y 1,21), em relacdo aquela de
SQ15 (8 1,12).

Os dados de RMN 'H de SQ16 foram comparados aqueles do sesquiterpeno
G1° (Tabela 47, p. 142), cuja estrutura € colocada abaixo. As diferencas dos
deslocamentos quimicos de H-50, H-6a e H-9a sdo resultantes das

configuragcdes dos substituintes em C-3 e C-4, opostas nas duas substancias.

O espectro de massas de SQ16 (Espectro SQ16.4, p. 20-B) € interpretado

no Esquema 10, p. 185.
A substéncia SQ16, como SQ15, quando isolada, representava um produto

natural novo?l.
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Sesquiterpeno SQ19:

O espectro de RMN 'H de SQ19 (Espectro SQ19.2, pp. 22 a 24-B) guarda
semelhancas com os espectros de SQ15 e SQ16. Os dados de RMN 'H
encontram-se na Tabela 47 (p. 142). Sinais de grupo angelato, Me-14 (&4 1,21),
Me-15 (8y 1,24), metila ligada a ligagdo dupla (dy 1,84) sdo observados O sinal
de H-3 (84 4,71) caracteriza a auséncia do grupo acetato em C-4, o qual esta
ligado a um grupo hidroxilico, cuja orientacdo foi proposta a partir dos
deslocamentos quimicos de Me-15 (8y 1,24) e o de H-6a (84 3,05), sugestivos
da orientacdo a deste Ultimo. Assim como no espectro de SQ16, ndo €
observado o sinal de H-8 (84 4,79); a partir dessa observacdo, concluiu-se que
um grupo hidroxilico esta ligado ao carbono C-8, como em SQ16 orientacdo
foi proposta levando-se em conta o efeito de desprotecdo deste grupo na metila
Me-14 (8, 1,21).

OS dados de RMN 3C (Espectro SQ19.3, p. 25-B;Tabela 49, p. 152) estéo
de acordo com dados de RMN *3C-DEPT (Espectro SQ19.4, p. 26-B). Sé&o
observados no espectro de RMN 13¢ de S0Q19, sinais que caracterizam a
presenca de um anel 8,12-lactdnico com insaturacdo o,3, como em SQ15 e
SQ16.

Os assinalamentos dos sinais nos espectros de RMN 13C e H estio de
acordo com os dados dos espectros de COSY 'H-'H (Espectro SQ19.5, pp. 27
e 28-B) e de COSY 3C-H (Espectro SQ19.6, p. 29-B). No espectro de COSY
'H-1H. foram observados acoplamentos de H-6p com H-60, H-50. e com Me-13,
assim como correlacdo de H-9a com Me-14.

Experimentos com dupla irradiacdo foram utilizados com SQ19 para
confirmar os deslocamentos quimicos de H-5, H-6 e H-9 (Espectros SQ19.7 e

SQ19.8, pp. 30 e 31-B). A irradiagdo em 9dy 3,05 (H-6a) altera o sinal de H-
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6B, cuja multiplicidade se modifica de um triplo quarteto para um duplo quarteto
J
J

13,1 e 1,3 Hz) e também o de H-5a, de um duplo dupleto para um dupleto

1:3,1 Hz). A irradiacdo do sinal em &y 2,21 (H-98) modifica o sinal de H-
90, de um dupleto para um singleto largo.

O espectro de massas de SQ19 (Espectro SQ19.9, p. 32-B) esta condizente
com a proposta estrutural. O respectivo esquema de fragmentagdo é também
apresentado (Esquema 11, p. 186).

Esse foi o primeiro relato do isolamento de SQ109.



Tabela 47: Dados de RMN 'H em CDCl; dos sesquiterpenos SQ15, SQ16,

S$Q19 (300 MHz) e da substancia G (400 MHz)##.

OH

SQ16: R~ BOAng: Ry BOAc: SQ1Y
G: Ry aOEpAng: R, aDA¢
sQ15 SQ19
5.81 dd 471 dd
(1.7 52) (11.8; 5,0)
278 dd 1,40 dd
(13,5 3.3) (13.1: 2.8)
2 69 dd 2.0 od
(13,5 3,3) (131, 28)
230t 2321g
(13.) (13,1; 1,3)
479 ddd ;
(12,5;6,2; 07
113 ¢ {49
(12,5) (36,
222 dd 221 4
(12,5 6,2) (13,6)
178 sl 184 d
(1,3)
112 121s
139s 124's
6,08 qq 6,14 4
(7.2, 1.4) 72 18)
1,98 dg 2,00 dg
(7,2 1.4) 7 15
1,90 dy 1,92 dg
(14 14) (1,5, 1,5)
197 s :
) 412 si*
i 3,88 s/*

sinais modificam com adi¢do de D,0;

sinais sobrepostos; # refere-

se a H-3a; *»* deslocamento ndo assinalado; ## constante de

acoplamento (J ) entre parénteses em Hz.
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Sesquiterpeno SQ13

A presenca de um grupo carbonilico e hidroxilico pode ser deduzida dos

dados do espectro no IV (Tabela 46, p. 136).
O espectro de RMN 'H de SQ13 (Espectro SQ13.2, p. 34 a 37-B) apresenta

sinais de grupo angelato e auséncia do sinal do grupo acetato. O deslocamento
quimico associado a H-3 é de &, 4,84 e é sugestivo da presenga de um grupo
hidroxilico em C-4. O sinal de Me-14 é também assinalado (84 1,04) S&o ainda
observados, trés singletos de grupos metilicos atribuidos, por exclusdo, as

metilas Me-15, Me-12 e Me-13.
A analise dos espectros de RMN '3C e RMN 3C-DEPT (Espectros SQ13.3 e

SQ13.4, pp. 38 a 40-B) evidencia um sinal da carbonila C-8 em Jc 205,55 e
auséncia de sinais de carbonos olefinicos, excetuando-se aqueles do grupo
angelato. Além desses, sdo observados quatro sinais de carbonos ligados a
oxigénio, dois destes atribuidos a C-3 (6 81,0) e C-4 (8¢ 73,8); os outros dois
sinais, relativos a carbonos que ndo estdo ligados a hidrogénio, séo
encontrados em &c 70,1 e 63,7 e estando associados a carbonos oxigenados
bastante protegidos e podem ser atribuidos a carbonos de um anel epdxido
(C-7 e C-11).

Os demais assinalamentos dos espectros em CDCP de RMN 'H (Tabela 48,
p. 149) e de RMN 3¢ (Tabela 49, p. 152) de SQ13 foram possiveis com o
auxilio dos dados dos espectros de COSY *H-'H e 3C-H (Espectros SQ13.5 e
SQ13.6, pp. 41 a 47-B) no mesmo solvente. O referido espectro de COSY 'H-
1H evidencia correlagdes dos hidrogénios H-9 entre si e de H-9a com Me-14,
assim como dos hidrogénios H-6 com H-5¢;; também ha correlacbes de Me-14

com Me-13, H-500 e H-9o; ha, ainda nesse espectro, outras correlagbes de
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dificil assinalamento devido a proximidade e a sobreposicdo de sinais. Através
da analise dos dados do espectro de COSY 13¢-H, foi possivel propor o
assinalamento das metilas Me-15 (8y 1,21) e Me-12 (&4 1,20).

Espectros de RMN 'H e COSY H-'H de SQ13 (Espectros SQ137 a
SQ13.9, pp. 48 a 52-B) foram obtidos também em CgDg, uma vez que alguns
sinais desses espectros em CDCI; estavam sobrepostos. Verifica-se que o sinal
de H-60. no espectro de RMN H em CgDg esta em campo mais baixo do que o
sinal de H-9B, o contrario do que € observado no espectro em CDCI; (Tabela
48, p. 149). No espectro de COSY H-IH em CgDg, sdo observadas correlacbes
dos hidrogénios H-9 entre si e de H-9a com Me-14, dos hidrogénios H-6 e H-5a
entre si e de Me-14 com H-5a, H-9a e H-lo (~8y 1,60).

Foram conduzidos experimentos de RMN H com dupla irradiacdo, usando
CeDs como solvente de SQ13, que vieram confirmar o0s assinalamentos
propostos. Os resultados desses experimentos sdo resumidos a seguir
(Espetros SQ13.10 SQ13.14, pp. 53 a 57-B):

- a irradiacdo em 1,61 ppm (H-9a) modifica o sinal de H-98 (61 2,06) e vice-
versa;

- a irradiacdo em 1,81 ppm (H-6B) modifica o sinal de H-6a (8y 2,18) e o de H-
5a. (dy 1,55); assim como a irradiacdo em 1,57 ppm (H-5a) afeta o sinal de H-
6a (04 2,18) e O sinal de H-6B (o4 1,85);

- a irradiacdo em 4,80 ppm (H-3 o) altera o sinal de H-5a (8y 1,55), néo foi
possivel, no entanto, assinalar o sinal dos H-2.

A orientagdo do grupo hidroxilico em C-4, como sendo o, foi proposta apartir
do deslocamento quimico de Me-15 (8y 1,21), a semelhanca das substancias
SQ8 e SQ9 (p. 119). O deslocamento quimico de C-4 de SQ13 (dc 73,8) é
semelhante aqueles dos sesquiterpenos do Grupo 1, SQ9 (&; 73,6), SQ8 (o¢
73,3) e SQ2 (8c 74,4), nos quais o grupo hidroxilico em C-4 encontra-se a-
orientado.

A substancia H abaixo, isolada de Blumea alata (Asteraceae)22

, apresenta
um anel 7,11-epdxido, cuja orientacdo foi proposta a partir da andlise dos

dados de RMN 1H (especialmente de H-5 e H-12) dos isémeros H (epoxido em
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orientacdo PB) e | (epéxido em orientacdo o), obtidos da reagdo da substancia J,
conforme a reacdo da pagina seguinte. Nessa reacdo, | foi o produto principal,
0 que foi justificado pela orientacdo das metilas B (Me-14 e Me-15) da

substancia J que favorecem o ataque pelo lado oposto o.

H

1L,0,

NaOH

EpAngO””

EpAng(" " N
AcO

A0

Os dados de RMN 'H das substancias H (em CDCl3 e CgDg) e | foram
incluidos na Tabela 48 (p. 149). Verificam-se semelhancas nos deslocamentos
quimicos de alguns hidrogénios, no entanto, os hidrogénios que sdo afetados
pelos substituintes em C-3 e por sua orientacdo (H-5a, H-6o, H-9a e Me-15)
ndo apresentam deslocamentos quimicos coincidentes.

Os deslocamentos quimicos de Me-12 e Me-13 de SQ13 (64 1,2.0 e 1,47,
respedivamente) foram comparados com aqueles das substancias H (o4 1,24
e 1,48) e | (64 1,35 e 1,44); através dessa observacdo, propds-se a orientacao
B do anel 7,11-epéxido de SQ13, como na substancia H.

Os dados de RMN '3C da substancia K22 (por engano atribuidos a
substancia H) sdo colocados na Tabela 49 (p. 152). Os deslocamentos
quimios de C-7 (8¢ 70,1), C-11 (8¢ 63,7), C-12 (8¢ 19,7) e C-13 (8¢ 19,4) de
SQ13 sdo semelhantes aos da substancia K, o que estd de acordo com

proposicdo da orientacdo [ para o anel 7,11-epdxido de SQ13.



O espectro de massas de SQ13 (Espectro SQ13.15, p. 58-B) apresenta pico
do ion-molecular em m/z 350 (93%) e pico-base em m/z 83 (Esquema 1:2, p.
186).

Sesquiterpeno SQ4:

Os dados de RMN H de SQ4 (Espectro SQ4.1, p. 60 e 61-B), colocados na
Tabela 48 (p. 149), caracterizam um sesquiterpeno eudesmanico com
substituintes 3p-angelato e 4p-acetato. S&o observados, nesse espectro, entre
outros, sinais de quatro metilas do esqueleto eudesmanico.

O espectro de RMN 13C de SQ4 (Espectro SQ4.3, p. 62 a 65-B), a
semelhanca do espectro de SQ13, apresenta os sinais de C-7 (3¢ 67,2) e C-11
(6c 65,7) caracteristicos de um anel 7,11-epdxido.

Os dados do espectro no IV (Tabela 46, p. 136) de SQ4 confirmam a
auséncia de hidroxila e a presenca de carbonila.

A andlise dos deslocamentos quimicos de C-4 (6C 85,5) e C-15 (6C 16,9) em
relagdo aqueles dos sesquiterpenos (estruturas nas pp. 112 e 114 ) SQ1 (5¢
87,4 e 16,7) e E (8¢ 83,4 e 19,3) 14 levou a proposi¢do da orientagdo P para o
grupo acetato ligado a C-4 para SQA4.
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A estereoquimica do grupo epoxido em SQ4 foi proposta como na discussao
de SQ13: os deslocamentos quimicos de Me-12 e Me-13 (6y 1,32 e 1,41) foram
comparados aqueles das substancias H (8 1,24 e 1,48) e | (84 1,35 e 1,44),
concluindo-se que aquele grupo devia ter orientagdo o. Os deslocamentos
quimicos de C-7 e C-11 (Tabela 49, p. 152) diferem dos encontrados para
SQ13 e para a substancia K (p. 145), o que vem corroborar com a proposta.

Os assinalamentos do espectro de RMN 'H e de 13C estso de acordo com os
dados dos espectros de RMN '°C-DEPT (Espectro SQ4.4, p. 66-B), COSY *H-
'H (Espectro SQ4.5, p. 67 e 68-B) e COSY *C-H (Espectro SQ4.6, pp. 69 a
71-B).

O espectro de COSY 'H-'H mostra as correlacdes de H-9 entre si e de H-
9a com Me-14 e as correlacbes entre os hidrogénios H-6 e H-5a. Dessa
analise, verifica-se que os sinais de H-6f e H-9B (ndo tem acoplamento a
distdncia com Me-14) estdo sobrepostos (~ 2,2 ppm). Para confirmar as
atribuicées dos sinais de H-5, H-6 e H-9 no espectro de RMN IH, foram
conduzidos experimentos com dupla irradiacdo, que evidenciaram 0sS
acoplamentos esperados (Espectros SQ4.7 a SQ13.9, pp. 72 a 74-B):

- a irradiacdo em 3,29 ppm (H-50 afeta os sinais de H-6p (84 2,18) e H-6a (dy
1,84);

- a irradiagdo em 2,57 ppm (H-9a) modifica o sinal de H-98 (64 2,18);

- a irradiacdo em 2,2 ppm (H-93 e H-6B) altera os sinais de H-5a, H-9a e H-6p.

O espectro de massas de SQ4 (Espectro SQ4.10, p. 75-B) estd de acordo
com a proposta estrutural, como pode ser observado no esquema de

fragmentacdo (Esquema 13, p. 187).



Sesquiterpeno SQ10:

13

SQI0

A auséncia, no espectro de RMN ;H de SQ10 (Espectro SQ10.2, pp 77 e
78-B), do sinal de H-5 e a presenca de um sinal de hidrogénio olefinico (&4
6,00), aliadas a observacdo de sinais no espectro de RMN 3¢ (Espectro
SQ10.3, pp. 79 e 80-B) de C-7 (5 66,9) e C-11 (dc 66,6) caracteristicos de anel
7,11-epéxido em orientacdo a, levaram a proposta estrutural de SQ10.

O espectro no IV (Tabela 46, p. 136) apresenta absorcbes de grupos

hidroxilico e carbonilico.
Os dados dos espectros de RMN 'H e 3C de SQ10 (Tabelas 48 e 49, pp.

149 e 151) estdo em concordancia com as analises dos espectros de RMN 13¢.
DEPT COSY 'H-H e COSY *3C-H (Espectros SQ10.4 a SQ10.6, pp. 81 a 85-
B) e do espectro de RMN *H obtido com adicdo de D,O (Espectros SQ10.7 e
SQ10.8, pp. 86 e 87-B). O espectro de COSY 'H-'H evidencia a correlacdo dos
hidrogénios H-9 entre si e de H-9a com Me-14.

Observam-se diferengas nos deslocamentos quimicos de Me-14 (54 1,26) e
Me-15 (6H 1,49) em relacdo aos valores encontrados para SQ13 (64 1,04 e
1,21) que podem ser atribuidas a presenca da ligagdo dupla entre C-5 e C-6,
responsavel pelo efeito de desprotecdo nesses hidrogénios. Considerando que
Me-14 e Me-15 encontram-se eqlidistantes da ligacdo dupla, efeitos de
desprotecdo em Me-14 e Me-15 similares (de cerca de 0,2 ppm) podem ser
justificados se esses grupos apresentarem a mesma orientacdo, isto é, se
estiverem ambos com orientacdo B. Efeitos de desprotecdo semelhantes nos
deslocamentos quimicos de C-14 e C-15 de SQ10 em relacdo aos de SQ13

sdo também observados.
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O espectro de massas de SQ10 (Espectro SQ10.9, p. 88-B) apresenta pico
do ion-molecular de m/z 348 (10%) e pico base de m/z 83 (Esquema 14, p.
187).

Nao foram encontradas na literatura referéncias referentes as substancias
SQ13, SQ4 e SQ10, quando foram isoladas.
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Tabela 48: Dados de RMN 'H em CDCls dos sesquiterpenos SQ10, SQ3 e
SQ13 (300 MHz) e das substancias H e | (400 MHz)?.

2,24 dd
(12,1;1,5

1 1 !

2,01#

2.08 dd

2,15 dd
(14; 13)

2,09d
(13,9)

216 d
(13,5)

1,35s
1,44 s
1,09s
1,59 s

3,07 g
(5,9)

1,31d
(5.9)

(14; 3) |

9]

H. epoxda 3
boepamidy

SQ10

4. 93 dd
11,5, 4,9)

272d
(12,0)

242 d
(12,0)

1,31s
144 s
1,26 s
1,49 s

6,15 qq
(7,1, 1,1)

2,02 dg
(7.1:11)
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sSQ10

1,94 dg
(1,1, 1.1)

* Sinal muda com adicéo de D,0O; # sinai:s sobrepostos; ? sinais de H-3f.
** Espectro em CgDes.




Tabela 49: Dados de RMN '*C (75 MHz) em CDCl; dos sesquiterpenos do

Grupo 3 e do sesquiterpeno K.

221
K

33,4
26,8
71,6
82,7
46,8
23,1
70,2
204,8
60,1
38,3
63,1
19,7
19,0
19,1
177
165,9
127.9
138,0
20,6
15,7
168,9
21,8



d) Grupo 4:
As substancias SQ20, SQ17 e SQ22 formam o0 quarto grupo de

sesquiterpenos eudesmanicos derivados da cuautemona.

0 e, o
SO
S022
Sesquiterpeno SQ20:
14
9
5 12
HO i) 2
z 0 OH
15 OH

SQ20

O espectro no IV de SQ20 (Espectro SQ2Q1, p. 89-B) apresenta absorcdes
caracteristicas de hidroxila (3394 cm'l) e de carbonila de cetona conjugada
(1656 cm™).

O espectro de RMN 'H (Espectro SQ20.2, pp 90 e 91-B), cujos dados estdo
na Tabela 50 (p. 157), apresenta sinais das quatro metilas do esqueleto
sesquiterpénico : Me-14 (5, 0,95), Me-15 (64 1,18), Me-12 e Me-13 (o4 1,43 e
1,45), cujos deslocamentos sdo sugestivos da presenca de grupos hidroxilicos
ligados a C-4 e C-11. Ndo h& sinais de grupos angelato ou acetato, por outro
lado, é observado um duplo dupleto centralizado em &y 3,60 (J = 11,0; 3,8 HZ )
que caracteriza um hidrogénio carbindlico H-3a. Ainda nu mesmo espectro, ha
um dupleto (J = 2,2 Hz) de hidrogénio olefinico em &, 7,15, evidenciando a
presenca do sistema carbonilico conjugado a ligacdo dupla, neste caso A8
encontrado em derivados da cuautemona. Podem ser assinalados também, os
hidrogénios H-5a, um dupleto em o6y 2,46 (J = 2,1 HZ) cuja constante de

acoplamento caracteriza sua orientagdo e os H-9 (dy 2,29) OS sinais de grupos



hidroxilicos desaparecem quando o espectro de RMN H é obtido com a adicéo
de gotas de D,O (Espectro SQ20.5, p. 95-B)

Propbs-se a estrutura de SQ20 a partir da analise dos dados apresentados
acima. A orientacdo do grupo hidroxilico em C-4 foi proposta levando-se em
conta o efeito de desprotecdo deste grupo no hidrogénio (olefinico H-6 como foi
observado em SQ2 (p. 116).

A substancia argutinina (estrutura L) foi isolada de P. arguta23. Nos dados
de RMN 'H de L (Tabela 50, p. 157), os efeitos de desprotecdo em H-6 Me-12
e Me-13 foram atribuidos a presenca do grupo hidroperéxido em C-1123, esse
efeito pode ser verificado quando sdo comparados os deslocamentos quimicos

desses hidrogénios nas substéncias SQ20 e L.

O
-

Ao -

2N
\]\0()11

Os dados dos espectros de RMN 3¢ e de RMN DEPT de SQ20
(Espectros SQ20.3 SQ20.4, pp. 92 a 94-B; Tabela 51, p 158) caracterizam a
presenga do grupo hidrdxi-isopropilico (5 71,9, 29,3 e 28,9, respectivamente
para os carbonos C-11, C-12 e C-13) e estdo de acordo com aqueles
encontrados para a substédncia SQ8 (Tabela 42, p. 123) que apresenta o
mesmo grupo hidroxi-isopropilico (6c 71,9, 29,2 e 28,9, respectivamente para
os carbonos C-11, C-12 e C-13). No entanto, quando sdo comparados 0S
dados de RMN 3C de SQ20 e L (Tabela 51), verifica-se uma grande
semelhanca nos deslocamentos quimicos. Como sugerido anteriormente na
discussdo da estrutura de SQ9 (p. 118), acredita-se que os dados de RMN 3¢
(ndo os de RMN 'H) atribuidos & substancia L?® sejam relativos a substancia
com a estrutura de SQ20.

O espectro de massas de SQ20 (Espectro SQ20.6, p. 96.B) ndo apresenta
pico do ion-molecular (m/z 268); o pico de maior massa, que corresponde ao
pico base, € observado em m/z 253 e pode ser atribuido a perda de metiila [M-

15]*. A partir do fragmento [M-15]", podem ser propostas perdas de trés
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moléculas de &gua (Esquema 15, p. 188), o que estd de acordo com a
estrutura  proposta.

A substancia em questdo foi isolada de P. chingoyo (Capitulo 4, p. 26)

Sesquiterpeno SQ22:

O sesquiterpeno SQ22 foi obtido em mistura juntamente com SQ20 e outras
substancias, estas Ultimas presentes em pequenas propor¢des. A estrutura de
SQ22, a mesma do sesquiterpeno L2

dados de RMN H (Espectro 22.1, pp. 97 e 98-B). Além dos sinais de SQ20,

acima citado, foi proposta com base nos

sao observados sinais das metilas Me-12 (5 1,48), Me-13 (6 1,50), Me-15 (84
1,21) e H-6 (84 7,20), cujos deslocamentos em campo mais baixo do que
aqueles de SQ20 (Tabela 50, p. 157) s&o justificados pela presenga de um
grupo hidroperdéxido em C-11.

Os sinais de H-3, H-5 e H-9 das duas substancias, SQ20 e SQ22,
encontram-se parcialmente sobrepostos e o sinal de Me-14 e coincidente (Sy
0,96); essa Ultima observacdo € sugestiva da mesma orientacdo do grupo
hidroxilico em C-4 (ou seja o), uma vez que com a estereoquimica contraria
seria esperado um efeito de desprotecdo dos hidrogénios de Me-14 devido a
interacdo diaxial 1,3 de Me-14 com a hidroxila, além do efeito de protecdo em

Me-15. Ndo sdo observados os sinais dos grupos hidroxilico e hidroperoxido.



Sesquiterpeno SQ17:

Sao observados, no espectro de RMN 'H de sSQ17 (Espectro SQ171 p. 99-
B, Tabela 50 , p. 157), sinais de quatro metilas, duas das quais, Me-12 (84
2,02) e Me-13 (6 1,84) estdo ligadas a ligagdo dupla; as demais correspondem
a Me-14 (84 0,93) e Me-15 (8. 1,20). Ndo ha sinais de grupo angelato; por outro
lado, ha sinais em &y 3,53 sugestivos da presenca de grupo hidroxilico em C-3
Os sinais dos hidrogénios H-9 também podem ser assinalados (5y 2, 16 e 2,23),
assim como os de H-6a (5 2,98). Com a analise desses dados foi proposta a
estrutura de SQ17.

A estereoquimica em C-3, com a hidroxila em orientacdo B, foi proposta
verificando-se as constantes de acoplamento de H-3; as constantes de
acoplamento de H-6a caracterizam presenca de H-50 e por ultimo, a
orientagdo do grupo hidroxilico em C-4 foi proposta a partir do deslocamento
quimico de Me-15, sugestivo da orientacdo a para esse grupo.

A substancia SQ17 fora anteriormente isolada de P. chingoyo (Capitulo 4, p.
28) e obtido no estudo com P. suaveolens®®. Os dados de RMN H obtidos no

estudo com P. suaveolens sdo colocados na Tabela 50 para fins de
comparagdo com aqueles de SQ17, onde pode-se verificar a concordancia dos
deslocamentos quimicos.

Um segundo espectro de RMN H de SQ17 foi obtido em CCl, (grau PA) e
capilar de D,O (Espectro SQ17.2, p. 100-B) Visando a obtengcdo do espectro
de RMN 3C, um terceiro espectro foi obtido em CDCl; (Espectro SQ17 3, p.
101-B), quando constatou-se que SQ17 sofrera isomerizagdo formando SQ20.

provavelmente devida & presenga de tragos de acido (H") no CCl,.



N ”()“

SOU20

$Q20

3,60 dd

(11,0; 3,8)
2,46 d
(2,2)
704d
(2,2)

0,95s
1,18 s
2,76 s/

SO 1.

SQ22

3,60dd*

2,50#

7,20

1,605

096 s
1.21s

Tabela 50 : Dados de RMN 'H em CDCI3 das substancias $Q20, SQ22 e
SQ17 (300 MHz), juntamente com os dados da substancia L. (=SQ22)

Sl

SQ1 7241

(270 MHz)
3,53 dd

(115 4.5)
#

2,97 dd
(13; 4)
Ht
217 d
(15)
224d
(13)
203 d
(2)
1,84 d

*Nao foi possivel o calculo exato da constante de acoplamento, # sinais
sobrepostos; ## deslocamento quimico ndo assinalado.



Tabela 51 - Dados de RMN “C em CDCl; das substancias SQ20 (75 MHz},

juntamente com os dados da substancia L corrigida que corresponde a SQ20.

0 on

SQ20

SQ20
37,2
27,8
79,3
74,5
53,3
1416

1445

200,7
57,7
39,3
71,9
293
28,9
18,1
18,3
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e) Grupo 5:
Faz parte deste grupo, o sesquiterpeno SQ14, cuja proposta estrutural €

apresentada a seguir.

Sesquiterpeno SQ14:

O espectro no IV (Espectro SQ14 1, p. 102-B) de SQ14 apresenta absorcdes
caracteristicas de grupos hidroxilico (3388 cm™) e carbonilicos (1736, 1700 e
1680 cm™).

S3o observados, no espectro de RMN H (Espectros SQ14.2 e SQ14.3, pp.
103 a 105-B) os seguintes sinais que sdo prontamente assinalados (Tabela 52,
p. 162):

- sinais caracteristicos de grupo angelato;

- dois singletos atribuidos as metilas Me-14 (64 1,07) e Me-15 (54 121),
juntamente com outros dois singletos de metilas ligadas a ligacdo dupla,
associados as metilas Me-12/13 (54 2,04 e 2,39);

- duplo-dupleto atribuido a H-3a (34 4,74), caracteristico da presenca de grupo
hidroxilico ligado ao carbono C-4 e do grupo angelato em C-3 com orientacdo
B.

Com base nos dados acima, a estrutura parcial abaixo pode ser proposta
para SQ14.

AngQO

HO T



Ainda no espectro de RMN H, sdo observados o singleto em oy 241 e o
singleto largo em dy 4,88, cujas atribuicbes foram possiveis mediante analise
conjunta dos espectros de RMN 3¢ (Espectro SQ14.4, pp. 106 e 107-B), RMN
13C-DEPT (Espectro SQ14.5, p. 108-B), COSY *H-'H (Espectro SQ14.6 pp.
109-110-B), COSY *3C-H (Espectro SQ14.7, pp. 111 e 112-B).

O espectro de RMN 3¢, cujos dados encontram-se na Tabela 52 (p. 162),
apresenta sinais em concordancia com a estrutura parcial proposta acima ou
seja, sdo observados sinais caracteristicos do grupo angelato, sinais das
quatro metilas (8¢ 23,52; 23,59; 23,36 e 24,07), sinais dos carbonos olefinicos
C-7 (8¢-125,7) e C-11 (8¢ 159,1,), sinal do carbono n&o hidrogenado C-10 (3¢
45,3), os sinais dos carbonos ligados a oxigénio C-3 (5- 75,6) e C-4 (5.: 74,8) e
os sinais dos carbonos metilénicos C-1 (3¢ 33,6) e C-2 (5 24,9) Além desses,
ha sinais de carbonos metinicos em 5. 62,6 e 76,8 e de carbonos carbonilicos
em (5c 195,9 e 209,8).

Observa-se, no espectro de COSY 13¢c-1H (p. 111-B), a correlacdo do sinal
em oy 2,41 com o sinal em 3¢ 62,6 que foi atribuido a C-5. O sinal em &, 4,88
correlaciona com o sinal em §- 76,8 e é sugestivo da presenga de um grupo
hidroxilico. No espectro de COSY H-1H (p. 109-B), ndo é observada correlacdo
entre os sinais em oH 2,41 e 4,88, logo, o grupo hidroxilico ndo pode estar
ligado a C-6. Com essas observacOes, podem ser propostas as duas estruturas

(O e P) para SQ14.

Os deslocamentos quimicos dos carbonos C-3 (5- 74,8) e C-5 (3¢ 6:2,6) em

relacdo aos sesquiterpenos isolados com 0s mesmos substituintes em C-3 e
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C-4 (SQ7, SQ8 e SQ9, p. 111) podem ser justificadas pela presenca da
carbonila em C-6 que tende a desproteger C-5 e proteger C-3.

A analise prévia das estruturas propostas aponta a estrutura O como a mais
provavel, levando-se em conta a presenca do esqueleto da cuautemona. No
entanto, os grupos hidroxilico em C-9 (principalmente com orientacdo p) e
carbonilico em C-8, como na estrutura O tenderiam a causar protecdo no
carbono de Me-14, o que ndo € verificado, pois o deslocamento quimico de Me-
14 (8- 23,3) indica o contrario.

O espectro de HMBC (Espectro SQ14.8, p. 113-B) mostra a correlagdo do
sinal da carbonila em &c 195,9 com o sinal de H-5 (6 2,41), O que esta de
acordo com a localizagcdo desta carbonila em C-6 conjugada a ligacdo dupla
em C-7. No mesmo espectro, observa-se a correlacdo do sinal da carbonila em
dc 209,8 com o sinal da Me-14 em (34 1,07), ndo sendo observada correlagéo
desta carbonila com o sinal em &4 4,88, o0 que justifica a proposta de
localizacdo da segunda carbonila em C-9 e do grupo hidroxilico em C-8, como
na estrutura P. O hidrogénio H-8 na estrutura P, além de vizinho & carbonila
em C-9, é alilico e, portanto, tende a estar mais desprotegido o que estd de
acordo o deslocamento quimico de H-8.

A fusdo dos anéis em SQ14 e a orientacdo do grupo hidroxilico em C-8
foram propostas levando-se em conta as correlagbes, resultantes de
acoplamentos a distédncia (em W), observadas no espectro de COSY H-1H (p.)
entre H-5 e Me-14 e entre H-5 e Me-15, sugestivas da fusdo dos anéis do tipo
trans e da orientagdo a da hidroxila em C-4, respectivamente.

O espectro de NOESY de SQ14 (Espectro SQ14.9, p. 114-B) evidencia
interacdo de H-8 com apenas uma das metilas ligadas a ligagdo dupla (54
2,04), atribuida a Me-12, devido a maior proximidade entre esses hidrogénios.

A observacdo do modelo molecular de SQ14 evidencia que a orientagdo
da hidroxila em C-8 deve ser b, podendo-se esperar interagdo espacial de H-8
(a) e Me-12

O espectro de massas de SQ14 (Espectro SQ14.10, p. 115-B) ndo mostra o

pico do ion-molecular (m/z 364); o pico base ¢ atribuido ao fragmento CgHq;"

(m/z 107). Perdas de moléculas de CO sdo propostas no esquema de



)

fragmentacdo de SQ14 (Esquema 16, p. 188), o que esta de acordo com a

proposta estrutural.

Tabela 52° Dados de RMN "H (300 MHz) e de °C (75 MHz) de SQ14 em
CDCl; #

OH
1,50 m
1,90 m
1,20 m
474 dd (11,5;5,0)

241s

4,88 s/
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6.5.2 Sesquiterpenos eudesmanicos simples:

Sao discutidas a seguir, as propostas estruturais dos sesquiterpenos SQ12 e

SQ21.

COOH
s

$021

O sesquiterpeno SQ12 foi primeiramente isolado de P. arguta (Capitulo 4, p.
31). A primeira proposta estrutural para SQ12 (estrutura M) 24 foi corrigida

levando-se em conta resultados de processos de sintese?®,

O espectro no IV de SQ12 (Espectro SQ121, p. 116) apresenta absorcdes
caracteristicas de hidroxila (3393 e 1166 cm-1), ndo ha absor¢cdes de carbonila
O espectro de RMN 4 de SQ12 (Espectro SQ122, p. 117-B; Tabela 53, p.

167) apresenta os singletos das metilas Me-14 (64 0,91), Me-15 (dy 1,10),
Me-12 (dy 1,27) e Me-13 (dy 1,28). Nao ha sinais de hidrogénios olefinicos ou

carbinolicos.



S&@o observados, no espectro de RMN 13¢ de SQ12, 15 sinais (Espectro
SQ123, pp. 118 e 119-B), cuja multiplicidade foi obtida a partir do espectro de
RMN 13C-DEPT (Espectro SQ124, p. 120-B). Além dos quatro sinais de
metilas, sdo observados seis sinais de CH,, dois sinais de; CH e trés sinais de
carbonos ndo ligados a hidrogénios, dois dos quais ligados a oxigénio. A
analise dos dados acima levaram a proposta estrutural de SQ12.

S&o incluidos nas Tabelas 53 e 54 (pp. 167 e 168 ), os dados de RMN H e
3¢, respectivamente, encontrados na literatura para SQ12.

Os dados de RMN 3C de SQ12, colocados na Tabela 54, estdo de acordo
com os dados obtidos a partir da interpretacdo dos espectros COSY *H-'H e

COSY 3C-H (Espectros SQ12.5 e SQ12.6, pp. 121 a 123-B).

O deslocamento quimico de Me-14 no espectro de RMN B¢ ¢ importante
para definir a fusdo dos anéis, pois nos derivados eudesmanicos trans, o
deslocamento quimico de Me-14 € encontrado em ~18,5 ppm e nos isdbmeros
cis ocorre entre 28-31 ppm25. O deslocamento quimico de Me-14 em SQ12 € d¢
18,7, caracteristico de um derivado eudesmanico trans.

A estereoquimica em C-4 foi definida a partir da analise do deslocamento
quimico de Me-15 no espectro de RMN 13C. Nos derivados eudesmanicos trans
com esqueleto do tipo eudesman-4-ol e eudesman-4,11-diol, o deslocamento
quimico de Me-15 com orientacdo p € de ~22,5 ppm e com orientagdo oposta €
de ~30 ppm?. O deslocamento quimico de Me-15 em SQ12 é de dc 22,1,
sugestivo de uma orientacdo 13 para Me-15 (ou seja 4a-OH). Além ela analise
do deslocamento quimico de Me-15 no espectro de RMN 3¢, a orientacdo do
substituinte em C-4 pode ser sugerida a partir do deslocamento quimico de Me-
15 no espectro de RMN *H, pois um efeito de desprotecdo 1,3-diaxial de Me-14
seria esperado. Assim, caso SQ12 tivesse a estereoquimica contraria em C-4,

em relacdo a substancia relatada na literatura®»?®, Me-14 tenderia a estar

desprotegida.

A estereoquimica em C-7 afeta os deslocamentos quimicos de C-5 e C-7
nos derivados eudesmanicos tipo trans. Quando o substituinte em C-7 é axial
(o), tanto C-7 quanto C-5 ficam mais desprotegidos (~6 e ~7 ppm,

respectivamente) do que nas substancias analogas com substituinte equatorial
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(B). Os deslocamentos quimicos de C-5 (5 49,4) e C-7 (¢ 42,1) de SQ12 séo
semelhantes aqueles citados na literatura (6. 48,84 e 41,98 para C-5 e C-Y,
respectivamente)?>.

Verifica-se, no espectro de COSY H-'H (p. 121-B), que o sinal de H-6a (Sy
2,05; um dupleto largo, J = 13,8 Hz) mostra intensa correlacdo com H-
6B (acoplamento geminado), correlagdo moderada com H-5a (acoplamento
equatorial-axial) e uma fraca correlagdo com H-73 (acoplamento equatorial-
equatorial), o que estd de acordo com as estereoquimicas propostas em C-5 e
C-7.

O espectro de massas de SQ12 (Espectro SQ12.7, p. 124-B) ndo mostra o
pico do ion-molecular (m/z 240); o pico de maior massa e 0 pico-base

correspondem a m/z 329 e m/z 161, respectivamente (Esquema 17, p. 189).

Sesquiterpeno SQ21:

<
OH

SQ21

O sesquiterpeno SQ21 foi identificado como o &cido ilicico, isolado

inicialmente de Ambrosia ilicifolia2%2’

e, posteriormente, de outras espécies de
Asteraceae.

O espectro no IV de SQ21 (Espectro SQ21.1, p. 125-B) apresenta absorcéo
bastante larga de 3600 a 2400 cm™, devida & vibracdo axial de ligacdo O-H de
grupos hidroxilicos (de alcool e de acido carboxilico); sdo também observadas,
absorces em 1.695 e 1.623 cm’, atribuidas as vibracdes axiais de ligacdes
C=0 e C=C, respectivamente, juntamente com absorcdo devida a vibragéo
angular fora do plano de ligacdo C-H de ligacdo dupla vinilidénica (906 cm™).

S&o0 observados, no espectro de RMN 'H de SQ21 (Espectro SQ21 2, pp.
126 e 127-B), entre outros, sinais das metilas Me-14 e Me-15 (64 0,90 e 1,10,

respectivamente) e sinais dos hidrogénios olefinicos H-13' e H-13" da ligacdo



dupla conjugada a carbonila (8 6,26 e 5,62) Um segundo espectro de RMN
'H (Espectro SQ21.3, p. 128-B) mostra o sinal do hidrogénio do Aacido
carboxilico (8y 13,73). OS demais assinalamentos do espectro de RMN H
foram baseados nos dados dos espectros de COSY *H-'H e C-'H (Espectros
SQ21.6 e SQ21.7, pp. 132 a 136-B). Os dados de RMN 'H de SQ21 estdo de
acordo com os dados encontrados na literatura para essa substancia 26 (Tabela
53, p 167).

Os dados de RMN ¥C de SQ21 (Espectro SQ21.4, pp. 129 e 130-B) estdo
listados na Tabela 54 (p. 168). Os assinalamentos de C-1, C-3, (-6, C-7 C-8 e
C-9 encontrados na literatura para SQ21%7 (Tabela 54) foram revistos com base
nos dados dos espectros bidimensionais acima citados e de RMN 13C-DEPT

(Espectro SQ21.5, p. 131-B) e estdo de acordo com aqueles do éster metilico

do &cido ilicico® (estrutura N).

COOMc

O deslocamento quimico de Me-14 (5. 18,7) e sugestivo de fusdo de anéis
do tipo trans. A estereoquimica em C-4 (com o grupo hidroxilico o) pode ser
verificada a partir do deslocamento quimico de C-15 (8¢ 22,3) e a orientacédo
equatorial do grupo em C-7 estd em concordancia com o deslocamento
quimico de C-5 (8¢ 54,9), repetindo-se os argumentos apresentados na

discussdo de SQ12.



Tabela 53: Dados de RMN "H de SQ12 e SQ21 (CDCls, 300 MHz), juntamente

com os dados encontrados na literatura para essas substancias.

COOH

SQ12 SQ 21
OH OH
1,30# 1,25#
1,25# 1,15#
1,50# 1,45#
1,50# 1,45#
1,75# 1,45#
1,35# 1,20#
1,60# 1,30#
2,05 d/ 1,96 d/
(13,8) (12,1)
1,40# 1,15#
1,65# 2,48 tl

(11,3)
1,65%# 1,60#
1,65# 1,45#
1,65# 1,30#
1,45# 1,81 d/
(11,6)
1,27 s -
128s -
- 6,26 s/
- 562 s/
0,90 s 0,90 s
1,10s 1,10s
3,50 s/ 3,70 s/
13,73 sl

spectro a 40 z espectro em (
(freqUéncia omitida); # sinais sobrepostos a outros. n.a.
sinal ndo assinalado.




fOR

Tabela 54- Dados de RMN °C de SQ12 e SQ21 (CDCls, 75 MHz), juntamente

com os dados encontrados na literatura para essas e para a substancia N.

-

) e
7 - E y
ﬁm 7{11 “
Ol
13

SQ21:R 1
NR Mo

CCOOK

N 28
5c*
44 51°
20.12
43.38°
72,01
54 90
27,30°
40,39
26.43°
40,93
34,58
145,68
167,84
122,49
18,71
22.45
51,76

sinais

* Espectro a 50 MHz; ** frequéncia omitida, ap

podem estar trocados na mesma coluna.



164

6.6 DETERMINACAO ESTRUTURAL DA LIGNANA LGI:
A Unica substancia isolada pertencente a classe das lignanas foi codificada

como LG1 identificada como o pinorresinol, uma lignana furofurénica, cuja

estrutura encontra-se abaixo.
OMc

5 LGI

Os dados de RMN 'H de LG1 (Espectro LG1.2, p. 138-B) caracterizam a
presenca de hidrogénios de anel aromético (o4 6,80-6,92, 6H), de hidroxila
fendlica (6y 5,60), de metoxila ligada a anel aromético (8 3,91, 6H), dos
hidrogénios benzilicos ligados a oxigénio (6H 4,73 e 4,74, 1H cada), dos
hidrogénios ligados a oxigénio (6y 4,00, 2H e 4,20-4,25, 2H) e dos hidrogénios
metinicos do anel furofurdnico (&4 3,05-3,15, 2H). Esses dados estdo de
acordo com o0s encontrados na literatura para essa substancia, como pode ser

observado na Tabela 55 (p. 170).

Os assinalamentos dos carbonos do espectro de RMN 13¢ de LG1 (Espectro
LG13, p 139 e 140-B) foram baseados nos dados da literatura e também
estdo incluidos na Tabela 55.

O espectro no IV de LGl (Espectro LG1.1, p. 137-B) apresenta absorcbes
caracteristicas de anel aromatico (1654, 1637, 1578 e 2000-1800 cm™) e de

hidroxila (3423 cm™), em concordancia com a substancia identificada.



Tabela 55: Dados de RMN 'H (300 MHz) e "*C (75 MHz) de LG1 em CDCls,

juntamente com dados encontrados na literatura para essa substancia

Sn c
6,80-6.90 m 1e1 132.0
4734l (4,7) 2¢2 108,8
47441 (47)

305315 m 33 468
= 400d(47) 4e4 1452
420-425m 5e5 1144
5,60 s/ 6c6 1185
391 s 7e7 857
8eg 53,7

9e9 713

MeO 556

idrogénios pseudo-axiais e pseudo-equatoriais;

obtido em 25,2 MHz.

# espectro



6.7 DETERMINACAO ESTRUTURAL DO ACIDO CAFEOILQUINICO E
DERIVADOS:

Foram isolados do género Pluchea, acidos cafeoilquinicos, conforme
apresentado no Capitulo 4. De P. quitoc, foram identificados o &cido
cafeoillquinico CQ1 e os ésteres cafeoilquinatos de metila CQ2, CQ3 e CQ4, cujas

estruturas encontram-se abaixo.

0
CalOQ  CcOOH HO  CcOOMe

-
b
“

>
~
[~
“

HO 2.
% Cal

Caf?"” OCal R O"" OR, HO

E’)Cul‘ OR 4

CQ2: Ry= Caf; Ry= H: Rs=Caf
CQ3:Ry= H: Ry= Caft Ry=Cal
CQ4:Ry= Cafl. R;=Caf: R&=H

0l

Acido tetracafeoilquinico CQ1:

Caf

OCal OCafl
CQl

A substancia CQ1 foi identificada como o acido tetra-O-cafeoilquinico.

O espectro de RMN 4 de CQL1 (Espectro CQ1.1, pp. 141 e 142-B, Tabela 56,
p. 172) apresenta sinais nas regibes de hidrogénios aromaticos e olefinicos (8,6-
6,1 ppm), de hidrogénios ligados a carbono oxigenado (5,3-5,9 ppm) e de
hidrogénios alifaticos (3,00-2,00 ppm), sugestivos da presenca de &acidos
cafeoilquinicos. Uma vez que ndo ha sinais entre 4 e 5 ppm, as hidroxilas do acido
quinico devem estar esterificadas. Verificam-se sinais de quatro unidades de
cafeoil, isto €, ha oito dupletos com constante de acoplamento (J) igual a 15,8 Hz

dos hidrogénios olefinicos (trans) H-7' e H-8 e os sinais dos hidrogénios



arométicos H-2', H-5' e H-6'. Os sinais dos hidrogénios da unidade de &cido
quinico, H-3 (equatorial), H-4 (axial) e H-5 (axial), foram assinalados de acordo
com suas multiplicidades e constantes de acoplamento.

O espectro de RMN 13C de CQ1 (Espectro CQ1.2, pp. 143 a 145-B) apresenta
0os sinais dos quatro grupos cafeoil e da unidade de &cido quinico. O
deslocamento quimico associado a C-1 (84 79,9) esta em concordancia com a
proposta estrutural da presenca de uma unidade de cafeoil ligado a esse carbono
Assim como os dados de RMN H, os de RMN '3C estdo de acordo com os dados
encontrados na literatura para essa substancia (Tabela 56).

O espectro de COSY 'H-'H (Espectro CQ1.3, pp. 146 a 148-B) de CQ1
evidencia a correlacdo entre os hidrogénios arométicos entre si, entre os olefinicos
H-7' e H-8', entre o hidrogénio do anel aromatico H-6' e o hidrogénio olefinico H-7',

assim como as correlagbes entre os hidrogénios da unidade do acido quinico.

Tabela 56: Dados de RMN 'H e 3C (300 e 75 MHz) em CD;OD de CQI,

juntamente com dados da literatura para essa substancia (400 e 100 MHz).

QCal
4

SH b5c*?
_ 82,50
2,60 m 33,92
2,98 dd
(13,7, 4,3)
572 m 71,13
5,34 dd 74,88
(10,3: 3,2)




Continuacéo da Tabela 56

On
585 m

2,15 dd
(12,0 10,3)
2,72 dd
(12,0; 3,4)

6,81; 6,94,
7,01; 7,05;
4xd (2,0)

6,48:; 6,65;
6,73, 6,73;
4xd (82)
6,56. 6,76;
6,91; 6,91;

4xdd (82,20 :

7.46;7.48;
7,57;7,64;
4xd (15,8)
6,13; 6,14;
6,24, 6,38;
4xd (158)

« 32
Oc

69,48

39,88

176,90
128,14, 128,37,
128,42; 128,46
117,28;: 117,34;

117,37, 117,53

147,23, 147,44,
147.,49; 147,59
150,17: 150,44;
150,49; 150,59
116,13; 116,33;

¥

116,46, 117,23

122,87 124 10
124 10; 124,33

n.a.

115,12; 115,38,
115,57, 115,82
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Continuacao da Tabela 56
: S

6632
168,88, 169,05
169,22; 169,46

n.a.. nao assinalados

Esteres metalicos dos acidos di-O-cafeoilquinicos CQ2, CQ3 e CQA4:

6 OR; O
7 S 4
b s
MeOOC 7\0& HO_ 4 ~_ v \\/lK% .
2 3 9 Cal
I : x'
OH OR; :Oo/
’ HO™ # 5

CQ2:R5= Caf: Ry~ H: Rs=Caf
CQ3:Rs= H: Ry= Caf; Re=Cal
CQ4:R3: Caf: R4: C(lf. R5: H.

Os dados de RMN de CQ2 sdo caracteristicos de acidos cafeoilquinicos O
espectro no IV (Espectro CQ2.1, p. 149-B) apresenta uma larga e intensa

absorcdo em 3470 cm™

, de grupo hidroxilico.

Através da anélise dos espectros de RMN 'H (Espectro CQ2.2, pp 150 a 153-
B) e de RMN 3c (Espectro CQ2.3, pp. 154 e 155-B), pOGde-se constatar que a
fracdo que contém a substéncia codificada como CQ2 é uma mistura na qual CQ2
é predominante (os demais constituintes foram identificados em uma outra mistura
discutida em seguida). No espectro de RMN 'H de CQ2, ha sinais de duas
unidades de cafeoil associadas ao componente principal, cuja localizacdo na
unidade de acido quinico foi proposta a partir do deslocamento quimico do
hidrogénio ligado ao carbono ligado a hidroxila (61 3,82) e das respectivas
multiplicidade e constantes de acoplamento (dd, J= 7,8 e 3,1 Hz), indicativas da
presenca desse grupo em C-4.

Verificam-se correlagdes no espectro de COSY H-'H (Espectro CQ25, p. 157
B) entre o sinal em &, 5,30 e os sinais em &y 2,0-2,3 (H-2 e H-6) e em &y 3,82 (H-

4). O sinal em &y 3,82 (H-4) n&do correlaciona com os sinais em 2,0-2,3 ppm.



Esses dados estdo consistentes com aqueles de um derivado do acido 3,5-di-O-
cafeoilquinico.

O sinal em &y 3,59 no espectro de RMN 'H caracteriza a presenca do éster
metilico do acido 3,5-di-O-cafeoilquinico, ou seja o 3,5-di-O-cafeoilquinato de
metila (CQ2). Os dados de RMN H e de '3C de CQ2 (em CDCI; e gotas de
CD3;0D) encontram-se na Tabela 57 (p. 177).

A substancia CQ2 também foi identificada numa mistura, nas quais os demais
constituintes, os isomeros CQ3 (4,5-di-O cafeoilquinato de metila) e CQ4 (3,4-di-O
cafeoilquinato de metila), foram identificados através da andlise do espectro de
RMN 1H da mistura (Espectro CQ2-41, p. 158 e 159-B) Nessa mistura o
constituinte principal é CQ3, seguido de CQ2. A substancia CQ4 encontra-se em
pequena quantidade. Os dados de RMN 'H dessa mistura encontram-se na
Tabela 57 (p. 177).

Foram verificadas intensidades varidveis nos sinais dos grupos metoxilas (dy
~3,6) nos espectros de RMN 'H: isto é, logo que os derivados CQ2-CQ4 foram
isolados: a intensidade do sinal das metoxilas era pequena em relacdo aos demais
sinais e apds fracionamentos cromatograficos, ou mesmo ap6s a obtencdo dos
espectros em metanol, os sinais daqueles grupos tornaram-se maiores,
provavelmente devido a formagcdo dos ésteres metilicos a partir dos respectivos

acidos; essa observacdo fora verificada anteriormente no estudo de outras

espécies contendo 4cidos cafeoilquinicos®2.

Uma mistura contendo CQ2-CQ4 disponivel em quantidade suficiente para
obtencdo de derivados e de espectros foi submetida a reacdo de metilagdo com
diazometano para que os dados de RMN fossem comparados com os dados
disponiveis na literatura, no entanto, os espectros dos derivados metilados foram
obtidos em CD30D devido a dificuldade de se solubilizar a amostra e os dados da
literatura sdo relativos a espectros obtidos em CDCls.

A fragdo da mistura de CQ2-CQ4 usada na reagdo de metilagdo tinha CQ2
como constituinte principal; uma pequena quantidade de CQ4 estava presente e,

em menor propor¢cdo ainda, encontrava-se CQ3, como pode ser verificado a partir
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das intensidades dos sinais dos hidrogénios H-3, H-4 e H-5 no espectro de RMN
'H da mistura antes da reagdo (Espectro CQ2-4.2, p. 160-B) Os produtos da
metilacdo da fracdo contendo CQ2, CQ3 e CQ4 foram codificados
respectivamente como CQ2met, CQ3met e CQ4met As estruturas desses

derivados encontram-se abaixo.

OH OR;
CQ2met Ry= Caf; Ry= H; Rg=Caf
CQ3met: R3=H; Ry= Caf, Rs=Caf
CQ4met: Rs= Caf; Ry=Caf, Rs=H

Os sinais dos hidrogénios H-3, H-4 e H-5 dos trés constituintes da mistura dos
derivados metilados, CQ2met, CQ3met e CQ4met, foram assinalados no espectro
de RMN 'H (Espectro CQ2-4met.1, pp. 161 a 164-B). Os dados de RMN H de
CQ2-CQ4met, encontram-se nas Tabelas 58 e 59 (pp. 178 e 179), juntamente

com os dados encontrados na literatura.



Tabela 57° Dados de RMN 'H e de *C CQ2-CQ4 (CDs0D, 300 e 75 MHz)
6 OR4

7 S 4

Mc()()C\

o_ o
\!%Z\()Rq ji‘ . o (,“‘,
OI1 OR y
: o 1\

CQXR; Cal: Ry H:Rq Cal
COQ3: Ry H: R, Cafi Ry Cal
CQ4:R; CallRy CaliRs I

CQ2# cQ3
On OH
2,0-23m 2,0-24m
2,0-23m 2,0-24m
523 m 434 m
3,82 dd 5,10 dd
(7,8; 3,1) (8,1; 3,0)
5,30 ddd 5,55 dd

(9,3,7,7; 3,1) *
2,0-23m 20-24m
2,0-23m 2,0-24m
6,94; 6,92 7,00; 7,02

d(2,0) d (2,0)
6,68; 6,68 6,74: 6,75

d(8,2) d(8,2)
6,81; 6,81 6,75, 6,77

dd (8,2, 2,0) dd (8,1; 2,0)

7,43; 7,48 7,50, 7,54
d (16,0) d (15,9)

6,07: 6,19 6,16; 6,29
d (16,0) d(15,9)
3,59s 3,71s

* Constante de acoplamento ndo calculada; n.a. n&o assinalados;
# Espectro em CDCl3+CD30D; a, b: os valores podem estar trocados.
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Tabela 58: Dados de RMN 'H de CQ2met - CQ4met (CD;OD, 300 MHz),

juntamente com dados da literatura para essas substancias (CDCls, 400 MHz).

;
McOOC

(Q2met;  Ry= Caf: Ry= H: Rs=Cal

CQ3met:

1

OH

o

2

5

OR;

3

OR4

4

OR,

Rgz H: R4: Cafl: R5:’{i]f
CQ4met:  Ry= Cal. Ry= Caf: Rs=H

CQ4met
OH
2,124 m
2,1-24m
565m
500*

460m
2,1-24m
21-24m
6,92; 6,94
2xd
(~2)

761,763
2xd
(15,8)

6,33; 6,36
2xd




Tabela 59: Constantes de acoplamento (J) de CQ2met-CQ4met encontradas na

literatura.

R
4 6 5 (R~,4

McOOC, OR,
) 2 3

Ol ORy
CQ2met: Ry Cafi Ry H:Rg Caf

CQ3met: Ry MRy Caf Rg Caf
CQdmet: R; Cati Ry CafiRs 11

@ As constantes de acoplamento n&o foram obtidas.

6.8 IDENTIFICAGAO DO SAL INORGANICO:

O sal inorganico SI1 foi identificado como cloreto de potassio (KCI) atraves da
difracdo de raios-X (Difratograma 1, p. 165-B). As distancias interatdmicas e os
angulos de difragdo de SI1 foram comparados com os dados de um padrao de KCI
(pp. 166 e 167-B).
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6.9 INTERPRETACAO DOS ESPECTROS DE MASSAS DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS.

Os dados dos espectros de massas dos esterdides (ES1-ES6) e triterpenos
(TT1-TT13) foram usados na identificacio das substancias pertencentes a
essas classes através da comparacdo com dados disponiveis nos arquivos dos
espectrébmetros usados 35 e, por isso, ndo foram incluidos os esquemas de
fragmentacdo dos mesmos.

N&o foram obtidos espectros de massas para a lignana LG1 e nem para os

derivados do acido cafeoilquinico (CQ1-CQ4), uma vez que sdo substancias

conhecidas.
Sao colocados a seguir os esquemas de fragmentacdo referentes aos

espectros de massas obtidos para a maioria dos sesquiterpenos isolados.
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7l 34R(119%)
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S -Ango. ‘ i . | H . . | __‘Ang()]] .

TS AngOH

S S e
k I—‘—‘“‘-’— R RRION M) Au()H I

ICystixOfF oo GalgT e GO
| 216(16%) AWM e L PRUSW "““ r
: (e l\{ v

Ac() :

247432 %0

womw BN
201 (25%) T : e

Esquema 1: Esquema de fragmentacdo de SQ1 (espectro de massas SQ1. 7,
p. 111-A).
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Esquema 2: Esquema de fragmentacdo de SQ7 (espectro de massas
SQ7.6,p 120-A).
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Esquema 3: Esquema de fragmentagdo de SQ2 (espectro de massas SQ2 .8,
p. 130-A ).
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Esquema 4: Esquema de fragmentacdo de SQ8 (espectro de massas

SQ8.8, p. 140-A ).
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Esquema 5: Esquema de fragmentagao
SQ9.8, p. 161-A).

de SQY (espectro de massas
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Esquema 6: Esquema de fragmentacdo de SQ3 (espectro de massas
SQ3.15, p. 168-A ).

O CpH50

1083

Y71 (1 %)

Esquema 7. Esquema de fragmentacdo de SQ5 (espectro de massas SQ5 9
p 183-A)
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Esquema 8: Esquema de fragmentagao de SQ6 (espectros de massas SQ6 12

e SQ6.13, pp. 203 e 204-A ).
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Esquema 9. Esquema de fragmentacdo de SQ15 (espectro de massas

SQ15.10, p. 13-B).
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Esquema 10: Esquema de fragmentacdo de SQ16 (espectro de massas

SQ16.4, p. 20-B).
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Esquema 11: Esquema de fragmentacdo de SQ19 (espectro de massas
SQ19.9, p. 32-B).
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Esquema 12: Esquema de fragmentacdo de SQ13 (espectro de massas
SQ13.15, p. 58-B).
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Esquema 13: Esquema de fragmentacdo de SQ4 (espectro de massas
SQ4.10, p. 75-B).
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Esquema 14: Esquema de fragmentacdo de SQ10
(espectro de massas SQ10.9, p. 88-B).
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Esquema 15: Esquema de fragmentacéo de SQ20 (espectro
de massas SQZO 6, p 96 B)
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Esquema 16: Esquema de fragmentacdo de SQ14 (espectro de massas
SQ14.10, p. 115-B).
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Esquema 17: Esquema de fragmentacdo de SQ12 (espectro de
massas SQ12.7, p. 124-B).
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7. BIOSSINTESE DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Sdo apresentadas a seguir, as propostas de biossintese das substancias
gue quando isoladas representaram metabdlitos especiais novos
(sesquiterpenos SQ1, SQ2, SQ3, SQ4, SQ5, SQ6, SQ8, SQ10, SQ13, SQ14,
SQ15, SQ16, SQ18 e SQ19).

A "Regra Biogenética do Isopreno” de Ruzicka estabelece que o0s
terpendides (ou isoprendides) derivam de unidades C5 do tipo do isopreno (1),
cujas estruturas inicialmente formadas podem sofrer modificacdes enzimaticas

para formar diferentes tipos de esqueletosl’2'3'4.

A biossintese dos sesquiterpenos é explicada a partir da rota do mevalonato
(Esquema 18, p. 195)2'3’4. Uma dupla condensacdo de acetil-SCoA (2) forma
sucessivamente acetoacetil-SCoA (3) e 3-hidroxi-3-metil-glutaril-SCoA  (4)
Segue-se uma reducdo em duas etapas para produzir o isdmero 3R do acido
mevaldnico ou 3R-MVA (5). O acido mevalonico é fosforilado e o pirofosfato
formado € descarboxilado e desidratado para formar o pirofosfato de
isopentenila ou IPP (6a); esse ultimo isomeriza formando o pirofosfato de 3,3-
dimetilalila ou DMAPP (6b) através da adicdo de um préton do meio e saida do
hidrogénio pro-(R) do carbono C-2 (ou 4-pro-(S) do acido meval6nico).

Duas unidades ativas de Cg, IPP (6a) e DMAPP (6b), formam o pirofosfato
de geranila (7) ou GPP que, ap6s nova condensacdo com IPP, forma o isdbmero
2E,6E do pirofosfato de farnesila ou 2E,6E-FPP (8a); este; ultimo forma o
isbmero 2Z,6E do pirofosfato de farnesila ou 2E,6E-FPP (8b) e o pirofosfato de
nerolidila (9). Os isébmeros 2E,6E-FPP e 2Z,6E-FPP (8a e 8b) juntamente com

o pirofosfato de nerolodila (9) podem justificar a biossintese dos diferentes tipos
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de esqueletos dos sesquiterpenos, através de um intermediario catiénico®. A
biossintese dos sesquiterpenos do tipo eudesmano, tem como precursor o
cation germacrano (10), considerado um derivado do 2E,6E-FPP (8a)
(Esquema 19, p. 196)345,

H

(9] it (:) O
I | r\ acetoacl:eti|~CoA I I I I HMG-CoA

sintetase
MeCSCoA 1o MeCCH,CSCOA e

—
T

O 3 O

L

T CHLCSCoA ~ CILCSCoA NADPH | HMG-Con

redutase

O Me \()I‘ 11

NADPH D\)N ‘
-y \/§ SCoA

Ol1 O

1Isomerase ;
- Hy ; orp

Esquema 18: Biossintese dos sesquiterpenos - formacdo das unidades

ativas de isopreno®*.

Apresenta-se a seguir (p. 196) o esqueleto basico dos sesquiterpenos
eudesmanicos: 7-isopropil-4,10-dimetildecalina Existem poucos exemplos de
sesquiterpenos eudesmanicos com fusdo de anel do tipo CiS em relacdo aos
isdbmeros trans>3%° assim como a maioria dos sesquiterpenos biciclicos
derivados do céation germacrano isolados de plantas superiores apresenta a
cadeia lateral em C-7 com orientacdo B°. A férmula estrutural da maioria dos
sesquiterpenos eudesmanicos é justificada através de uma rota biossintética
envolvendo o cation germacrano (10) na conformacdo dupla cadeira 10a, onde

10e seria o precursor hipotético; nos derivados de 10a, a geometria para a



ciclizacdo concertada requer que todas as novas ligacdes formadas sejam
paralelas. A inversdo de configuragdo em C-4 pode ser obtida por
desidratacdo/hidratacdo. Outras trés conformacBes do céation germacrano (10b-
10d) e outros precursores hipotéticos (10f-10h) no entanto, podem ser Uteis na

explicacdo da estereoquimica de alguns membros dessa classe (Esquema 20
p. 197)%°.

L2

A presenca do acido angélico (12) na forma de éster é comum em plantas
superiores. Apesar de apresentar esqueleto isoprendide, sua biossintese nao
ocorre através da rota mevalonato, mas via o amino-acido isoleucina (13), de
acordo com o Esquema 21 (p. 198)2.

As propostas biossintéticas para os sesquiterpenos isolados de Pluchea

quitoc encontram-se resumidas nos Esquemas 22-24 (pp. 199-201).
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Esquema 19: Biossintese dos sesquiterpenos — formagéo do cation
germacrano’*.
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Esquema 20: conformagbes do cation germacrano
envolvidas  na  biossintese  dos  sesquiterpenos
eudesmanicos®

H 1

11

< (O] - CO, — s

COOH 4 COOlIl —
. - SO0
oo

Q 11
13

NIf;

12

Esquema 21 biossintese do acido angélico ( 12)2.
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Esquema 22: provaveis rota biossintética de SQ1, que
inclui SQ7 e SQ17 a partir do precursor 10e.
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Esguema 23: provaveis rotas biossintéticas de SQ2, SQ3, SQ4, SQ5, SQ15
e SQ16 a partir de SQ1.
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Esquema 24: provaveis rotas biossintéticas de SQ6, SQ8, SQ9, SQ10, SQ13,
SQ14, SQ16 e SQ18 a partir de SQ7.
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8. ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

Atividade antitumoral*

* Os estudos de avaliagdo da atividade antitumoral dos extratos de Pluchea
quitoc foram desenvolvidos pela Dra. Mary de Souza Queiroz (UNICAMP-
Campinas, S&o Paulo, 1997/1998) #1.

Trabalhos anteriores demonstraram que em animais portadores do tumor de
Ehrlich ocorre uma mielossupressdo expressa através de uma redugcdo no
numero de coldnias de granuldcitos e macrofagos formadas a partir de
precursores hematopoiéticos na medula ésseal. O estudo de neoplasias em
modelos animais facilita a avaliacdo e melhor compreensdo da imunobiologia
dos tumores, a0 mesmo tempo que constitui instrumento apropriado para a
investigacdo de efeitos imunomoduladores de substancias com potencial
antineoplasico. Um desses modelos é o tumor de Ehrlich, descrito por Ehrlich e
Apolant como um adenocarcinoma de mama, que teve origem
espontaneamente em camundongos. O tumor de Ehrlich caracteriza-se por néo
regredir espontaneamente e ser facilmente mantido por transplantes
sucessivos no tecido subcutadneo ou no peritbnio de qualquer linhagem murina,
desenvolvendo-se na forma solida ou ascistica, respectivamente.

A influéncia do crescimento tumoral na proliferacdo e diferenciacdo das
células pluripotentes (CFU-S) e nas células progenitoras (CFU-C) da medula
6ssea tem sido sugerida por inumeras observagbes. Como muitos outros
tumores experimentais, o tumor de Ehrlich produz alteragbes severas no
sistema hematopoiético do hospedeiro, sendo freqlientemente associado com
imunodepressdo, anemia, trombocitopenia e leucocitose granul6cito -

2,3,45,6

dependente Estes eventos resultam da elaboragdo de fatores sollveis

pelas células tumorais, 0s quais afetam a quantidade de progenitores

7,8

comprometidos com a série granuldcito-macréfago Utilizando a técnica de

cultura de células precursoras mieldides em meio semi-solido foi demonstrado



que uma redistribuicdo das células da medula éssea comprometidas com o
desenvolvimento de coldnias granuldcitos-macrofagos estava associada a este

fendémeno®

. Estes fatos séo particularmente importantes ao se considerar que 0
crescimento do tumor ascistico de Ehrich provoca uma reacdo inflamatdria
local, altera padrdo de migracdo celular, além de estimular/ativar macrofagos;
na verdade, a intensidade da reacdo inflamatoria provocada pelas células
tumorais é de fundamental importancia na inibicdo do crescimento
tumoral®10:11:12,

As células maduras do sistema imunoldgico sdo originarias da atividade
proliferativa de uma populagdo de precursores localizadas principalmente na
medula déssea. A técnica para cultura de células proliferativas da medula éssea
em meio semi-sélido permite a investigagdo dos mecanismos reguladores da
mielopoiese13'14.

Foram estudados neste trabalho, os efeitos antitumorais de Pluchea quitoc
utilizando-se para isto a metodologia para avaliagdo do crescimento e
diferenciacdo de precursores hernatopoiéticos da medula éssea para a série
granulécito-macréfago (CFU-GM) em animais portadores de tumor ascistico de
Ehrich.

A administracdo do extrato etandlico de P. quitoc em animais controle (n&o
portadores de tumor) nas dose de 1000 mg/Kg e 1500 mg/Kg levou a um
aumento significativo no numero de precursores hematopoiéticos para
granutdcitos e macrofagos (CFU-GM) na medula 6ssea em relacdo aos
controles néo tratados. A dose de 250 mg/Kg, por outro lado, ndo provocou
qualquer alteracdo no numero de CFU-C em relagdo aos controles. Da mesma
forma, a administracdo do mesmo extrato em animais inoculados com o tumor
de Ehrlich levou a uma mieloprotecdo contra os efeitos mielossupressores do
tumor. A diferenca em relacdo ao grupo ndo portador do tumor que recebeu o
extrato foi o efeito também observado com a dose de 1000 mg/Kg e 1500
mg/Kg sobre a reversédo da mielossupressdo induzida pelo tumor (Figuras 2 e
3, pp. 205 e 206).

Devido a pequena quantidade de extrato recebido na primeira remessa, nao

foi realizado o ensaio com 250 mg/Kg e inoculado com tumor #2.



203

E interessante observar também que ndo apenas o numero de colonias
CFU-GM foi aumentado com a administracdo do extrato da planta em estudo,
mas também o tamanho da coldnia e a densidade de seu nucleo (Figuras 4 e 5,
pp. 206 e 207).

P p e wenem s s ormmmeas g
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. qc-le"gm :

Cm — T e P .
Controfe 250mglihg 100Gmgiky 1500mgikg

Figura 2: Numero de coldnias hematopoiéticas (CFU-C) obtidas 24 horas
apos administragéo oral (dose unica) do extrato etandlico de Pluchea quitoc

(n=6/grupo).
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Figura 3: Numero de coldonias hematopoiéticas (CFU-C) obtidas 72 horas
apos o transplante do tumor de Ehrlich e 24 horas apds o tratamento com
diferentes doses do extrato etandlico de Pluchea quitoc (dose
anica),(n=6/grupo)

Figura 4. Cdpia da fotografia de colonias de granulécitos e macrofagos
(CFU-C) coradas com luxol fast blue/hematoxilina do grupo controle
(aumento de 10 x em microscopio comum).
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Figura 5: Copia da fotografia de coldnias de granuldcitos e macrofagos (CFU-
C) coradas com luxol fast blue/hematoxilina do grupo tratado com o extrato
etandlico P. quitoc na dosagem de 1000 mg/ Kg (aumento de 10 x em
MICTroscoOpIo comum).
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#' Como resuitado do presente estudo, um artigo, cuja autoria principal € da
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# Apos o primeiro ensaio, duas novas remessas de material foram enviadas
para a Dra. Mary Queiroz para que fosse possivel dar continuidade aos

trabalhos.



9. CONCLUSOES

A investigacdo fitoquimica da espécie Pluchea quitoc foi desenvolvida no
presente trabalho. Essa espécie botanica, pertencente a familia Asteraceae, é
encontrada em todas as regies do Brasil, onde é usada na forma de cha no
tratamento de problemas digestivos, principalmente.

O estudo fitoquimico de P. quitoc de um espécimen coletado na Amazonia
levou a identificacdo de substancias pertencentes as classes dos
hidrocarbonetos,  esterdides, triterpendides, ésteres graxos, lignoides,
derivados do acido cafeico e sesquiterpendides, num total de cerca de 50
substancias. Dentre o0s sesquiterpenos isolados, 14 eram metabdlitos especiais
novos.

As classes a que pertencem as substancias isoladas de P. quitoc, séo
comumente encontradas no género. De acordo com o levantamento
bibliografico sobre a quimica do género Pluchea apresentado, as substancias
mais representativas sdo 0s sesquiterpenos eudesmanicos, e principalmente
os derivados da cuautemona, que foram isolados em quantidades
significativas. Algumas espécies de Pluchea, no entanto, tém como
constituintes, substéncias de outras classes, como o0s alquenil e/ou
alquiniltiofenos e flavonodides, mas de acordo com o mesmo levantamento, nem
todas as espécies do género apresentam essas classes de substéncias.

Um estudo anterior de P. quitoc de um espécimen coletado na regido
Sudeste do pais levou ao isolamento de um flavondide, o que é sugestivo da
modificacdo na composicdo quimica dos extratos da planta de acordo com o
local de coleta; observacdo semelhante fora verificada em estudo com outra
espécie de Pluchea.

A avaliacdo da atividade antitumoral do extrato etandlico da planta foi
apresentada, sendo evidenciada significativa capacidade de inibir o
desenvolvimento de tumores. Outras atividades bioldgicas (antiedematogénica,

antiinflamatéria e toxicidade) serdo ainda avaliadas.
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Espera-se que tanto os resultados fitoquimicos, como farmacologicos, assim

como associacdes quimiossistematicas sugeridas, possam contribuir no uso e

aproveitamento da espécie investigada.
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