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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo quimico da parte aérea das espécies
vegetais Lafoensia glyptocarpa Koehne e Ouratea floribunda St. Hill. Foram
utilizadas técnicas cromatograficas para fracionamento e isolamento dos
constituintes dos extratos das plantas. As estruturas foram determinadas através
de andlise de dados fornecidos por espectrometria de infravermelho, de massas e
de RMN de 'H e de *3C uni e bidimensionais das substancias naturais e derivados.
O extrato metandlico das folhas de L. glyptocarpa forneceu duas saponinas (3p0-
D-glicopiranosilsitosterol e 3B 0-BL-arabinopiranosilolean-12-eno--28-oato de BD-
glicopiranoila) e sitosterol. O extrato metandlico do caule desta planta forneceu os
carboidratos a e B-D-glicose e o iditiol. O extrato hexanico da madeira de O.
floribunda forneceu o depsideo atranorina e os triterpenos friedelina, friedelinol,
lupeol, taraxerol e taraxenona e do extrato em AcOET das flores foram isolados a
mistura dos &cidos hexadecanoato de olean-12-en-28 dico, 33-O-tetraeicosonoato
de olean-12-en-28-6ico, 2-hidroxi-3-acil-olean-12-en-28-6ico e 3-hidroxi-2-acil-
olean-12-en-28-06ico. Preparou-se um novo derivado acetilado da atranorina (3-
formil-2,4-diidroxi-6-metil-benzoato de 3-acetil-4-metoxi-carbonil-2,5-dimetil-
benzeno). Além de registrar este novo derivado fez-se a completa atribuicdo dos
dados de RMN *C da atranorina que ainda ndo constavam na literatura. A
saponina triterpénica isolada de L. glyptocarpa foi registrada pela primeira vez na
literatura. Algumas das substancias isoladas foram submetidas ao ensaio de
letalidade em Artemia salina Leach. A espécie L. glyptocarpa possui constituintes
guimicos com propriedades alelopaticas e, por isso prepararam-se produtos
derivados do &cido cinamico para avaliar seus efeitos nha germinacao de sementes

de alface e tomate.
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ABSTRACT

This research is related to the chemistry study of the shoots of Lafoensia
glyptocarpa Koehne and Ouratea floribunda St. Hill. The products found is this
phytochemistry research were isolated from MeOH extract of L. glyptocarpa and
hexanic and AcOET extracts of O. floribunda by chromatography techniques. The
structure were established by analysis of infrared, mass and NMR spectroscopy
data of the natural products and its derivatives. From the leaves of L. glyptocarpa
were isolated two saponins (3B-O-D-glicopyranosylsitosterol and 3B-O-B-L-
arabinopyranosylolean-12-en--28-O-f-D-glucopiranosyl-ester). The carbohydrates
o e B-D-glucose and iditiol, were isolated from MeOH extract of wood of L.
glyptocarpa. From the hexanic extract of wood of O. Floribunda were isolated a
depside (atranorin) and the triterpenes friedelin, friedelinol, lupeol, taraxerol and
taraxenone. The mixture of triterpenic esters also were identificit in from the flowers
of O. floribunda. Toegther with the mixture of 3-O-hexadecanoate-olean-12-en-28-
oic acid and 3-O-tetraeicosanoate-olean-12-en-28-oic acid beside the mixture of
2-hydroxy-3-0O-acyl-olean-12-en-28-oic acid and 3-hydroxy-2-O-acyl-olean-12-en-
28-oic acid. Some of the isolated products were evaluated in a Artemia salina
Leach assay. L. glyptocarpa has chemical products with alelopatic activities
described in the literature. So the germination assays with cultivars of lettuce and

tomato to avaluated synthetic products derivated from cinamic acid were done.



INTRODUCAO GERAL

Estima-se a existéncia de 250.000 espécies de plantas superiores. Cerca
de 80% da populacdo dos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento
continuam completamente dependentes da medicina caseira, utilizando vegetais
para as necessidades primarias de saude. Isto tem revelado o espléndido acervo
natural de vegetais nos ambientes aquatico e terrestre como um potencial quimico
adormecido, que pode ser explorado de uma forma racional para estudo em prol
da humanidade (Braz-Filho, 1994).

A relativa facilidade de coleta e toda a diversidade de espécimes nas
florestas tropicais tém fascinado os estudiosos e estimulado o estudo fitoquimico
das mais diversas familias de plantas, com busca do conhecimento da
biodiversidade dos constituintes quimicos dos metabdlitos especiais.

As substancias naturais, seus derivados e analogos, representam cerca de
50% de todas as drogas medicinais, sendo que aproximadamente 25% destas sao
obtidas de plantas (Braz-Filho, 1994).

Com o desenvolvimento das técnicas de isolamento e identificacdo, o
namero de substancias naturais encontradas em plantas tem crescido
verticalmente. Além da possibilidade da descoberta de substancias ativas
biologicamente, existe a relevante contribuicdo para os quimicos na obtencéo de
modelos para sintese, modificacfes estruturais e otimizacdo de propriedades
biol6gicas (Braz-Filho, 1994).



O uso de plantas como fontes de novos agentes quimicos medicinais tem
sido evidenciada pela implementacdo de diversos programas em varios paises
desenvolvidos, com o objetivo de descobrir substancias para resolver problemas
da humanidade.

Essa programacao para a descoberta de novos medicamentos em plantas
envolve o isolamento, a elucidacdo estrutural, a preparacdo de derivados e a
definicdo de sinteses totais. Infelizmente esta consideracdo das plantas como um
eximio solucionador dos problemas relacionado a doencas (cura) tem conduzido a
desconsideracdo do conhecimento cientifico global das plantas. Ha grupos que,
com a ansiedade de adquirir informacdes rapidas para seus objetivos especificos,
descartam extratos que poderiam ser usados com outros objetivos e contribuir
para o conhecimento cientifico mais amplo e para outras areas das ciéncias como

agronomia, ecologia e quimiossistematica.
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CAPITULO |

ESTUDO QUIMICO DE Lafoensia glyptocarpa KOEHNE

INTRODUCAO

A familia Lythraceae é constituida por aproximadamente 20-30 géneros e
500 espécies. Esta familia ocorre nas regides tropicais e é representada por
arvores e arbustos (Barroso, 1986).

As plantas desta familia sdo pouco estudadas quimica e biologicamente. Na
tabela 1 sdo citadas as espécies desta familia que ja foram estudadas e seus

principais constituintes quimicos isolados.



Tabela 1. Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia

Lythraceae.
Espécie Substéancias Isoladas Referéncias
Heimia salicifolia Alcaléides: Heimidina, Abresolinas 1,2,3,4
Lythrum lanceolatum Alcaloides: Litrumina, Monacetilitrumina, 5
Diacetato de Litrumina
Lythrum anceps Alcaléides: Litracina, Litracina Il, Litracina IV 6
Ammannia coccinea Flavonéides: Quercetina, Rutina
Heimia montana Alcal6ides: Vertina, Heimidina, Litrina,
Lifolina, Litridina
Lagerstroemia flos-reginae Taninos: Reginina A, Reginina B 9
Woodfordins fruticosa Taninos: Woodfordina D, Oenoteina A 10, 11
Lagerstroemia speciosa Terpenos: Acido Colosélico, Acido 12
Maslinico
Lawsonia inermis Esterdide: 24-B-etilcolesterol-4-eno-3-3-ol 13
Lafoensia pacari Aminoéacidos e agucares 14
Lafoensia densiflora Esteres graxos Cis e trans cumaricos, 15
acido betulinico, acido ursadlico, nor-
triterpeno, saponina (chebulosideo), trés
flavonéides (5,7,4-triidroxiflavonol,
5,7,3,4-tetraidroxiflavonol e canferol-3-O-
B-Dglicopiranosideo) e 2-hidroxi-4-O-f3-D-
glicopiranosil-6-metoxiacetofenona
Lafoensia glyptocarpa Cinamato de sitosterila, sitosterol, 16

cumarato de alquila, ferrulato de alquila,
acetonoilato de butirospermila e

triglicerideo

Referéncias: 1 - Rother & Schwarting, 1974; 2 - Rother & Edwards, 1994; 3 - Pelosi et al., 1985; 4 -
El-Olemy & Stohs, 1971; 5 — Sharnoff & Shain, 1973; 6 — Barrow et al., 1974; 7 — Graham et al.,
1980; 8 — Rother, 1990; 9 — Xu et. al, 1991; 10 — Yoshida et al., 1991; 11- Yoshida et al., 1992; 12 —
Murakami et. al, 1993; 13 — Gupta et al., 1992; 14 — Gottsberger et al., 1984; 15 — Garcez et al.,

1998; 16 —Carvalho, 1994
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Quadro 1 Estrutura de alguns constituintes quimicos isolados de espécies da
familia Lythraceae.
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Quadro 2 Estrutura de alguns constituintes quimicos isolados de espécies da

familia Lythraceae.
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Quadro 3. Estrutura de alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia

Lythraceae.
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Acetonoilato de butirospermila Triglicerideo

Quadro 4. Estrutura de alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia

Lythraceae.

O conhecimento quimico das espécies vegetais contribui certamente para o
conhecimento mais aprofundado da biodiversidade e também para outras areas
do conhecimento. Deve-se destacar que um dos considerado relevante para o
estudo quimico das plantas é a descoberta de farmacos ignorando, inclusive,
outras diversas atividades bioldgicas dos constituintes.

Como pode-se observar na tabela 1, dentre os constituintes quimicos
comuns encontrados nas espécies vegetais, ocorre nesta familia alcaléides do tipo
inddlico, flavondides e derivados do &cido cinamico.

Os alcaldides sdo bases nitrogenadas, cuja estruturas molecular séo

bastante diversificadas e por isso sua classificacdo é complexa. De todos os

grupos de principios ativos os alcaloides sdo 0os que mais se destacam quanto a
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atividade biologica (Di Stasi, 1996), e as vezes conferindo sabor amargo as
plantas (exemplos: heimidina e litracinas).

Devido as propriedades dos alcaldides tem-se grande interesse na
biossintese destes compostos. Considerando-se estes fatos, foram realizados
varios estudos com crescimento de Heimia salicifolia, utilizando nitrogénio
marcado para estabelecer as rotas biossintéticas dos alcaldides derivados de
aminoacidos para melhor utilizacdo dos mesmos (Rother & Schwarting, 1974; Rother
& Edwards, 1994; Pelosi & Rother, 1985; EI-Olemy et al., 1971).

Os compostos terpendides representam a segunda classe com maior
namero de constituintes ativos (Di Stasi, 1996). Estes compostos estdo bem
representados em espécies de Lythraceae.

A espécie Lawsonia inermis Linn € comumente conhecida como Hena,
sendo um pequeno arbusto usado no tratamento de ictericia, distdrbios do figado,
baco, lepra e outras enfermidades da pele. Entre os compostos isolados desta
espécie temos um derivado do sitosterol, o lawsaritol, que tem acdo bactericida
(Gupta et al., 1992).

A espécie Lagerstroemia speciosa L. é bem distribuida nas Filipinas, india,
Malasia, Sul da China e Australia. As folhas desta planta sdo chamadas de
“Banaba” nas Filipinas e usadas no tratamento da diabete. A sua decoccédo foi
clinicamente testada e reduz aceitavelmente o nivel de aglUcar no sangue
(Murakami et. al, 1993).

A espécie Woodfordia fruticosa Kurtz cresce amplamente na Indonésia,
Malasia e india. As flores secas s&o usadas popularmente na medicina tradicional
onde é conhecida como “Sindowaya’ ou “Sedowaya”’, sendo usadas para o
tratamento de diarréia e reumatismo. Das flores desta espécie foram isolados os
taninos woodfordina D e oenotheina A (Tabela 1.1), que em testes com
camundongos apresentaram satisfatoria atividade antitumoral contra sarcoma 180
(Yoshida et al., 1991; Yoshida et al., 1992).

O género Lafoensia é constituido de apenas 12 espécies, das quais sete
sdo originarias do Brasil. Tém-se poucos estudos relatados na literatura sobre

este género. Em 1991, iniciou-se o estudo fitoquimico de uma espécie deste
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género, Lafoensia glyptocarpa Koehne, pelo Grupo de Produtos Naturais da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Até entdo, s6 havia um relato de
espécie deste género estudado, Lafoensia Pacari St. Hill, em 1984. A espécie L.
Pacari, foi estudada juntamente com mais 31 espécies de plantas, foram
comparadas as concentracdes e composicbes de aclUcares e aminoacidos
existentes no seu néctar, visando uma avaliacdo de caracteristicas evolucionarias
destas espécies, uma vez que consideravam que elevadas concentracdes de
acucares estdo relacionadas a caracteristicas morfolégicas mais avancadas (Gott
Sberger et al., 1984).

Em 1994, um segundo relato foi divulgado sobre o género Lafoensia
(Carvalho et al., 1994). A espécie Lafoensia glyptocarpa Koehne, objeto do
presente estudo, foi estudada quimicamente, tendo os constituintes quimicos
isolados e determinados. Outros dois relatos deram prosseguimento aos estudos
fitoquimicos desta espécie (Carvalho et al., 1996; Carvalho et al., 1998). Dentre as
substancias quimicas encontradas, destacaram-se os terpendides (Tabela 1).

A espécie Lafoensia densiflora Pohl € uma arvore bastante difundida no
Mato Grosso do Sul e conhecida por “Dedaleira’. E empregada na medicina
popular como cicatrizante. Na tabela 1 constam os constituintes quimicos isolados
desta espécie. Esta foi a terceira espécie deste género a ser estudada. Também
foi encontrada uma grande contribuicdo quimica de terpendides nesta espécie.
(Garcez et al., 1998).

Além dos exemplos de atividades farmacoldégicas citados acima, mais
freqlentes nos trabalhos sobre fitoquimica, pode-se exemplificar alguns casos
relacionados com ecologia quimica.

O extrato em acetato de etila de Rorippa indica Hiem. (Cruciferae),
contendo hirsulina, arabina, camelinina e trés isotiocianatos [w-metil-sulfonilalquil
isotiocianatos (n=8, 9 e 10)], inibiram severamente o crescimento de hipocétilo e
raizes de alface (Lactuca sativa), nas concentracdes de 1,0 mM ou abaixo desta
concentracdo (Yamane et al., 1992).

Cnicina, uma lactona sesquiterpénica, isolada do extrato em cloroférmio de

Centaurea maculosa Lam., retardou o crescimento das raizes de alface e de
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plantas invasoras como Agropyron crislatum (L.), Agropyron spicatum (Pursh) e
Centaurea maculosa nas concentracdes de 1 e 4 mg/mL. Alface e Agropyron
spicatum foram inibidos em todas as concentracoes testadas (0, 1, 2, 4, 6, 8 e 10
mg/mL) (Kelsey & Locken, 1987).

O é&cido nordiidroguaiarético (NDGA), isolado de Larrea tridentada Cav.
(Zygophyllaceae) reduziu o crescimento das raizes de plantulas de Echinochloa
crusgalli, Setaria viridis, Lolium perene, alface (Lactuca sativa) e alfafa (Medicago
sativa), e reduziu o crescimento de hipocdétilo de alface e Setaria viridis (Elakovich
& Stevens, 1985).

A saponina (dcido medicagénico) isolada de alfafa (Medicago sativa) foi
toxica para larvas de Costelytra zealandica (Coleopatera: Scarabaeidae),
Empoasca fabae (Harris), Acyrthosiphon pisun (Harris) Sutherland et al., 1982;
Horber et al., 1974).

O o)
CHs 8 _NCS S © OH
3 CH3; S NCS
\6/),n 3 ||\(\/)/n
e} O OH

n=8: hirsu]ina n=8: metilsulfoniloctil —

n=9: arablna_ _ n=9: metilsulfonilnonil N

n=10: camelinina  n=10: metilsulfonildecil OH 0
Cnicina

HO
‘ OH
HO ‘ HO
OH

NDGA (acido nordiidroguaiarético)

Acido medicagénico

Quadro 5. Estrutura de alguns constituintes quimicos, citados acima, que
possuem atividade alelopatica.

A espécie Lafoensia glyptocarpa Koehne € arvore de grande porte, tendo
uso comercial. Foi observado que sementes desta espécie ndo germinavam no

solo proximo a individuos da mesma espécie, em uma area de reflorestamento no
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Horto Florestal de Seropédica, Seropédica- RJ. O fato das referidas sementes
germinarem normalmente em outro local, levantou suspeitas de que a espécie
produzia substancias quimicas que exerciam efeito alelopatico sobre as sementes.

O estudo fitoquimico realizado por Carvalho, 1994 teve como resultado o
isolamento de constituintes quimicos (Tabela 1) que de acordo com a literatura
possuem efeitos alelopaticos. Estes fatos motivaram a continuidade do estudo
quimico desta espécie e inclusive, a preparacdo em laboratério de substancias,
derivadas do &cido cinamico, para fazer testes de germinacdo de sementes,
usando como plantas testes, cultivares de alface e de tomate .

Foram obtidas substancias como o sitosterol, jA isolado anteriormente
(Carvalho, 1994), carboidratos e duas saponinas, uma esteroidal e outra
triterpénica, cuja estrutura esta sendo relatada pela primeira vez na literatura
(Carvalho et al., 1999). A existéncia de saponinas no género Lafoensia, foi
relatada pela primeira vez através do estudo fitoquimico de Lafoensia glyptocarpa

gue consta da dissertagcéo de mestrado de Carvalho, G. J. A..
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OBJETIVOS

1 - Ampliar o estudo quimico da espécie Lafoensia glyptocarpa Koehne
através do isolamento e identificacdo de constituintes especiais;

2 - Elucidar estruturas de metabolitos especiais desta espécie.

3 - Testar a influéncia de derivados do acido cinamico, p-cumarico, ferralico

e outros equivalentes na germinacao de sementes de alface e tomate.
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1.1. DESCRICAO DE Lafoensia glyptocarpa KOEHNE

Lafoensia glyptocarpa Koehne é uma arvore de grande porte, com folhas de
bordas lisas, frutos redondos, de didametro aproximado de 4 cm, cor castanha
escura. No quadro 6 pode se observar uma fotografia detalhada de um exemplar

desta espécie.

Qradro 6. Foto de um especimen de Lafoencia
glyptocarpa Koehne, destacando as flores, frutos

e detalhes da casca
Fonte: Lorenzi, 1992.

1.2. CLASSIFICACAO BOTANICA CRONQUIST, 1981:
Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Rosideae Takhtajan, 1996

Ordem: Myrtales Lindley, 1833

Familia: Lythraceae St. Hill, 1805



16

Género: Lafoensia (Vand)
Espécie: Lafoensia glyptocarpa Koehne
Nome vulgar: Mirindiba Rosa, Mirindiba Bagre, Mirinduva, Louro-de S&o Paulo
A familia Lythraceae, compreende aproximadamente 20-30 géneros e 500
espécies.

1.3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA FAMILIA

Lythraceae é amplamente distribuida, encontra-se na América do Sul e

demais regides tropicais, no Brasil estende-se da Bahia até Séao Paulo.

1.4. IMPORTANCIA ECONOMICA

A espécie Lafoensia glyptocarpa quando nova presta-se para cerca de
arbustos, ramos, estacas, sebes, etc.. Fornece madeira de lei prépria para a
construcéo civil, marcenaria e carpintaria. Muito recomendada para arborizacao de

cidades, reflorestamento e para a producao de lenha (Corréa,1984).

1.5. COLECAO BOTANICA DE REFERENCIA

Coletores: Geizi Jane Alves de Carvalho e José Aguiar Sobrinho

Data: Fevereiro de 1992

Local: Horto Florestal de Seropédica, Seropédica — RJ.

Identificadores: José Aguiar Sobrinho, Engenheiro Florestal da UFRRJ e José
Ribamar de Souza, Engenheiro Florestal do Horto Florestal de Seropédica.

Herbario: Herbario do Horto Florestal de Seropédica sob o nimero 379.
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1.6. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE Lafoensia glyptocarpa

KOEHNE NESTE TRABALHO.
As substancias 1, 2 e 3 foram isoladas do extrato metandlico das folhas e

as substancias 4, 5 e 6 foram isoladas do extrato metandélico do caule de

Lafoensia glyptocarpa Koehne.

OH
o) OH
OH
OH

HO

O

HO
OH
OH OH
|-||_(|)O o |-||_(|)O 0 OH OH
HO
OH OH
OH OH OH OH
4 OH 5 6

Quadro 7. Estruturas dos constituintes quimicos isolados de Lafoensia
glyptocarpa Koehne neste trabalho.
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1.8. PARTE EXPERIMENTAL

1.8.1. COLETA DA PLANTA

Lafoensia glyptocarpa Koehne foi coletada na Floresta Nacional (FLONA)
de Seropédica — Seropédica — RJ, no més de fevereiro de 1992. O espécime
coletado foi identificado pelo engenheiro florestal José Ribamar Souza (FLONA de
Seropédica) e pelo professor José Aguiar Sobrinho (UFRRJ).

O material foi separado em folhas e caule, submetidos a secagem durante 4
semanas exposto ao ar sobre folhas de jornal e convertido a pé em moinho de

facas.

1.8.2. EXTRACAO

O material moido obtido das folhas (1.052 g) e do caule (3.150 g) foram
submetidos a extracdo por maceragdo com hexano, acetato de etila e metanol.
A destilacdo dos extratos foi feita & pressdo reduzida em rotavapor. Estas

operacgdes encontram-se resumidas no esquema 1.

Folhas (1,052,0 g)

Maceracdo com hexano,
acetato de etila e metanol

Extrato em hexa;no Extrato em acetato de I\E/Iﬁrgi?\ﬂeTSrgegaml
MRFLH (8,0 g) etila MRFLA (40,0 g)® (132,2g)

Caule (1,050,0 g)

Maceracdo com hexano,
acetato de etila e metanol

Extrato em hexano  Extrato em acetato de Extrato em metanol
MRMH (11,2 g)* etila MRMA (138,6 g)? MRMM (105,0 g)

& extratos ja estudados (Carvalho, 1994)

Esquema 1. Processamneto para obtencdo dos extratos de Lafoensia glyptocarpa
Koehne ("Mirindiba rosa")
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1.8.3. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTITUINTES

1.8.3.1. EXTRATO EM DICLOROMETANO DAS FOLHAS DE Lafoensia
glyptocarpa KOEHNE “MIRINDIBA ROSA” (Esquema 2)

O extrato em metanol (132,2 g) foi submetido a particdo com solventes
CH,Cly/MeOH:H,0 (95:5), obtendo-se o extrato em diclorometano (23,7 g).

O extrato em diclorometano foi submetido a cromatografia em coluna,
usando-se como eluentes hexano, diclorometano e metanol em gradiente de
polaridade. Recolheram-se 33 fracbes de 125 mL cada. Deste extrato foram

isoladas as substéancias 1, 2 e 3. (Esquema 2)

Extrato em metanol das folhas de Lafoensia glypatocarpa (132,2 g)

l partigdo com CH,Cl,/MeOH:H,O (95:5)

Extrato em diclorometano (MRFLMD)
(23,7 9)
cromatografia em coluna
de silica gel (hexano, CH,Cl, e MeOH)

sapon!na sitosterol saponina
esteroidal 5 triterpénica
1 3

Esquema 2. Obtengéao e fracionamento do extrato em diclorometano das folhas de

Lafoensia glyptocarpa Koehne (“Mirindiba rosa”) (MRFLMD).

1.8.3.2. EXTRATO EM BUTANOL DO CAULE DE Lafoensia glyptocarpa KOEHNE
“MIRINDIBA ROSA” (Esquema 3)

O extrato em metanol (105,5 g) foi submetido a particdo com solventes
BuOH/MeOH:H»0 (95:5), obtendo-se o extrato em butanol (10 g).
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O extrato em butanol apresentou dois precipitados de constituintes muito

polares que foram submetidos a acetilacdo e foram identificados os derivados

acetilados como os carboidratos 4a, 5a e 6a para, entao, caracterizar a por¢cdo dos

constituintes naturais 4, 5 e 6 neste extrato.

(10 g)

Extrato em metanol do caule de Lafoensia glyptocarpa (105,5 g)

l particdo com BUOH/MeOH:H,0 (95:5)

Extrato em butanol (MRMMB)

precipitados 1 e 2

carboidratos
4e5

carboidrato
6

Esquema 3. Obtencéo e fracionamento do extrato em butanol de Lafoensia

Glyptocarpa Koehne

1.8.4. REACOES DE DERIVATIZACOES

1.8.4.1. Acetilacao

Foi adicionado a amostra piridina e anidrido acético na proporcao de 1:1, a

solucdo foi mantida a temperatura ambiente por 24 horas. Quando necessario a

solucdo foi mantida por mais 24 horas com agitacdo, ou ainda agitacdo e

aquecimento sob refluxo. Adicionou-se agua destilada (0 a 5 °C) e extraiu-se com

cloroférmio (3 x 30 mL) em funil de separacéo. A solugcao em cloroférmio foi lavada

com solucdo aquosa de HCI (5%) (30 mL) e posteriormente lavada com agua

destilada (3 x 30,mL). A solug&o resultante foi adicionado sulfato de sédio anidro e

o solvente foi destilado sob vacuo em rotavapor, a amostra acetilada foi pesada e

submetida a analise por CCDA.
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substancia Quantidade mg derivado acetilado gquantidade mg
1 90 la 80
3* 120 3a* 110
4e5 150 4a e ba 140
6 150 6a 140

* Substancia nova
Quadro 8. Substancias naturais submetidas ao processo de acetilacéo.

1.8.4.2. REACAO PARA CONFIRMACAO DE NITROGENIO EM 6a, (ENSAIO DE
LASSAIGNE, Vogel, 1984).

A amostra 6a (cerca de 0,05 mg) foi adicionada em tubo de ensaio sobre
sédio metalico fundido. Aqueceu-se ao “rubro” e mergulhou-se o tubo de ensaio
em agua destilada (10 mL). Apds o término da reacdo, o material foi novamente
aquecido e filtrado. Derramou-se cerca de 2 mL da fusdo sobre recipiente
contendo cristais de sulfato ferroso em p0, aqueceu-se a mistura com agitacao ate
a ebulicdo e adicionou-se entdo acido sulfurico diluido. A presenca de nitrogénio

na substancia levaria a formacdo de um preciptado de cor azul, mas isto nao
ocorreu.

Repetiu-se o procedimento anterior, adicionando além do &cido sulfurico
diluido, 1 mL de fluoreto de potassio, que geralmente conduz ao azul-da prassia
mais puro. Novamente néo foi observado coloragéo azul no meio reacional. Deste
Modo deduz-se que a referida substancia ndo possui atomo de nitrogénio na sua
estrutura.

1.8.5. CONSIDERACOES SOBRE O MATERIAL E METODOS UTILIZADOS

¢ Os solventes utilizados foram de grau analitico das marcas Merck ou
Vetec, para extracdes, particoes e sistemas cromatograficos. Para
maior grau de pureza os solventes foram destilados em aparelhagem

de destilagdo, com coluna Vigreux de 1,5 m de comprimento.
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e As separacfes por cromatografia em coluna (CC) foram efetuadas usando-se
silica gel de marca Merck ou Riedel-de Haen Ag-Kieselgel (0,063-0,2 mm) como
adsorvente. Para cromatografia em camada delgada (CCD) analitica, espessura
de cerca de 0,5 mm utilizou-se silica gel Kiesegel G ou H (tipo 60) Merck, e para
cromatografia em camada delgada preparativa (CCD) normal ou circular
(Cromatotron), espessura cem cerca de 1,0 e 2,0 mm, respectivamente,
empregou-se Kiesegel 60 PF 254.

Nos primeiros casos a silica foi suspensa em agua destilada e distribuida
em camadas sobre placas de vidro utilizando-se espalhador e as placas para o

Cromatotron foram preparadas manualmente.

e As revelagOes foram efetuadas por irradiagdes ultravioleta a 254 e 356 nm de

comprimento e/ou com vapores de iodo em cuba saturada para cromatografia em

camada fina e ultravioleta a 254 e 356 nm para as preparativas.

e O critério de pureza adotado foi obtencdo de mancha Unica por
cromatografia em camada delgada de silica, variando-se o sistema de

solventes na eluicéo.

e Os espectros de RMN de 'H (200 MHz) e de **C (50 MHz), unidimensional (1D)
e bidimensional (2D), foram registrados em espectrémetro AC-200 da Brucher. Os
espectros de RMN'H (400 MHz) e *C (100 MHz), foram registrados em
espectrometro UM-400 da Varian, utilizando-se com solventes CDCl;, MeOH-g4

acetona-gg, DMSO-46 € TMS como referéncia interna.

e Os espectros de Infravermelho (IV), foram registrados em
espectrometro Perkin Elmer FT-IR 1600, em pastilhas de KBr ou filme

sobre cristal de NaCl.
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¢ Os espectros de massas foram registrados em espectrémetros VG Auto Spec-
30, operando a 70 eV e VG QUATRO.

e A cromatografia circular (Cromatotron), foi realizada com aparelho
Chromatotron, utilizando como adsorvente silicagel-60 Merck com

espessura de 2 mm.

e Os pontos de fusdo foram determinados em bloco de Koffler e ndo foram

corrigidos.

1.8.6. DADOS FiSICOS COMPLEMENTARES DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
DE Lafoensia glyptocarpa KOEHNE “MIRINDIBA ROSA”

- Saponina esteroidal (30-3-D-tetraacetil- glicopiranosil-sitosterol) (1a)
P.F. 160 °C (CHCl;) (90 mg)
RMN *H 0,65 (s), 1,23 (s), 0,80(s) e 1,15 (s), 3,46 (m), 5,33 (dd), 4,56 (d),
4,93 (1), 5,23 (t), 5,13 (t), 3,63 (m), 4,07 (dd) e 4,22 (dd).
RMN *3C Tab. 2, pag. 27

- Sitosterol (2)
P.F. 137-138 °C (CHCLk) (80 mg)
RMN *H 0,65 (s), 0,98 (s), 0,76 (s), 0,90 (s), 3.49 (m), 5.32 (dI).
RMN *3C Tab. 2, pag. 33

- Saponina triterpénica (3p-O-L-arabinopiranosiloleanato-12-eno--28-6ico de -D-
glicopiranosila) (3)

P.F. 220 °C (3) (MeOH), 130 °C (3a) (CHCI) (120 mg)

RMN !H Tab. 3 e 3a, pag. 42 e 43

RMN *3C Tab. 3 e 3a, pag. 37 e 38
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- Carboidratos: 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-glicopiranose (4a) e 1,2,3,4,6-penta-
O-acetil-B-D-glicopiranose (5a)

Solido amorfo (CHCI) (200 mg)

RMN *H 2,04 (s), 2,06 (s), 4,32 (m), 5,12 (m), 5,40 (t), 5,23 6&l), 3,50 (m),
4,27 (sl), 4,08 (sl)

RMN 3C Tab. 4, pag. 68

- Carboidrato: Hexaacetil iditiol (6a)

P. F. 95° C (CHCls) (150 mg)

RMN *H 1,97 (s), 2,00 (s), 2,06 (s), 2,84 (sl), 4,09 (dd), 4,25 (dd), 5,07 (m),
5,43 (d)

RMN *3C Tab. 5, pag. 73
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1.7. RESULTADOS E DISCUSSAO
1.7. 1. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES

1.7.1.1. SAPONINA ESTEROIDAL (1)

Esta substancia apresentou-se como um sélido branco e insolavel nos
solventes frequentemente usados para registrar os espectros de RMN (CDCl; e
MeODgy).

O espectro obtido no IV desta substancia (fig. 3, pag. 30) revelou a
presenca de uma banda de absorcéo larga em 3.414 cm™, correspondente a
deformacdo axial de OH. O sinal observado em 2.932 cm™ foi atribuido a
deformacéo axial de CH, CH, e CHz e 1.461 cm™ foi atribuido & deformagéo
angular de CH, CH, e CHz e o sinal em 1.161 cm™ & deformac&o axial de C-O.

Estes dados serviram como orientagcdo para a preparacdo do derivado
acetilado l1a, através do tratamento de anidrido acético e piridina (1:1). O espectro
de IV do derivado acetilado revelou a presenca de duas bandas de absorgéo
caracteristicas de substancia acetilada. Em 1.740 cm™, correspondente a
deformacdo axial de C=0 e 1.220 cm ~* atribuida a deformacdo axial de C-O de
acetato.

O espectro de RMN de H (fig. 1, pag, 28) possui dois sinais simples em &
0,65 e 1,23 e outro sinais multiplos entre 5,: 0,80 e 1,15 que sdo compativeis com
0s sinais de metilas em estruturas de esterdides. Os sinais em d4: 3,46 (m) e 5,34
(dd, 11,0 Hz) sédo, respectivamente, referentes as frequéncias de absorcdo do
hidrogénio carbindélico H-3 ligado ao C-3 (6¢: 80,0) e olefinico H-6 ligado ao C-6
(6c: 122,1), os sinais de hidrogénio em &y: 4,55 (d, 7,6 Hz, 1H), 4,94 (t, 8,3 Hz, 1H)
5,14 (t, 9,3 Hz, 1H), 5,05 (t, 9,6 Hz, 1H), 3,63 (m, 1H), 4,05 (dd, 13,0 HZ) e 2,0 Hz,
1H) e 4,20 (dd, 13,0 e 4,0 Hz, 1H) correspondem as frequiéncias de absor¢édo da
uma unidade de glicose acetilada, ligada ao esterdide, estes sinais pertencem
respectivamente aos hidrogénios H-1', H-2', H-3', H-4’, H-5’, H-6’a e H-6b.
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O espectro de RMN de 'H bidimensional *H - *H-COSY de 1a (fig. 2, pag.
26), possui sinais de interagdes dos hidrogénios H-3 ¢n: 3,46) com 2H-4 On:
2,20), H-6 (5 5,14) com 2H-7 @ 1,85), H-1' ©w: 4,55) com H-2' (y: 4,93), H-
2'com H-3' (61: 5,23), H-3' com H-4’ (64: 5,05), H-4’ com H-5" (6: 3,63) e H-5" com
H-6a’ (6+: 4,05) e H-6b’ (0: 4,20). Estes dados confirmam a proposta da unidade
de acucar ligada ao esteroide.

A andlise do espectro de RMN de *3C (fig. 4, pag. 30) PND e DEPT (fig. 5,

pag, 31) permitiu observar os deslocamentos quimicos: um carbono carbindlico a
d¢: 80,0 (C-3), um carbono vinilico aé¢: 122,1 (C-6), um carbono quaternario a d¢:
140,3 (C-5) e duas metilas ligadas a carbono quaternario a é¢: 11,9 (C-18) e d¢:
19,0 (C-19) que sao referentes da unidade aglicnica. O sinal em &¢: 99,6 (C-1")
atribuido ao CH anomérico, sinais de trés CH e um CH, que sdo compativeis com

uma unidade de glicose ligada ao C-3 da aglicona.
A comparacgao dos dados de la com dados citados na literatura (Akisa et

al., 1988; Kojima et al.; 1990; Teresa et al., 1987) confirmaram a estrutura de 1
como sendo o produto natural 30-3-D-glicopiranosil-sitosterol identificada através
da analise dos dados espectrométricos de seu derivado acetilado 1la (30-B-D-

tetraacetil- glicopiranosil-sitosterol).

1: R=H
la: R= Ac

Quadro 9. Estrutura das saponinas esteroidais 1 e 1a.

Esta substancia foi isolada anteriormente de espécies como Wedelia

paludosa (Carvalho, 1994), Plunella vulgaris (Kojima et al., 1990), Ouratea
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semisserrata (Velandia, 1998). Embora ndo se tenham estudos especificos sobre
uma possivel atividade biolégica, em bioensaio de citotoxidade com Artemia salina
Leach (Meyer et al., 1982), a substancia 1 apresentou valor de DLsp= 116,97 ppm.
Este resultado indica que esta substancia merece estudos adicionais, pois
apresentou-se bastante citotoxica, considerando-se que substancias que
apresentam DL50<1000 sao téxicas, enquanto que o derivado acetilado 1a nao foi
citotoxica, apresentando valo de DLsp>1000 ppm.

A semelhanca estrutural da saponina 1 com saponinas que possuem efeito
alelopatico Sutherland et al., 1982), estimulou o estudo deste composto em
relacdo a germinacdo de sementes de cultivares de alface e tomate, no qual nédo
se constatou a inibicdo de germinacdo da substancia 1 em relacdo a tomate e
alface, mas la apresentou efeito inibidor para alface e tomate quando comparados

com a testemunha.

Tabela 2. Dados espectrais de RMN de **C (50 MHz, CDCls) da substancia 1a

comparados com valores citados na literatura literatura (Akisa et al., 1988; Kojima
et al.; 1990; Teresa et al., 1987).

C & 1 Literatura C & 1 Literatura
1 37,2 37,2 21 19,3 21,1

2 29,4 29,4 22 33,8 33,8

3 80,0 71,8 23 26,0 29,4

4 38,8 42,3 24 45,8 51,3

5 140,3 140,8 25 29,1 32,0

6 122,1 121,7 26 19,8 21,3

7 31,8 32,0 27 19,0 19,0

8 31,8 32,0 28 25,5 25,5

9 50,1 50,2 29 12,1 12,1
10 36,7 36,6 r 99,6 99,7
11 21,0 21,3 2 71,5 71,5
12 39,7 39,8 3 72,9 72,9
13 42,3 42,3 4 68,5 68,5
14 56,7 56,9 5’ 71,7 71,7
15 24,2 24,4 6’ 62,1 62,1
16 28,2 28,9 OC=0 170,4-169,4 170,7-169,3
17 56,0 56,1 CHs 20,7-20,6 20,8-20,6
18 11,9 12,2

19 19,0 19,4

20 36,1 40,4

1 19,3 21,1
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1.7.1.2. SITOSTEROL (2)

O espectro de RMN de 'H (Fig. 7, pag. 34) possui dois sinais simples em
dn: 0,65 e 0,98 e outros sinais multiplos entre 64: 0,76 e 0,90 que sao compativeis
com as frequéncias de absorcdo de grupos metilas, que dado ao espectro uma
feicdo compativel com os espectros de esterdides. Os demais sinais em dy: 3.49
(m) e d4: 5.32 (dI) séo, respectivamente, referentes as frequiéncias de absor¢édo do
hidrogénio carbindlico ligado ao carbono 3 (6¢: 73.1) e olefinico ligado ao carbono

6 (8¢ 121.6).

O espectro de RMN de Bc (Fig. 8, pag. 35) possui sinais referentes a 29
atomos de carbono, cuja multiplicidade foi definida com base na andlise dos
espectros RMN de “C PND e DEPT (Fig. 9, pag. 36). Esta analise permitiu
identificar trés carbonos quaternarios (C), nove metinicos (CH), onze metilénicos

(CH,). e seis metilas (CHj;). Os sinais em 5¢:121,6 e d¢: 140,7 séo referentes as

absorcdes de carbonos olefinicos de uma dupla trissubstituida e o sinal em &¢:
73.1 corresponde a um carbono carbindlico.

A comparacao das frequéncias de absorcdo dos hidrogénios e carbonos
com dados da literatura (Akisa et al., 1988; Kojima et al., 1990; Teresa et al., 1987)
permitiu identificar a estrutura de 2 como sitosterol. Esta concluséo esta de acordo

com as deducgdes iniciais feitas com comparagcao de p.f. (136 - 138 0C) e por
comparagcdo com amostra auténtica por cromatografia em camada delgada

analitica.
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Tabela 3. Dados espectrais de RMN de'H (200 MHz, CDCkL) e de *C-PND e

DEPT (50 MHz, CDClI;) da substancia 2 comparados com valores citados na

literatura (Akisa et al., 1988; Kojima et al., 1990; Teresa et al., 1987).

2 Literatura

C & & S &
1 1,14-1,89 37,2 1,15-1,89 37,3
2 1,56-1,84 37,5 1,56-1,85 37,6
3 3,50 71,7 3,53 71,7
4 2,25 42,3 2,28 42,2
5 - 140,7 - 140,7
6 5,30 121,6 5,36 121,6
7 1,51 31,8 1,53 31,9
8 1,93 31,9 1,93 31,9
9 0,97 50,1 0.98 50,2
10 - 36,1 - 36,5
11 1,48 21,0 1,51 21,1
12 1,19-2,01 39,7 1,19-2,03 39,8
13 - 42,2 - 42,3
14 1,04 56,0 1,00 56,8
15 1,13-1,60 24,2 1,13-1,61 24,3
16 1,34-1,89 28,2 1,35-1,86 28,3
17 1,10 56,7 1,10 56,1
18 0,64 11,8 0,68 11,8
19 1,02 19,3 1,00 19,4
20 1,38 36,4 1,37 36,3
21 0,91 18,7 0,92 18,8
22 1,04-1,34 33,9 1,04-1,35 33,9
23 1,19 26,0 1,20 26,4
24 0,97 45,7 0,97 46,1
25 1,73 29,1 1,70 28,9
26 0,82 19,3 0,84 19,1
27 0,81 19,7 0,81 19,6
28 1,26 23,0 1,27 23,1
29 0,84 11,9 0,85 12,3
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1.7.1.3. SAPONINA TRITERPENICA (3)

Esta substancia apresentou-se como um solido amorfo, de coloracao
amarelo palido.

O espectro obtido no IV da substancia 3 (fig. 10, pag. 45) revelou a
presenca de uma banda de absorcdo larga em 3.415 cm™, correspondente a
deformacdo axial de OH. Os sinais observados em 2.943; 1,453 cm™ foram
atribuidos a deformacé&o axial e angular de CH, CH, e CHsz e o sinal em 1.166 cm™
a deformacdo axial de C-O. Como esta amostra apresentou-se insoluvel nos
solventes frequentemente usados para registrar os espectros de RMN (CDCl; e
MeODy4), preparou-se o derivado acetilado 3a, através do tratamento de anidrido
acético e piridina (1:1). Deste modo pode-se obter os dados experimentais em
cloroférmio que fornece espectros com melhor resolucao.

O espectro obtido no IV do derivado ecetilado 3a (fig. 11, pag,.45) revelou a
presenca de bandas de absorcdo forte em 1.750 cm™, correspondente a
deformacéo axial de C=0 e em 1.224 e 1.257 cm™ deformagcéo axial de C-O. Os
sinais observados em 2.900 e 1.380 cm™ foram atribuidos a deformacao axial e
angular respectivamente de CH, CH, e CHs e o sinal em 1.130 cm™ & deformacéo
axial de C-O.

O espectro de RMN de 'H de 3a (fig. 12 e 13, pag. 46) revelou sinais
referentes a sete grupos metilas ¢y 0,70, 0,74, 0,88, 0,88, 0,90, 1,09 e 1,23)
permitindo sugerir a presenca de um esqueleto pentaciclico. As expansdes do
espectro de RMN de *H de 3a (fig. 14 e 15, pag. 47) mostraram sinal em & 2,80
(dd), atribuido ao H-18 comum em esqueleto do tipo oleanano. Além disto, foi
possivel observar sinal de hidrogénio olefinico em 64 5,29 (dd, H-12) e um sinal
tipico do H-3a« [61 3,18 (dd, J= 11,0 Hz)] consistente com a presenca de um grupo
na posicao 3-OR no C-3 (Tabela 3). Os demais sinais séo referentes a unidades
de acucares ligadas a aglicona.

O espectro de interacdo homonuclear (*H-'H-COSY) (fig. 16, pag. 48)

possui sinais de acoplamento de um hidrogénio anomeérico (H-1") (64: 4,43) com H-

2’ (6u: 5,16) e dentro do multipleto estéo localizado o H-2' (64: 5,16) que acopla
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com o H-3'(6n: 5,01) permitindo verificar que o H-4'(64: 5,18) e um H-5" @4 3,98)
gue apresenta um forte sinal de acoplamento com o H-5b @ 3,50) devido ao
acoplamento geminal. O HMQC (fig. 22 e 23, pag. 53 e 54) confirma a relacéo
geminal entre os H-5'.a Estes dados permitem sugerir a arabinose como uma
unidade de acgucar (Tabela 5). Os sinais de acoplamento entre o tripleto em dy:
5,50 (H-1") e o sinal em 64: 5,11 (m, H-2"). Um sinal do H-5"( dy: 3,77) com o0 H-6"a
(61 4,02) que apresenta acoplamento geminal com H-6"b (64: 4,26). Os sinais do
HMQC (fig. 22 e 23, pag. 53 e 54) foram usados com o auxilio nesta leitura de
deslocamentos quimicos ¢). O valores do 6y e d¢, citados anteriormente séo
compativeis com os da glicose e, portanto propéem-se este carboidrato como
representante da hexose deduzida acima (Tabela 5).

Andlise comparativa dos espectros de RMN de 13C — PND e DEPT (fig. 17 e
18, pag. 49 e 50) foi usada para identificar os sinais correspondentes a carbonos
quaternarios [incluindo um olefinico sp? (8c: 144,9) e um sp? de carbonila de éster
(8c: 178,2)], carbonos metinicos [incluindo um olefinico sp? (8¢ 123,9). Os sinais
de oito carbonos carbindlicos (6¢: 90,8, 78,8, 78,4, 74,4, 74,0, 72,9, 71,2 e 69,6)
dois carbindlicos ligados a dois oxigénios (carbono anomérico) ¢ 107,3 e 95,8),
dois metilénicos (6¢ 66,5 e 69,6) foram atribuidos aos acetatos de uma hexose e
de uma pentose. Estes dados sdo comparativeis com um triterpeno ligado a dois
carboidratos.

A posicao da ligagao dupla entre C-12 e C13 foi estabelecida com base nas
seguintes evidéncias:

1) Havia somente uma ligacdo de hidrogénio ¢n: 5,24, H-12) ligado ao
atomo de carbono sp? [6c 121,5 (C-12)], correspondente a uma dupla
trissubstituida, (CH=C, d¢: 144,9) que sao semelhantes aos da dupla da 3-amirina;

2) O espectro de RMN de *H, 3C-HMQC-"Jcy (n=2 e 3) (fig. 21, pag. 52)
revelou acoplamento entre 3H-27 (8 1,09) e C-13 (8¢ 144,9, 3JcH) e C-14 (5¢ 40,8,
2Jcr). A proposta do triterpeno olean-12(13)-eno-28-6ico como aglicona e a

presenca de duas unidades de acuUcares foi confirmada pelo espectro de massas
FAB negativo de 3 (fig. 24,pag. 55) que revelou um pico do ion molecular m/z de
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751 ([M+H]), consistente com a férmula molecular C4HesO12, € picos
proeminentes esperados da perda de CgH1105 para 3b [m/z 587 (100%)] seguido
por perda de CsHgO4 para 3d [m/z 455 (12%)], correspondente a uma hexose e
uma pentose respectivamente. O pico em m/z 179 (55%) atribuido ao fragmento
3c sugeriu também a presenca da hexose. O pico em m/z 247 (12%) foi atribuido
ao fragmento 3e, proveniente de um rearranjo Retro Diels Alder da aglicona
(Esquema 4, pag. 44).

Desta maneira, todos estas informac6es conduziram a proposta estrutural
do &cido oleano-12-eno-28-6ico como aglicona para 3a.

A esterificacdo do acucar substituido no C-28 foi confirmada pelos
seguintes resultados:

a) A alteracédo do deslocamento quimico do H-1" [3a: 64 5,56 (d, J= 8,0 Hz)
(fig. 12, pag. 46); 3: dy4 5,38 (d, J= 8,0 Hz) (fig. 22, pag. 53)], mostrando
significativa diferenca quando comparado com o sinal de H-1' Ba: 64 4,43 (d, J=
8,8 Hz) (fig. 22, pag. 53); 3: 644,26 (d, J= 7,2 Hz) (fig. 22, pag. 53)];

b) sinais correspondentes ao acoplamento (*Jcy) entre o hidrogénio H-1”
[6n 5,37 @) e 5,56 (3a) e o carbono CH-1"[ &. 91,4 (3a) e 95,8 (3)] foram
observados no espectro 2D de RMN 'H e ®C-HMQC-'Jch para 3a (fig. 23, pag.
54) e 3 (fig. 30, pag. 61) (Tabela 4);

c) o espectro 2D de RMN *H e *C-HMBC-"Jcy (n=2 e 3) (fig. 31,pag. 62)
para 3a revelou sinais de acoplamento a longa distancia entre o hidrogénio H-1"
(81 5,56) e o carbono C-28 (8. 175,4) (Tabela 4). O espectro Homonuclear 2D *H-
'H-COSY (fig. 32,pag. 63) de 3a permitiu observar todas as interacdes spin-spin
correspondentes a B-D-glicopiranosil depois da identificacdo do sinal do H-1" By
5,56). Os valores das constantes de acoplamento [J= 8,0 Hz (3a) e J= 8,0 Hz (3)]
observado para os sinais do H-1"{ 64: 5,56 (3a) (fig. 12, pag. 46) e 5,38 (3) (fig. 22,
pag. 53) foram usados para indicar a posi¢cdo axial para este atomo de hidrogénio
e a comparacdo com dados da literatura (Hamed et al., 1996) permitiu a
caracterizacdo para o 28-O-B-D-glicopiranosil. A correlagdo heteronuclear de
atomos de hidrogénio e carbono permitiu confirmar esta unidade usando os
espectros de *H, *C-HMQC-'Jcy para 3 e 3a (Tabela 5).
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O fato de nédo ocorrer alteracdo dos deslocamentos quimicos dos dois
sinais de 'H e '3C para o hidrogénio carbindlico apés acetilado foi usado para
estabelecer um B-L-arabinopiranosil localizado na posicédo p no carbono {CH-3 [3:
d¢ 90,8 (fig. 33, pag. 64)} ligado ao hidrogénio em &4 3,18 (dd, J= 11,0 Hz, H-34)
(fig. 22, pag. 53); 3a: 6¢ 89,9 (fig. 17, pag. 49) ligado ao hidrogénio em &4 3,16 (dd,
J=11,2 e 4,4 Hz) (fig. 15, pag. 47)]. A presenca de um carbono anomérico CH-1’
[3: 8¢ 107,31 (fig. 33, pa4g. 64) ligado ao hidrogénio em &y 4,26 (d, J= 7,2 Hz) (fig.
30, pag. 61); 3a: 6¢ 103,1 (fig. 27, pag. 58) ligado ao hidrogénio em 44 4,43 (d, J=
8,0 Hz) (fig. 21, pag. 52)], quatro carbonos metinicos ligados a hidroxilas e um
carbono metilénico (Tabela 5).

Deslocamento quimico dos hidrogénios e carbonos do grupo metilénico
CHy-5' [3: 8¢ 66,5 (fig. 12, pag. 46) e 8y 3,57 (m, H-5'eq) e 3,51 (dd, Pee=8,0 e
J%.¢4,8 Hz, H-5'ax) (fig. 22, pag. 53); 3a: &¢ 63,1 (fig. 27, pag. 58) e &y 3,98 (dd,
J=12,8 e 2,4 Hz, H-5'eq) e 3,51 (dd, J= 12,8 Hz, H-5ax) (fig. 15, pag. 47) e a
constante de acoplamento (J= 3,6 Hz) atribuida ao hidrogénio H-3’ [64 5,01 (dd, J=
10,0 Hz, interag&o spin-spin com H-2’, 3,6 Hz)] permitiu identificar esta unidade
como sendo uma pentose. Estas deducdes foram confirmadas por espectros de
H, BC-HMQC e H, ¥*C-HMBC para 3 (fig. 32, pag. 63) e 3a (fig. 16, pag. 48) e a
comparacao dos dados de deslocamentos quimicos da substancia com dados da

literatura (Hamed et al., 1996) (Tabela 5).
Nos espectros de 'H, *C-HMBC (fig. 35, pag. 65) de 3 e 3a foram também

verificados a presenca de sinais correspondentes a acoplamento a longa distancia
entre H-1' [64 4,26 (3) e 4,43 (3a) e CH-3 [6¢ 90,8 (3) e 89,9 (3a)], confirmando a
posicao de ligacdo desta unidade de acucar ao CH-3 da aglicona. (Tabelas 4 e 5).

Deste modo a estrutura de 3, foi estabelecida como a saponina triterpénica
3B-O-L-arabinopiranosiloleano-12-eno--28-O-oato de [-D-glicopiranosila. Esta
saponina esta sendo registrada pela primeira vez na literatura no Phytochemistry,
(1999) 52, 1617-1619. Esta classe de substancia esta sendo relatada pela

primeira no género Lafoensia.
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3: R=H
3a: R= Ac

Quadro 11. Estrutura das saponinas triterpénicas 3 e 3a.

A semelhanca estrutural da saponina 3, com saponinas descritas na
literatura que possuem atividade biolégica (Schenkel et al, 1997) ou alelopatica
(Horber, 1974), motivou um estudo adicional com esta substéncia. Foi feito
bioensaio de toxidade com Artemia salina Leach, com o derivado acetilado 3a,
onde foi observado que esta substancia possui DLsp=25,55 ppm, sendo
considerada bastante téxica, estimulando deste modo, um estudo mais especifico.

No bioensaio de germinagao de sementes de alface e tomate, a substancia
3 mostrou maior efeito inibidor, tanto para o alface quanto para o tomate do que a

substancia 3a, quando comparados com a testemunha (Tabela 18, pag. 130).
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Tabela 4. Dados espectrais de *H (400MHz) e *3C (100MHz), incluindo ligacées a
longa distancia heteronuclear observado no espectro 2D de RMN *H, 3C-COSY-
"Jen (n=1, 2 e 3) para a aglicona para 3 (MeOH-D4) e em heptaacetil para o

derivado 3a (CDCls).
3 3a
HMQC HMBC HMQC HMBC
c| °cP SH? 233 en SHP SH? 23] cH
1| 40,3 1,59, 0,92 - 38,3 1,61, 0,96 -
2 | 24,8 1,89, 1,28 - 25,7 1,74 -
3 | 90,8 |3,18(dd,11,0Hz)| H-1',3H- 89,9 3,16(dd, 11,2, H-1’
23,24 4,4Hz)
4 | 380 - - 38,7 ] )
5] 571 0,79 (m) 3H-23,24,25 55,3 0,68 -
6 19,5 1,54,1,35 - 18,0 1,46 -
7 | 33,2 1,74,1,58 - 32,9 1,61,1,68 -
8 | 403 - - 39,2 - -
9 | 49,1 - - 46,4 1,50 -
10| 36,1 - - 36,6 - -
11| 241 - - 22,7 1,84 -
121239 | 5,24 (dd) - 1227 5,30 (br s) -
13| 1449 - 3H-27 1427 - -
14| 40,8 - 3H-27 415 - -
15| 27,1 1,82,1,64 - 27,6 1,19,1,42 -
16| 24,6 0,88 - 23,3 1,30, 1,50 -
17| 47,2 - - 46,6 - -
18 | 42,7 |2,84(dd,11,0Hz) - 40,9 2,79(dd, 11,0, 3,1 -
Hz)

19| 47,3 - 3H-29, 30 45,6 1,60,1,15 -
20| 31,6 - 3H-27,30 30,5 - -
21| 34,9 1,32,1,20 3H-29,30 33,6 1,28,1,32 (m) -
22| 34,0 1,48,1,28 - 32,9 1,20,1,42 -
23| 28,6 1,03 (s) - 27,6 0,90 (s) -
24| 17,0 0,84 (s) - 16,2 0,74 (s) -
25| 16,1 0,94 (s) - 15,0 0,89 (s) -
26| 17,8 0,79 (s) - 16,8 0,70 (s) -
27| 264 0,97 (s) - 25,7 1,09 (s) -
281 178,1 - - 175,4 - H-1"
29| 33,6 0,90 (s) - 32,9 0,88 (s) -
30| 24,0 0,92 (s) - 23,3 0,89 (s) -
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Tabela 5. Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e ¥C (100MHz), incluindo
Iliga(;()es a longa distancia heteronuclear observado no espectro 2D de RMN 'H,

C-COSY-"Jch (n=1, 2 e 3) para os acucares de 3 (MeOH-D,4) e em heptacetil
para o derivado 3a (CDCls).
3 3a
HMQC HMBC HMBC HMQC
c | P SH? *Jen | 8CP SH? %Jen
1" | 107,3 | 4,26(D, 7,2 Hz) H-2’ 103,1 4,43(d, 8,0Hz) 2H-5"H-3'H-3
2’ 74,4 3,58 (dd) - 69,4 | 5,16(dd, 10,0, 8,0) H-3’
3| 729 3,50 (m) 2H-5" | 70,3 |5,01(dd, 10,0, 3,6) H-4'
4 | 69,6 3,80 (M) - 67,6 5,18 (M) H-5'-
5 | 66,5 3,57 (m) - 63,1 |3,98(dd, 12,8, 2,4) -
3,51(dd,8,0,4,8Hz) - 5,50(dd, 12,8 1,2) -
1" | 958 | 5,38(d,8,0Hz) | H-2" 914 | 5,56(d, 8,0 Hz) H-2"
2" | 74,0 3,31 - 69,8 5,11 (m) -
3" | 784 3,26 (M) - 72,7 5,20 (m) H-4"
4" | 71,2 3,34 (m) - 67,8 5,11 (m) H-2"
5" | 788 3,34 (m) - 72,3 5,20 (m) -
6" | 62,5 3,80 (M) - 61,4 | 4,26(dd, 12,4, 4,4) ;
3,67(dd,11,6,3,6Hz) - 4,02(dd, 12,4, 3,2) -
HsC - - - 20,46- 2,10-1,99 -
CoO 20,87
H.C _ _ _ 170,5- - -
168,8

CO




OHY 23 24

CHs +
+ HO HO ;;

m/z = 208 m/z = 183 (90)

3e m/z 247 (12)

Esquema 4. Proposta de fragmentacao para o composto 3a.
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1.7.1.4. a-D-GLICOSE (4) E B-D-GLICOSE (5)

Durante o processo de isolamento da saponina através da particdo do
extrato metandlico do caule com BuOH/MeOH:H,O (95:5), houve formacdo de
dois precipitados, sendo um deles identificado como a mistura dos carboidratos 4
e 5 (200 mg). Esta mistura foi insoluvel em cloroférmio, e entdo, foi preparado o
derivado acetilado através do tratamento com anidrido acético e piridina (1:1).

O espectro de IV do derivado acetilado da mistura 4a e 5a (fig.37, pag. 69)
possui uma banda de absorcao forte em 1,746 cm™, correspondente a deformacao
axial de C=0O e deformacdo axial de C-C(=0)-O de acetato em 1,220 cm™,
caracteristica de ésteres

O espectro de RMN de *H (fig. 38, p4g. 69) mostrou sinais simples entre 8;
2,04 e 2,06 correspondentes aos grupos acetoxilas da unidade acetato. Os sinais
em oy 4,32; 5,12; 5,40; 5,23; 3,50; 4,27 e 4,08 correspondem aos hidrogénios
carbinodlicos H-1, H-2, H-3, H-4, H-5; H-6a e H-6b.

O espectro de RMN de *C-PND e DEPT (fig. 39 e 40, pag. 70 e 71)
confirmaram estas deducdes pelos sinais de deslocamentos quimicos de atomos
de carbono caracteristicos de acgucar acetilado (Tabela 6).

Os sinais em 6¢: 88,6 e 91,3 foram atribuidos aos carbonos anomeéricos e
os demais sinais de CH e CH; comparados com dados citados na literatura
(Breitmaier, 1987), mostraram-se semelhantes aos dados da a o e B-D-glicose.
Desta forma foi possivel identificar os componentes da mistura como 1,2,3,4,6-
penta-O-acetil-a.-Dglicopiranose (4a) e 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-B-Dglicopiranose
(5a). Esta conclusdo estd de acordo com as deducdes iniciais feitas com
comparacdo com amostra auténtica por cromatografia em camada delgada

analitica.



Quadro 12. Estruturas dos carboidratos 4a e 5a.

Tabela 6. Dados espectrais de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) de 4a e 5a
comparados com valores citados na literatura (Breitmeier, 1987).

4a 5a
C a-D (lit.) 4° B-D (lit.) 5a
1 88,6 89,0 91,3 91,5
2 68,9 68,2 70,0 70,0
3 69,5 69,7 72,3 72,5
4 67,7 67,8 67,6 67,7
5 69,5 69,0 72,3 72,5
6 61,1 61,9 61,3 61,9
Cc=0 169,8 170,5 169,8 170,5
Cc=0 169,4 170,0 169,3 170,0
Cc=0 169,2 169,7 169,8 169,7
Cc=0 168,8 169,6 168,7 196,6
Cc=0 168,3 169,6 168,4 169,6
CHs 20,3 20,7 19,9 20,7
CHs 19,8 20,5 19,8 20,5
CHs 19,3 20,5 19,8 20,5

Tabela 7. Dados espectrais de RMN de *H dos derivados acetilados 4a e 5a.

oH: 4a e 5a
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1.7.1.5. IDITIOL (6)

Durante o processo de isolamento da saponina através da particdo do
extrato metandlico com BuOH/MeOH:H,O (95:5), houve formacdo de dois
precipitados, sendo um deles identificado como o carboidrato 6 (150 mg). Este
composto foi insolavel em cloroférmio, e entéo, foi preparado o derivado acetilado
através do tratamento com anidrido acético e piridina (1:1).

O espectro de IV do derivado acetilado 6a (fig. 41, pag. 75) possui uma
banda de absorcdo forte em 1.740 cm?, correspondente a deformacédo axial de
C=0 e deformacéo axial de C-C(=0)-O de acetato em 1.220 cm’}, caracteristica
de ésteres.

O espectro de RMN de *H (fig. 42, pag. 75) mostrou sinais simples entre 8
1,95 e 2,09 correspondentes aos grupos acetoxilas da unidade acetato. Os sinais
em dn: 4,25 (dd) e 4,09 (dd) foram atribuidos a hidrogénios metilénicos em
carbonos ligados a oxigénio. Os sinais em &y 5,08 e 5,45 (d) foram atribuidos a
hidrogénios metilicos carbindlicos.

O espectro de RMN *H-'H - COSY de 6a (fig. 43, pag. 76) mostrou sinais
de interacdo entre os hidrogénios H-1/6 (0n: 4,25 e 4,09) com CH3;CO (64: 2,09-
1,97), de H-2/56: 5,08) com H-1/6 o: 4,25 e 4,09) com H-3/4 6 5,45).

O espectro de RMN de *3C de 6a (fig. 44, pag. 77) mostrou sinais de
carbonos metilicos em d¢: 20,5, atribuidos as metilas dos grupos acetoxilas. Sinais
em o6¢c: 170,6-170,1 atribuidos as carbonilas dos grupos acetoxilas, sinais do
solvente e sinais em 6¢: 62,3; 68,2 e 68,6 referentes a trés atomos de carbonos.

O espectro de RMN de *C-PND e DEPT de 6a (fig. 45, pag. 78) mostrou
que o sinal em d¢: 62,3 pertence pertence a um carbono metilénico e os sinais em
dc: 68,6 e 68,2 pertencem a carbonos metinicos.

O espectro de RMN 'H-1*C — COSY de 6a (fig. 46, pag. 79) mostrou a
interacao entre H- 1/6 ©u: 4,25 e 4,09) com C-1/6 @¢c: 62,3) de H-2/5 0n: 5,08)
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com C-2/5 ((6¢: 68,6) e de H- 3/4 (61: 5,45) com C-3/4 (5¢: 68,2), confirmando as
atribuicOes feitas anteriormente.

O espectro de massas (fig. 47, pag. 80) apresentou pico em m/z 361, que
embora ndo seja referente ao ion molecular, apresentou outros picos referentes a
fragmentos (Esquema 5), que comparados com espectros da biblioteca do
aparelho (fig. 48, pag. 81) mostrou semelhanca com a fragmentacdo do
hexaacetil-iditiol, hexaacetil-galactiol e hexaacetil-mannitol.

A comparacao dos espectros de RMN de *H (fig. 42, pag. 75) e *C (fig. 44,
pag. 77) de 6 com espectros de RMN de 'H e '3C do catalogo da Aldrich (fig. 49,
pag. 82) destes acUcares, induziu-nos a propor para 6 a estrutura do iditiol. O
iditiol € um composto simétrico, que justifica os trés sinais de carbono mostrados
no espectro de RMN de *C-PND e DEPT (Tabela 8).

OR OR
RO A s s oR
1 OR OR
6: R=H: Iditiol

6a: R=Ac: hexaacetiliditiol

Quadro 13. Estrutura do Iditiol e do

Hexaacetiliditio

Tabela 8. Dados espectrais de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) da substancia 6a
comparados com valores citados na literatura (Breitmeier, 1987).

6a
C Sc: Sh H-1IH
1 62,3 4,25e 4,17- 4,09 e 4,07 2/5
2 68,6 5,08-5,05 1/6-3/4
3 68,2 545e5,41 2/5
4 68,2 5,45e5,41 2/5
5 68,6 5,08-5,05 1/6-3/4
6 62,3 4,25 e 4,17- 4,09 e 4,07 2/5
CHs 20,5 2,09-1,97
C=0 170,6-170,1 -
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1.8. ESTERES AROMATICOS

Levando em consideracdo que a espeécie Lafoensia glyptocarpa elabora
ésteres derivados do acido cinamico, como por exemplo 0os éteres cumarico e
ferrdlico e cumarato de sitosterol, isolados anteriormente do extrato apolar da
espécie, e que a literatura (Nair et al., 1988) cita estes ésteres como inibidores
guimicos de sementes, procurou-se continuar os estudos com estes ésteres,
obtidos através da sintese, para posteriormente fazer avaliacdo de suas
atividades. Estes constituintes constam da dissertacdo de Mestrado de Carvalho,
1994.

o
O~
HO o
R ©/\)‘\
R=H - éster cumarico
R= OCHg3 - ester ferrulico Cinamato de sitosterol

Quadro 14. Estrutura dos derivados do acido cinamico

Para dar continuidade a este estudo foram sintetizados analogos destes
ésteres naturais, tendo como acidos precursores das sinteses, o acido cinamico,
acido p-cumarico, acido ferralico, &cido-(3,4-metilenodioxi)-fenil-acrilico, &acido-
(3,4-metilenodioxi)-fenil-propiénico e acido 3-(3,4-metilenodioxi-6-nitro)-fenil-
propiénico. Os alcoois foram escolhidos de acordo com a disponibilidade de
material, deste modo foram usados os alcoois, laurico @odecanol) e o cetilico
(hexadecanol).

Também foi sintetizado um éster usando o acido ferralico e como alcool o
produto natural sitosterol.

As sinteses foram realizadas através da preparacéo do cloreto de acido (um

intermediario) para a formagéo dos ésteres.
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O cloreto de tionila (SOCkL) € usualmente o reagente de escolha para a
sintese de cloretos de acila. Apresenta a grande vantagem de formar subproduto
gasoso ( SO;) que ndo contamina o produto.

O SOCl, utilizado na preparacao do cloreto, foi destilado a fim de eliminar o
conteudo de HCI presente no mesmo. Desta forma este método é bastante eficaz,
possibilitando a conversao quase que total do acido a cloreto de acido.

Todas as sinteses de ésteres passaram pelo cloreto de acido uma
descricdo geral do método de formacdo destes produtos € mostrado a seguir
Esugemas 6 e 7), bem como uma tabela mostrando a quantificagdo individual de

cada um dos ésteres (Tabela 9).

1.8.1. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

1.8.1.1. OBTENCAO DO CLORETO DE ACIDO:

Em baldo de 50 mL foram colocados o acido, diclorometano (CH,Cl,) seco
e cloreto de tionila. A mistura reacional foi deixada sob agitacdo a temperatura
ambiente por 2-3 horas, em atmosfera inerte de nitrogénio, até que ndo fosse mais
observada a presenca do acido por Cromatografia de Camada Delgada (CCD) (foi
feito acompanhamento indireto da formacéao do cloreto de &cido que consiste na
verificacdo da formacéao do éster metilico, menos polar que o acido, por CCD).

Verificada a formagdo do cloreto de acido, evaporou-se o SOCL em

excesso e o solvente (Vide esquema abaixo).

1.8.1.2. OBTENCAO DOS ESTERES

Apos formado o cloreto de &cido, adicionou-se CH,Cl, e o &lcool no baldo
(50 mL) que foi mantido em atmosfera inerte de nitrogénio sob agitacdo por 24
horas. (Berardi et al., 1998). Apds decorrido as 24 horas, evaporou-se 0 excesso
de solvente, em rotavapor e purificou-se a amostra através de coluna

cromatografica de silicagel (Vide esquema abaixo).
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1.8.1.3. Esquema geral de obtencao dos ésteres.

OH
e

n=11: dodecanol
(@lcool laurico)
Rs Rs n=15: hexadecanol

acido cloreto de acido (alcool cetilico)

lCHZCIZ

Esquema 6. Obtencao dos ésteres sintéticos.

(@]
N\on SOChL
cszczl2
HO

OCHjz OCHj sitosterol
acido ferralico cloreto de acido CH2C|2

(0]
/\)J\O

HO . )
ferrulato de sitosterila

OCH3

Quadro 7. Obtencéao do éster a partir do produto natural sitoasterol.
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Tabela 9. Detalhamento das quantidades de reagentes e produtos.

R, R, |Rs |Ra |Acido Alcool Estr. | Ester
H H |H H | Cinamico* Dodecanol I Cinamato de
[200mg {0,3mL dodecila* [1,5mL
(0,0013mmol)] | (0,001mmol)] (29,5%)]
H H |H H | Cinamico* Hexadecanol I Cinamato de
[260mg [441mg hexadecila*
(0,0017mmol)] | (0,0017mmol)] [318mg (50,3%)]
H OH |OCHs |[H | Ferrulico* Dodecanol [l | Ferrulato de
{200mg [2,2mL dodecila*
(0,001mmol)] [(0,0017mmol)] [0,mL (10,1%)]
H OH |OCHs |[H | Ferrulico* Hexadecanol IV | Ferrulato de
[200mg [240mg hexadecila*
(0,001mmol)] [(0,002mmol)] [325mg (77,0%)]
R1=R; H H |[(34- Hexadecanol vV [(3,4-
=CH0 metilenodioxi)- | [87mg metilenodioxi)-
fenil-acrilico* | (0,0036mmol)] fenil-acrilato  de
[70mg hexadecila*
(0,0036mmol)] [93mg (61,1%)]
Ri=R; H H [(34- Hexadecanol |VI |(3,4-
=CHz0 metilenodioxi)- | [125mg metilenodioxi)-
fenil- (0,0005mmaol)] fenil-propionato
propidnico** de hexadecila**
[100mg [108mg (50,7%)]
(0,0005mmol)]
Ri=R; H NO; | 3-(3,4- Hexadecanol |VII |3-(3,4-
=CH;0 metilenodioxi- |[101mg metilenodioxi-
nitro)-fenil- (0,0004mmaol)] nitro)-fenil-
propionico** propionato de
hexadecila**
[140mg
(72,2mmol)]
H OH |OCHs |[H | Ferrulico* Sitosterol VIII | Ferrulato de
[200mg [200mg sitosterila*
(0,00048mmol)] | (0,00048mmol)] [235mg
(55,2mmol)]
*A/,BeA/',8

** A diidro



87

1.9. IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS SINTETIZADAS
1.9.1. CINAMATO DE DODECILA (I) E CINAMATO DE HEXADECILA (11)

Os sinais em 2.855 cm™ () e 2.850 cm™ (II), deformacéo axial de CH de
alifaticos, 1.715 cm™ (1) e 1.712 cm™ (1), deformacéo axial de C=0 de ésteres e
1.462 cm™ (1) e 1.472 cm™ (11), vibragBes do nicleo aromético, mostrados no
espectro obtido no IV de 1 (fig. 50, pag. 92) e de Il (fig. 55, pag. 96), sao
caracteristicos de ésteres aromaticos.

A avaliacao dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de | (fig. 51, pag.
92) e de Il (fig. 56, pag. 96), permitiu identificar hidrogénios arométicos com
absorcdo em &y 7,46 [(m) H-2/6] (1), 7,30 [(m) H-3/4/5] () e 7,51 [(m) H-2/6] (II),
7,34 [(m) H-3/4/5] (Il) e o sistema AB de éster o, insaturado representada pelos
sinais em 8y: 7,67 [(d) H-7, J=16,0 Hz] (l), 7,63 [(d) H-7, J=16,0 HZz] (Il), 6,42 [(d)
H-8, J=16,0 Hz] (1) e 6,44 [(d) H-8, J=16,0 Hz] (Il). As frequiéncias dos hidrogénios
justificam o anel aromatico conjugado com a enona. O sinal triplo px: 4,14 (1) e
4,17 (I)] séo atribuidos a CH, carbindlico vizinho a CH; [64: 1,60 (1) e 1,65 (ll) O-
CH,-CHy-]. Os demais sinais presentes no espectro oy 1,21 (1), 1,24 (ll) [(CH2).],
0,85 (1) e 0,85 (Il) [CH2-CH3] sdo compativeis com a cadeia alifatica do éster e do
alcool como impureza.

O espectro de RMN H-'H — COSY de I (fig. 52, pag. 93), mostrou sinais de
interacdo entre H-7 (64: 7,67) com H-8 On: 6,42) e de H-1'(0w: 4,14) com H-2' On:
1.60).

O espectro de RMN 3 C de | (fig. 53, pag. 94) e de |l (fig. 57 e 58, pag. 97 e
98), mostraram sinais que comparados com a literatura (Comte et al., 1996)
(Tabelas 12 e 13) confirmam a estrutura dos ésteres.

O espectro de massas de | (fig. 54, pag. 95) e de 1l (fig. 59, pag. 99)
mostraram os ions moleculares: m/z (20%) que corresponde a formula molecular
da substancia cinamato de dodecila () Cz;H320, e cinamato de hexadecila (ll)
CasH40202, 0s demais sinais sdo compativeis com as fragmentacdes das
moléculas (Esquema 8, pag. 90 de | e Esquema 9, pag. 91 de Il).
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n= 8: cinamato de dodecila (I)
n= 12 cinamato de hexadecila (Il)

Quadro 15. Estrutura dos ésteres sintéticos | e |l.
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A numeracdo adotada foi para facilitar a comparacdo dos dados de

deslocamentos quimicos entre todos os compostos sintetizados.

Tabela 10. Dados de RMN *H, RMN *3C e *H-'H-COSY do produto |, comparados
com valores citados na literatura [Comte et al., 1996 (1) e Carvalho, 1994 (2)]

C & & "H-"H-COSY & (Lit., 2) & (Lit., 1)
1 - 134,0 - - 138,3
2 7,46 128,5 - 7,42 127,5
3 7,30 129,9 - 6,82 129,6
4 7,30 128,5 - - 128,7
5 7,30 129,9 - 6,82 129,6
6 7,46 128,5 - 7,42 127,5
7 7,67 127,7 H-8 7,62 133,9
8 6,42 117,7 H-7 6,32 126,6
9 - 166,9 - - 167,5
1 4,14 64,5 H-2' 4,18 61,7
2 1,60 28,5 H-1 1,63 28,8
3-10' 1,21 29,3 - 1,26 29,5
11 1,21 22,4 - 1,27 26,0
12 0,85 13,8 - 0,87 14,1
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Tabela 11. Dados de RMN *H, RMN *3C e *H-'H-COSY do produto Il, comparados

com valores citados na literatura [Comte et al., 1996 (1) e Carvalho, 1994 (2)]

C & & &y (Lit., 2) & (Lit., 1)
1 - 134,3 - 138,3
2 7,51 128,7 7,42 127,5
3 7,34 128,7 6,82 129,6
4 7,34 130,0 - 128,7
5 7,34 128,7 6,82 129,6
6 7,51 128,7 7,42 127,5
7 7,62 1444 7,62 1339
8 6,44 127,9 6,32 126,6
9 - 166.,9 - 167.5
1 4,17 64,3 4,18 61,7
2 1,65 31,8 1,63 28,8
3-14’ 1,24 29,3 1,26 29,5
15 1,25 25,9 1,27 26,0
16’ 0,85 14,0 0,87 14,1
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1.9.2. FERRULATO DE DODECILA (lll) E FERRULATO DE HEXADECILA (IV)

O espectro obtido no IV de Il (fig. 60, pag. 104) e de IV (fig. 65, pag. 108)
mostraram sinais compativeis com a formac&o dos ésteres: 2.855 cm™ (Ill) e 2,852
cm™ (IV) atribuidos & deformac&o axial de CH de alifaticos, 1.711 cm™ (Ill) e 1.722
cm™ (IV) deformacdo axial de C=0 de ésteres e 1.462 cm™ (lll) e 1.465 cm™ (IV)
vibragbes do nacleo aromatico.

Os espectros de RMN *H de IIl (fig. 61, pag. 104) e de IV (fig. 66, pag. 108),
permitiu identificar sinais duplos com constante de acoplamento igual a 15,8 Hz (I
e IV), com frequéncia correspondente a éster a,p insaturado [on: 7,72 (H-7 de lll) e
7,80 (H-7de IV) e 6,41 (H-8 de lll e 6,42 H-8 de IV). Os sinais em dy: 7,43 (d, H-2
de Ill) e 7,14 (d, H-2 de IV), 7,30 (d, H-3, J= 7,0 Hz de IIl) e 6,65 (d, H-3, J= 7,5 Hz
de IV), 7,09 (H-6 de lll) e 7,25 (H-6 de IV), sdo compativeis com sistema aromatico
conjugado e sustentando dois oxigrupos. Os sinais em 64 3,84 (OCHs de Ill) e
3,42 (OCHs de IV) e 5,85 OH de lll) e 5,70 (OH de IV), juntamente com 0s sinais
acima, confirmam a estrutura dos ésteres, que estdo de acordo com as interagdes
observadas nos espectros de RMN *H-'H — COSY delll (fig. 62, pag. 105) e de IV
(fig. 67, pag. 109), onde os hidrogénios H-7 @w: 7,72 de Ill e 7,80 de IV) acopla
com H-8 (6: 6,41 de lll e 6,42 de IV) e H-1' (0w 4,13 de 1l e 4,13 de IV) acopla
comH-2’' (3w 1,66 de lll e 1,65 de IV). Os demais sinais mostrados nos espectros
sao atribuidos ao alcool como impureza das amostras.

Os sinais mostrados nos espectros de RMN **C de lll (fig. 63, pag. 106) e
de IV (fig. 68, pag. 110): 6¢: 56,0 (OCH;3 de lll) e 56,3 (OCHgz de 1V), 145,2 (C-7 de
) e 144,6 (C-7 de IV), 115,7 (C-8 de Ill) e 116,0 (C-8 de IV) e os demais sinais
comparados com valores citados na literatura ( Fang et al., 1995), permitem
confirmar as estruturas dos ésteres.

O espectro de massas de lll (fig. 64, pag. 107), mostrou o ion molecular m/z
(40%) que corresponde a formula molecular C,,H340, do éster, Os demais sinais

sdo compativeis com as fragmentacdes da molécula.
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Quadro 16. Estruturas dos ésteres ferralicos Il e IV.

Tabela 12. Dados de RMN 'H, RMN ¥C e 'H-'H-COSY do produto IlI,
comparados com valores citados na literatura (Govindachari et al., 1971)

C M & *H-"H-COSY & (Lit.) & (Lit.)
1 - 127,0 - - 127.,4
2 7,60 133,8 - 7,63 129,9
3 7,45 113,9 - 7,43 115,8
4 - 150,3 - - 157,6
5 - 149,8 - - 149,0
6 6,31 123,6 - 6,27 129,9
7 7,72 1452 H-8 7,63 1442
8 6,41 115,7 H-7 6,27 155,8
9 - 167,2 - - 167,5
OH 5,85 - - 5,95 -
OCHs 3,84 56,0 - 3,90 -
1 4,13 64,7 H-2' 4,20 61,7
2’ 1,66 28,4 H-1' 1,63 28,8
3-10’ 1,27 29,3 - 1,25 29,3
11 1,27 26,4 - 1,25 26,0
12’ 0,86 14,1 - 0,88 14,1
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Tabela 13. Dados de RMN 'H, RMN *C e 'H-'H-COSY do produto IV,
comparados com valores citados na literatura (Govindachari et al., 1971)

C 8 S "H-"H-cOoSsY & (Lit.) & (Lit.)
1 - 127,3 - - 1274
2 7,49 134,1 - 7,43 129,9
3 7,10 116,0 - 7,03 115,8
4 - 152,8 - - 157,6
5 - 150,5 - - 149,0
6 7,25 1244 - 6,27 129,9
7 7,80 144.6 H-8 7,63 1442
8 6,42 116,0 H-9 6,27 155,8
9 - 167,0 - - 167,5
OH - 56,3 - 5,95 -
OCH; 3,42 56,3 - 3,90 -
1 4,13 64,7 H-2’ 4,20 61,7
2 1,65 30,9 H1' 1,63 28,8
3-10' 1,27 29,5 H-2’ 1,25 29,3
11’ 1,27 23,3 H-16' 1,25 26,0
12’ 0,86 14,3 - 0,88 14,1
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1.9.3. (3,4-METILENODIOXI)-FENIL ACRILATO DE HEXADECILA (V), (3,4-
METILENODIOXI)-FENIL PROPIONATO DE HEXADECILA (VI) E 3-(3,4-
METILENODIOXI-6-NITRO)-FENIL PROPIONATO DE HEXADECILA (VII)

Os espectros obtidos no 1V das substancias V (fig. 71, pag. 116), VI (fig. 75,
pag. 119) e VI (fig. 79, pag. 127), mostraram sinais em 1.691 cm* (V), 1.729 cm’*
(VI) e 1.727 cm™ (VII) que s&o atribuidos & deformagéo axial de C=0 de ésteres.
Os demais sinais sdo compativeis com as estruturas sintetizadas.

Nos espectros de RMN *H de V (fig. 69, pag. 114), VI (fig. 73, pag. 117) e
VII (fig. 77, pag. 120), foram observados sinal simples em dy: 6,06 (V), 6,73 (VI) e
6,20 (VII), atribuidos a CH2 (metilenodioxi). Os hidrogénios H-7 ©4: 7.53) e H-8
(0w 6,43) de V, apresentaram-se como sinais duplos, com constante de
acoplamento igual a 16,0 Hz, caracterizando a dupla trans, conjugada com o anel
aromatico. Os hidrogénios H-7 (64: 2,52 € 2,67) e H-8 (64: 2,86 e 3,13) de VI e Vi
respectivamente, apresentaram-se como sinais triplos. Estas estruturas nao
possuem dupla conjugada com o anel aromético. O hidrogénio H-2 das trés
substancias [pu: 7,26 V), 7,56 (1) e 6,99 (VII)] foram observados como sinais
simples. Os hidrogénios H-5 (64: 7,16 (V) e 6,66 (VI) e H-6 (64 7,52 (V) e 7,52
(VI) das estruturas de V e VI, foram observados como sinais duplos, com
constante de acoplamento igual a 8,0 Hz.

A estrutura VII possui um sinal simples em dy: 7,48 atribuido ao H-5. Os
hidrogénios ligados a carbonos carbindlicos da cadeia alifatica H-1', apresentam-
se como um sinal triplo, bem definido em cada espectro ©x: 4,13 (V), 4,94 (VI) e
4,03 (VII). Estes dados confirmaram a cadeia alifatica da estrutura dos ésteres.

Os espectros de RMN *H-'H — COSY de V (fig. 70, pag. 115), VI (fig. 74,
pag. 118) e VII (fig. 78, pag. 121), mostraram interacdes previstas, possiveis para
cada estrutura como H-7 [6n: 7,53 (V), 2,52 (VI) e 2,67 (VII)] com H-8 [64: 6,42 (V),
2,86 (V1) e 3,13 (VIN] e de H-1" [5+: 4,13 (V), 4,04 (VI) e 4,03 (VII)] com H- 2" [By:
1,27 (V), 2,86 (VI) e 1,27 (VII)].

Os espectros de RMN 3 C de V (fig. 72, pag. 116), VI (fig. 76, pag. 119) e

VIl (fig. 80, pag. 122), possuem sinais que sdo compativeis com as estruturas dos



esteres. Estes sinais estao devidamente atribuidos nas tabelas 16 (V), 17 (VI) e 18

(V).
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R=H, A"& (3,4-metilenodioxi)-fenil acrilato de hexadecila (V)
R=H, 7,8 diidro: (3,4-metilenodioxi)-fenil propionato de hexadecila (VI)
R=NO,, 7,8 diidro: 3-(3,4-metilenodioxi-6-nitro)-fenil propionato de hexadecila (VII)

Quadro 17. Estruturas dos ésteres V, VI e VII.

Tabela 14. Dados de RMN *H, RMN *3C e 'H-'H-COSY do produto V, comparados
com valores citados na literatura (Rascado, 1997)

C R & & Lit. & Lit. "H-"H-COSY

1 - 129,7 - 128,7 -

2 7,26 109,0 7,36 108,5

3 - 149,3 - 148,1

4 - 150,0 - 149,2

5 7,16 107,1 7,15 106,7

6 6,90 129,0 6,94 128,0 -

7 7,53 125,3 7,49 117,1 H-8

8 6,43 116,9 6,38 124,7 H-7

9 - 167,1 - 167,3 -

10 6,06 102,5 6,06 101,8 -

T 4,13 64,6 - I

2’ 1,66 29,7 H-1'
3-14’ 1,28 29,4 H-2'

15’ - 26,1 H-16’

16’ 0,86 14,2 H-15’
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VI,

Tabela 15. Dados de RMN 'H, RMN ¥C e 'H-'H-COSY do produto
comparados com valores citados na literatura (Rascado, 1997)
C 8y & &y Lit. & Lit. "H-"H-COSY
1 - 134,9 - 134,9 -
2 6,66-6,76 108,8 6,61-6,73 108,3 -
3 - 147,0 - 147,3 -
4 - 145,0 - 145,6 -
5 6,66-6,76 109,0 6,61-6,73 109,0 -
6 6,66-6,76 121,4 6,61-6,73 121,3 -
7 2,52 30,0 2,61 30,3 H-8
8 2,86 35,6 2,85 35,8 H-7
9 - 172,3 - 174,0 -
10 5,95 101,1 5,94 100,8 -
1 4,04 64,1 - - H-2'
2 2,86 35,0 - - H-1'
3-14' 1,27 29,3 - - -
15’ 1,56 28,0 - - H-16'
16’ 0,89 13,7 - - H-15’

Tabela 16. Dados de RMN 'H, RMN ¥C e H-'H-COSY do produto VII,

comparados com valores citados na literatura (Rascado, 1997)

c 84 & &y Lit. & Lit. "H-'H-cosy

1 - - - 132,8 -

2 6,99 111,2 7,06 110,5 -

3 - - - 151,6 -

4 - - - 146,4 -

5 7,48 105,9 7,54 105,2 -

6 - - - 1425 -

7 2,67 28,5 2,53 28,1 H-8

8 3,13 35,1 2,97 34,5 H-7

9 - 172,4 - 173,6 -

10 6,20 104,0 6,18 103,3 -

1 4,03 64,8 - - H-2

2 1,27 22,7 - - H-1
3-14’ 1,27 29,6 - - -

15’ 1,27 29,6 - - H-16’

16’ 0,86 14,2 - - H-15’
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1.9.4. FERRULATO DE SITOSTERILA (VIII)

O espectro obtido no IV de VIII (fig. 83, pag. 127) mostrou banda de
absorcédo em 1.721 cm?, correspondente & deformacédo axial de C=0 de éster e
outros sinais compativeis com a estrutura do éster derivado do produto natural
sitosterol.

O espectro de RMN *H de VIII (fig. 81, pag. 125), mostrou dois sinais
duplos com constante de acoplamento igual a 15,8 Hz, atribuidos aos hidrogénios
H-7" ( O 7,63) e H-8 (0w 6,30) e outros dois sinais duplos com constante de
acoplamento igual a 10,0 Hz, atribuidos aos hidrogénios H-2’ (5: 7,12 e H-3’ Bn:
7,01) do ferrulato. O sinal em &y 3,80 (m) corresponde a frequéncia de absorcéo
do hidrogénio ligado ao carbono carbindlico C-3 §c: 72,5), o sinal em dy: 5,35
corresponde ao hidrogénio olefinico da ligacdo dupla do esterdide e os sinais
simples em &y 0,82-0,84 séo atribuidos as metilas do unidade do sitosterol. O
espectro também mostra sinais que séo atribuidos ao sitosterol como impureza da
amostra.

O espectro de RMN !H-'H — COSY de VIl (fig. 82, pag. 126) revelou

interacOes entre H-7’ (64: 7,63) com H-8 (64: 6,30) e do H-3 ©4: 3,80) com H-2
(On: 1,27) e com H-4 (64: 2,40).

Estes dados e as frequéncias de absor¢do do CH olefinico em é¢: 122,4 (C-
6) e carbindlico 8¢c: 72,5 (C-3) revelados no espectro de RMN 3C (fig. 84, pag.

132) confirmam a estrutura do ferrulato de sitosterila.

25
12 23

OCHs Ferrulato de sotosterila

Quadro 17. Estrutura do éster VIII.



Tabela17.Dados de RMN'H, RMN?3@C e
do produto VI,
literatura (Guevara et al, 1989).

'H-H-cOSsY

comparados com valores citados na

c 34 & & Lit. 'H x TH-COSY
1 - 36,1 37,3
2 - 36,3 37,6 H-3
3 3,80 72,5 71,7 H-2-H-4
4 2,40 42,2 423 H-3
5 - 140,7 140,7
6 5,35 122.4 121,6
7 1,52 31,8 31,9
8 1,95 31,7 31,9
9 - 50,0 50,2
10 - 36,3 36,5
11 - 20,9 21,1
12 - 39,6 39,8
13 - 423 423
14 1,04 56,6 56,8
15 - 24,2 24,3
16 - 28,2 28,3
17 1,08 56,6 56,1
18 0,65 11,8 11,8
19 1,00 19,2 19,4
20 1,37 36,3 36,3
21 0,01 18,7 18,8
22 - 33,8 33,9
23 1,18 26,0 26,4
24 - 45,7 46,1
25 1,79 28,2 28,9
26 0,82 19,0 19,1
27 0,80 19,8 19,6
28 1,27 23,9 23,1
29 0,84 11,9 12,3
1 - 127,0 -
2’ 7,01 123,0 7,63
3 - 1447 7,43
4 - 1485 -
5 7,12 1147 -
6’ 7,24 133,6 6,27
7’ 7,63 1447 7,63 H-8'
8’ 6,30 115,5 6,27 H-7’
o’ - 168,5 -
OH 5,85 - 5,95
OCHs 3,90 56,6 3,90

124



125

AT :
Yivie® :
‘.W,n. \ n
[
FATER L
4933
[YEEN // '
7 :

e . 3
m 5 8i-H =3 L
S5(T00° 1 b
L‘w,lw.lﬁ e
> -
ceN——
GUEC " =
24T
ENEAV N
TevTE”
YObYi
Lo -
R 1
ih i
£ N/
16261

95|

54571

(1

Ml

Figura 81. Espectro de RMN "H (200 MHz, acetona-4s) do produto Vil

o
EEg : L) ZHOl = ,E-H™ ’ =
R L - x ' 4 d I
m\ m W 4Otz p ¢ H=— .ﬂyw.. FEEM M7
H%E JG g T——— !
Gre L
Q |
1535 " § \ zpg-cy s . — T
;mwmw; \ ZHE S =p L LH —CT Nw
3 L
Wmc
[ +




2 26
/12\1/\
I
‘ 27
e
15
1 )
¥ r] 5
HO " Sy ¢
OCH; VI" m
T
" 9
o = o4
IS, VN d

OCHz
-3

JI 1
i
— "
).
0 =5
<
W
. " :
| .
3.
. .o H-3
< .
Ei? ‘i§> ?ia 2 L 4,
& H-4 &
| L s,
(] D e
|
—4 = e'ﬂ
28 P ps
| |
o & | ~- 7
& ¥ T L f
T T AASEE M T T ~ IV’:‘- A T T PPM
7.0 6.0 5.0 .0 2.0 1 9.0
PPM

Q..

Figura 82. Espectro de RMN — 2D "H-"H — COSY (200 MHz, acetona-ss) do produto VIII



Qp.Eli UFREY 168313
v T . N r
3 . Iy Iy
\ . AL i
. u fe
"| r‘, !)1"'-" l|1 n 5 J 'fn*r 1111‘ .'l l"|
L i and !
i
(4 |1
l o l
N
i Y
fataisin] 21,11;1-'.&1_ - fr;_l

Figura 83. Espectro de IV do produto Viil

o, . O o, . .
_ HEERIRE 4 g
S EE R
]
! \ S | | |' .
‘v Pl L
| | !
v
.
~ ©
> l - -
o ['2]
Z 4 o il
2
- - Q
°? AR | !
© S SR S i
| ; WAL
TR IR r"v‘w“‘\ RSP W W, Y .LLJ,-A oot byt b i \ Lo LA R LWL \W’LW it
T [' r""’ T [ T ] T I T I T ‘ T [ T
1EQ 140 120 100 ap 5Q 40 \
PPM

Figura 84. Espectro de RMN "°C (50 MHz, acetona-g) do produto VIl

127



128

1.10.2. ENSAIO DE GERMINACAO DE SEMENTES

Diversos ensaios sdo citados na literatura para avaliacdo dos efeitos dos
aleloquimicos, envolvendo parametros como germinagdo de sementes, elongacao
de raizes, crescimento de plantulas e avaliacdo da biomassa da parte aérea
(Kelsey & Locken, 1982 e Elakovich & Stevens, 1985).

A busca de substancias quimicas com atividades alelopaticas vém
despertando interesse a medida que substancias ja conhecidas, sdo testadas e
apresentam o referido efeito.

Sementes de alface (Lactuca sativa) e tomate (Lycopersicon esculentum),
disponiveis comercialmente, vém sendo utilizadas para avaliacdo de germinacdo
frente a substancias aleloquimicas. O teste é simples, de baixo custo e néo
necessita de muitos aparatos especiais para realizagao.

O ensaio em laboratorio foi feito utilizando placas de Petri, onde colocou-se
papel de filtro contendo a amostra adsorvida através do umedecimento do papel
na solucdo (80 e 200 ug/mL) da amostra em solvente organico e posterior
evaporacdo do mesmo. Em cada placa foram colocadas 10 sementes de cada
espécie teste e agua. Cada tratamento foi composto de 4 repeticbes. As
testemunhas receberam apenas agua (Feliciano & Lopez, 1983). As amostras
foram mantidas em camara de germinagdo com temperatura controlada (28-30 °C)

e avaliadas diariamente durante sete dias.

1.10.2.1. PREPARACAO DA AMOSTRA

As amostras de 0,4 e 10 mg da substancia a ser testada foram dissolvidas

em 5 mL de CHCI; (cloroférmio) e mantidas em baldo volumétrico.

1.10.2.2. EXPERIMENTAL

O procedimento experimental utilizado, baseou-se no trabalho desenvolvido por
Freitas et al., (1990).
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1.10.2.3. PREPARACAO DO MATERIAL PARA TESTE

Tomaram-se aliquotas de 1 mL da solucdo da substancia (em CHCI),
embebendo-se o papel de filtro, previamente colocado em placa de Petri. Deixou-
se secar por aproximadamente 10 minutos. Colocaram-se entdo as sementes (10

sementes por placa) e 3 mL de agua destilada. O teste foi feito em quadruplicata
para dose testada.

1.10.2.4. AVALIACAO ESTATISTICA DOS DADOS OBTIDOS

O delineamento experimental usado foi blocos ao acaso, com quatro
repeticbes, sendo os tratamentos arranjados num fatorial de 12x2 (doze
substancias e duas concentracdes). Foram efetuadas analise de variancia para a
percentagem de germinagdo das sementes de alface e tomate no quinto dia apos
a instalacdo do experimento. O teste de médias utilizado foi o de Tukey ao nivel
de 5%.

Os dados foram sistematizados nas tabelas 10 e 11 a seguir.



Tabela 18. Percentagem de germinacdo das sementes de alface, submetidas a
acao de diferentes substancias guimicas em duas concentracoes.

Germinacdo de alface

Concentracdo das substancias

Substancia sintéticas 80 ppm 200 ppm
I 82,1 abc 85,5 bcd
Il 75,0 abc 75,5 cd X
1] 82,5 abc 70,0 cd x
\Y 85,5 abc 72,5 bcd
\ 55,0 bcd X 67,5 de X
VI 475 cd X 525 e X
Vil 77,5 abc 85,0 bcd
VI 70,0 abc 57,5 cde X
Branco* 95,0 a 92,5 ab
Controle* 975 a 975 a
Alcdois precussores
Dodecanol 90,0 ab 80,0 abc
Hexadecanol 76,3 ab 85,5 bcd
Acidos precussores
1 10,0 e x -
2 80,0 abc -
3 10,0 e x -
4 90,0 ab -
Substancias naturais
Cumarato de sitosterila 87,5 abc -
1 90,0 ab -
la 70,0 bc X -
3 17,5 de x -

* O branco foi composto somente de dgua e o controle de cloroférmio.

X ocorreu inibigao

Acidos: 1= 4cido ferdlico; 2= &cido (3,4-metilenodioxi)-fenil-acrilico; 3= &acido (3,4-metilenodioxi)-
fenil-propibnico; 4= acido 3-(3,4-metilenodioxi-6-nitro)-fenil-propiénico

As letras mailsculas contidas nas tabelas, indicam diferencas significativas entre as
substancias testadas, dentro das diferentes concentracdes (80 ppm e 200 ppm).
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Tabela 19. Percentagem de germinacdo das sementes de tomate, submetidas a
acao de diferentes substancias quimicas em duas concentracoes.

Germinacao de tomate

Concentracao das substancias
Substéncia sintéticas 80 ppm 200 ppm
I 0,69 cd x 10,0 cd
Il 10,0 abc 30,0 abc
I 7,5 abcd 22,5 abcd
\Y 20,0 cd x 17,5 abc

\/ 2,45 cd x 2,5 cd

VI 0,0 d x 25 d

VI 25 d x 00 d
VI 50 bcd x 7,5 bcd
Branco* 375 a 250 a
Controle* 325 a 275 a

Alcdois precussores

Dodecanol 29,8 bcd 20,0 bcd
Hexadecanol 29,8 bcd 20,0 bcd

* O branco foi composto somente de agua e o controle de cloroférmio.
X ocorreu inibicao

As letras mailsculas contidas nas tabelas, indicam diferencas significativas entre as
substancias testadas, dentro das diferentes concentracdes (80 ppm e 200 ppm).

1.9.2.5. RESULTADOS

A substancia sintética (3,4-metilenodioxi)-fenil-propidbnato de hexadecila
(VI), foi a que apresentou maior efeito inibitorio para germinagéo de alface quando
comparada ao controle e ao branco. As substancias (3,4-metilenodioxi)-fenil-
propidnato de hexadecila (VI) e 3-(3,4-metilenodioxi-nitro)-fenil-propionato de
hexadecila foram as que apresentaram maior efeito alelopatico quando testadas
com sementes de tomate (Tabela 11). Dentre as substancias testadas observou-
se que a VI apresentou efeito inibidor tanto para sementes de alface quanto para
tomate (Tabelas 11 e 12).

Das substancias naturais testadas, a saponina triterpénica [(3) substancia
nova descrita neste trabalho], foi a que apresentou maior inibicdo de germinacao,

em relacdo ao controle e ao branco, quando testada com sementes de alface
(Tabela 10).
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Os alcbois usados nas sinteses foram testados quanto ao seu possivel
efeito alelopético, para sementes de alface e tomate nas duas concentracdes
testadas, devido as substancias sintetizadas o conterem como impureza. O fato de
nao apresentarem nenhum efeito, indica que eles nao interferem no efeito das
referidas substéancias (Tabelas 10 e 11).

Os acidos 2, 3 e 4, precursores das sinteses também foram testados, pois
ndo ha relatos sobres estes acidos na literatura, sendo relevante entdo o teste.
Deste modo pode se observar que o acido 3 (acido (3,4-metilenodioxi)-fenil-
acrilico) possui efeito inibitorio, quando comparado com o controle, e efeito similar
ao acido ferrdlico (1), ja conhecido e citado na literatura como tendo efeito
inibitorio de germinacao (Nair et al., 1988).

As substancias que apresentaram carater alelopatico, inibitério de
germinacao, nestes testes, devem ser estudadas, visando avaliar seus efeitos
sobre as plantas cultivadas e principalmente sua aplicacdo para o controle de

plantas invasoras que afetam as culturas.
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CAPITULO Il
ESTUDO QUIMICO DE Ouratea floribunda St. Hill
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CAPITULO Il

ESTUDO QUIMICO DE Ouratea floribunda ST. HILL

INTRODUCAO

A familia Ochnaceae compreende aproximadamente 40 géneros e 600
espécies. Esta familia ocorre nas regifes pantropicais sendo constituida por
arvores, arbustos, ervas e plantas ornamentais. O género Ouratea compreende
aproximadamente 300 espécies, ocorrendo 9 géneros e 105 espécies no Brasil.
(Barroso, 1986).

Apesar das contribui¢cdes da quimica de Produtos Naturais para as diversas
areas do conhecimento, verifica-se uma maior tendéncia dos grupos de pesquisa
em direcionar seus trabalhos para linhas que visam somente a exploragéo
econbmica. Este fato ndo leva em consideracdo a importancia da pesquisa basica,
ou seja, o estudo fitoquimico de uma planta.

As plantas desta familia sdo pouco estudadas quimica e biologicamente. Na
tabela 2 séo citadas algumas espécies desta familia que ja foram estudadas e

seus principais constituintes quimicos isolados.



Tabela 20. Constituintes quimicos isolados de espécies da familia Ochnaceae.

Espécie Substéancias Isoladas Referéncias
Brackaenridgea zanguebaria Diidrochalconas Diméricas 17,18
Ochna pumila Biflavona: 7”-O-metil- 19
etraidroamentoflavona
Ochna squarrosa 5,3",4’-Trimetoxi-6,7- 20, 21, 22
metilenodioxiisoflavona e 5-hidroxi-3’-4'-
dimetoxi-6,7- metilenodioxiisoflavona
Ochna obtusata Biflavondides: Canferol-3-O-glicosideo e 23
guercetina-3-Oglicosideo
Ochna calodendron Biflavonoide: Calodenona 24
Lophira alata Chalcona Dimérica 25
Luxemburgia nobilis Ofiurina B, rutina, epicatequina 26
Lophira lanceolata Chalcona: Lofirochalcona 27, 28
Ouratea species Protoantocianidina Dimérica 29
Ouratea spectabilis Biflavondide: 7”-Metoxibiapigenina 30, 31
Ouratea hexasperma Biisoflavonas: Hexaspermona A, B, C, 32,33
Lupeol, B-amirina
Ouratea semisserrata Biflavondides, Friedelina, Lupeol 34
Ouratea parviflora 7,7" dimetoxiagastiflavona 35, 36, 37
Ouratea cuspidata Acucares 38

Referéncias: 17 — Drewes & Hudson, 1983; 18 — Bates & Linz, 1984; 19 — Kamil et al., 1987; 20 —
Okigawa & Kawano, 1976; 21 — Rao & Gunasekar, 1989; 22 — Reddy et al., 1983; 23 — Rao et al.,
1997; 24 — Messanga et al., 1992; 25 — Tih et al., 1988; 26- Tih et al., 1989; 27 — Tih et al., 1990;
28 — Oliveira et al., 1999; 29 — Monache et al., 1967; 30 — Felicio et al, 1993; 31 — Felicio et al.,
1994; 32 — Moreira, 1994; 33 — Moreira et al., 1994; 34 — Velandia, 1997; 35 — Pak et al, 1997; 36
— Pak, et al., 1997; 37 - Battistini, et al., 1997; 38 — Oliveira et al., 1996.
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OR, O

RO \/O/OR

OR; O OH O

Diidrochalconas Diméricas Biflavona: 7"-O-metil-tetraidroamentoflavona
aR=R1=H

b R=R1= Ac

¢ R=R1= CH3

d R=CH3, R1=H

OR>
R;0 o) O o
OCH
0 0 3 (]
CT U (oo
OR, O

o)
OR O
O OR;
R=CHgj: 5,3',4'-Trimetoxi-6,7- R,=Me, R,=Ac: Canferol-3-O-glicosideo
metilenodioxiisoflavona R1=R,=Ac: Quercetina-3-O-glicosideo

R=H: 5-hidroxi-3'-4'-dimetoxi-6,7-
metilenodioxiisoflavona

HO

Chalcona Dimérica

Calodenona

Quadro 19. Estrutura de alguns constituintes quimicos isolados de espécies da
familia Ochnaceae.



HO©/ e}
H04< >—

Lofirochalcona

Protoantocianidina Dimérica

ORs iy
ORg B-Amirina

Estrutura Rl R2 R3 R4 R5 R6

HexaspermonaA CHz H CHz CHz H CH3

HexaspermonaB H CHsz CHsz CHz3 H CHgs

Hexaspermona C H H CHs CHs H CHs

Quadro 20. Estrutura de alguns constituintes quimicos isolados de espécies da
familia Ochnaceae.
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Friedelina

Biflavonodides
aR=H
b R=CHs

Epicatequina

H COOH
HOH,C
HO

HO on

OfiurinaB

Rutina

Quadro 21. Estrutura de alguns constituintes quimicos isolados de espécies da
familia Ochnaceae.
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A familia Ochnaceae a caracterizada principalmente por flavondides, como
pode ser observado na tabela 20. Levando-se em consideracdo estes fatos
escolheu-se para estudo uma espécie de Ochnaceae, cujo género vem
despertando interesse para estudo, a medida que vao sendo descobertas as
atividades farmacolégicas de extratos ou de substancias. Como exemplos,
podemos citar o estudo do extrato em etanol e aquoso de Ouratea lucens, que
apresentou atividade antiviral (Roming et al., 1991). O extrato hidroalcéolico de
Ouratea parviflora que teve efeito antiinflamatério em edema de pata de rato,
induzido pela carragenina, além de possuir efeitos como depressor do sistema
nervoso central e antiespasmoddico (Battistini et al., 1997). A substancias
hexaspermonas A, B e C (tabela 2) de Ouratea hexasperma que apresentou
atividade anticancerigena, em testes de laboratério, contra carcinoma 60 (Moreira
et al.,, 1994). As duas biflavonas (tabela 2) isoladas de Ouratea spectabilis,
inibiram a enzima aldose redutase extraidas de olhos de bovinos (Felicio et al.,
1993 e Felicio et al., 1994).

O isolamento de constituintes quimicos com efeitos medicinais em espécies
do género Ouratea, serviu de motivo para o presente trabalho. Da espécie
estudada, Ouratea floribunda, foi isolado entre outros triterpenos comuns, uma
mistura de acil oleandis e um depsideo @tranorina). Os extratos mais polares
desta espécie apresentaram-se com aspecto resinosos e constituidos de outros
polimeros nédo identificados. Provavelmente a época da coleta ndo foi propicia

para o isolamento dos flavondides.
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OBJETIVOS

1 - Dar continuidade ao estudo quimico de espécies de plantas da familia
Ochnaceae.

2 - Isolar e determinar as estruturas dos principais metabolitos especiais da
espécie Ouratea floribunda.

3 — Contribuir para o conhecimento quimico desta espécie.
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2.1. DESCRICAO DE Ouratea floribunda St. Hill

Ouratea floribunda é um arbusto de aproximadamente um metro de altura,
com folhas de bordas serrilhadas e flores pequenas em abundéancia, com pétalas
amarelas. Na figura 2.1 pode se observar uma fotografia de um exemplar desta
especie.

Quadro 22. Especimen de Ouratea floribunda St. Hill
Foto: Geizi J. A. de carvalho

2.2. CLASSIFICACAO BOTANICA CRONQUIST, 1981:
Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Subclasse: Dilleniidae Takntajan, 1966

Superordem: Dillenidae

Ordem: Theales Lindley, 1833

Familia: Ochnaceae De Candolle, 1811

Género: Ouratea Aubl.

Espécie: Ouratea floribunda St. Hill

Nome vulgar: ndo encontrado
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A familia Ochnaceae compreende aproximadamente 40 géneros e 600
espécies. O Género Ouratea compreende aproximadamente 300 espécies.

2.3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Regibes tropicais, principalmente América do Sul.

2.4. IMPORTANCIA ECONOMICA

A familia Ochnaceae possui poucas espécies com valor econdémico,
algumas delas do género Lophira, fornecem madeira para construgcéo e outras sao

usadas como plantas ornamentais em jardins.

2.5. COLECAO BOTANICA DE REFERENCIA

Ouratea floribunda:

Coletores: Professora Alceni Augusta Werle — ICE — UFOP e Jorge Luis da Silva —
IB - UFOP.

Data: setembro de 1996

Local: Reserva da MBR (Mineracdes Brasileira Reunidas) proximo ao Centro de
Pesquisas do Morro do Chapéu — Belo Horizonte — MG.

Identificadore: Jorge Luis da Silva por comparacdo com excicata existente no
Herbario José Baldini.

Herbéario: Herbario José Baldini do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas da

Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto — MG, sob o nimero 6944.
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2.6. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE Ouratea floribunda ST. HILL

As substancias 7, 8, 9, 10, 11 e 12 foram isoladas do extrato em hexano do

caule de Ouratea floribunda St. Hill.

12

Quadro 23. Constituintes quimicos isolados de Ouratea floribunda St. Hill.
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As substancias 13, 14, 15 e 16 foram isoladas do extrato em acetado de

etila das flores de Ouratea floribunda St. Hill.

R;:0

R,O

15: Ry=H, sz

(0]

13: n=14 14: n=22 16: R,=H, le

Quadro 24. Constituintes quimicos isolados de Ouratea floribunda St. Hill.
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2.7. PARTE EXPERIMENTAL

2.7.1. COLETA DA PLANTA

Ouratea floribunda St. Hill foi coletada na Reserva da MBR (Mineragcdes
Brasileira Reunidas) préximo ao Centro de Pesquisas do Morro do Chapéu — Belo
Horizonte — MG, no més de setembro de 1996. O espécime coletado foi
classificado pelo técnico em botanica Jorge Luis da Silva IB- UFOP.

O material foi separado em flores, folhas e madeira, submetidos a secagem
durante 4 semanas exposto ao ar sob folhas de jornal e convertido a p6 em

moinho de facas.

2.7.2. EXTRACAO

O material moido obtido das flores (154,6 gr.) e da madeira (1.334,3 gr.)
foram submetidos a extracdo por maceragdo com hexano, acetato de etila e
metanol.

A destilacdo dos extratos foi feita a pressdo reduzida. Estas operacfes

encontram-se resumidas no esquema 11.

Madeira (1.334,3 g)

Maceracdo com hexano,
acetato de etila e metanol

Extrato em hexano  Extrato em acetato de Extrato em metanol
OFMH (4,3 9) etila OFMA (4,0 g) OFMM (80,9 g)

Flores (154,6 )
Extrato em hexano Extrato em acetato de Extrato em metanol
OFFH (7,8 g) etila OFFA (3,9 g) OFFM (30,7 g)

Esquema 11. Processamento para obtencéo dos extrato de Ouratea flobunda.
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2.7.3. ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS CONSTITUINTES

2.8.3.1. EXTRATO EM HEXANO DA MADEIRA DE Ouratea floribunda (Esquema
12)

O extrato em hexano (4,3 g) foi submetido a cromatografia em coluna,
usando-se como eluentes hexano, cloroformio e metanol em gradiente de
polaridade. Recolheram-se 33 fracdes de 125 mL cada. Deste extrato foram
isoladas as substancias 7, 8, 9, 10, 11 e 12.

Extrato em hexano (OFMH)
(100,1 g)

cromatografia em coluna
de silica gel (hexano, CHCIl; e MeOH)

atranorina | | friedelina | | friedelinol lupeol taraxerol | |taraxenona
7 8 9 10 11 12

Esquema 12. Fracionamento do extrato em hexano do caule de Ouratea
floribunda (OFMH).

2.7.3.2. EXTRATO EM ACETATO DE ETILA DAS FLORES DE Ouratea floribunda
(Esquema 13)

O extrato em acetato de etila (3,9 g) foi submetido a cromatografia em
coluna, usando-se como eluentes hexano, cloroférmio e metanol em gradiente de
polaridade. Recolheram-se 795 fracdes de 10 mL cada. Deste extrato foram

isoladas as substancias 13 + 14 e 15 + 16.
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Extrato em acetato de etila (OFFA)
(3.90)
cromatografia em coluna
de silica gel (hexano, CHCIl3 e MeOH)

triterpenos esterificados triterpenos esterificados
13+ 14 15+ 16

Esquema 13. Fracionamento do extrato em acetato de etila das flores de Ouratea
floribunda (OFFA).

2.7.4. REACOES DE DERIVATIZACOES

A. Acetilacao

Foi adicionado & amostra [(7), atranorina, 12 mg], piridina e anidrido acético
na proporcdo de 1:1, a solucéo foi mantida em refluxo a 60 °C, com agitacdo por
24 horas. Adicdo de agua destilada (0 a 5 °C) e extraiu-se com cloroférmio (3 x 30
mL) em funil de separacdo. A solucdo em cloroférmio foi lavada com solucao
aquosa de HCI (5%) (30 mL) e posteriormente lavada com agua destilada (3 x
30,mL). A solucéo resultante foi adicionado sulfato de sdio anidro e o solvente foi
destilado sob vacuo em rotavapor. A amostra acetilada foi pesada, 10 mg e
submetida a analise por CCDA e analises espectrométricas e, entao, identificado o

novo derivado da atranorina (7a).

B. Hidrélise acida

A amostra correspondente a mistura de ésteres 13 e 14 (70 mg), foi tratada
com uma solucéo de MeOH e HCI (5%) e mantida em refluxo por duas horas. A
mistura reacional foi extraida com CHCl. A solucao cloroférmica foi concentrada e

purificada por CC de silicagel.



148

C. Metilacdo com diazometano

O diazometano foi preparado a partir de uma solucéo etérea de N-metil-N-
nitroso-p-tolueno-sulfonamida (Diazald) tratada com uma solucdo de KOH e
mantida em banho de gelo.

A amostra a ser metilada (15 + 16) foi dissolvida em acetona e tratada com

excesso de diazometano recentemente preparado.

2.7.5. CONSIDERACOES SOBRE O MATERIAL E METODOS UTILIZADOS

Vide capitulo 1, material e métodos, pag. 21.

2.7.6. DADOS FISICOS E ESPECTRAIS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DE
Ouratea floribunda ST. HILL.

e Atranorina (7)
P.F.191-192 °C (CDCl) (12 mg)
RMN H Tab. 7, pag. 154.
RMN 3C Tab. 7, pag. 154.

e Friedelina (8)
P.F. 230 °C (CDCls) (130 mg)
RMN *H Tab. 7, pag. 170.
RMN 3C Tab. 7, pag. 171.

¢ Friedelinol [mistura com friedelina (8)] (9)
P.F. 248-250 °C (CDCls) (150 mg)
RMN !H Tab. 9, pag. 182.
RMN 3C Tab. 9a, pag. 182.
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e Lupeol (10)
P.F. 160-161°C (CDCls) (100 mg)
RMN 'H Tab. 10, pag. 188.
RMN 3C Tab. 10, pag. 188.

e Taraxerol e taraxenona (11 e 12)

P.F. 245°C (CDCls) (150 mg)

RMN H Tab. 0,74 (s), 1,61 (s), 3,20 (dd), 5,52 (dd), 1,61 (m), 1,86 (sl), 1,57
(sl)

RMN 3C Tab. 11, pag. 194.

e Esteres triterpénicos (13 e 14)
P.F. 90 °C (MeOH) (130 mg)
Oleo amarelo (CDCls)
RMN *H 0,72 (s), 1,59 (s), 2,26 (1), 4,47 (d), 5,25 (dd)
RMN 3C Tab. 11, pag. 205.

e Esteres triterpénico (15 e 16)
Oleo amerelo (120 mg)
RMN *H 0,72 (s), 1,59 (s), 2,26 (d), 4,47 (d), 5,25 (dd)
RMN 3C Tab. 11, pag. 2109.
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2.8. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES

2.8.1. ATRANORINA (7).

A substancia 7 (Quadro 26, pag. 156) foi identificada como um depsideo (12
mg) e por isso fez-se abaixo algumas observagOes sobre esta classe de
substéancias.

Os depsideos sdo produtos aroméaticos de origem policetidica e séo
especialmente bem representados em liquens, tendo como principal caracteristica
o fato de serem formados pela condensacéo de duas ou trés unidades simples do
orcinol ou B-orcinol através de ligacdes do tipo éster (Elix et al., 1993).

Os depsideos sao descritos na literatura como substancias que possuem
atividades farmacologicas. Como exemplo, podemos citar o &cido Usnico e
difratico que possuem atividade antiinflamatdria, analgésica, antipirética
(Dobrescu, et al., 1993; Okuyama et al, 1995) e bactericida (Ghione et al., 1988); o
acido lecandrico, precursor da atranorina, e seus analogos contendo benzanilida
gue antagonizam diversos efeitos enziméaticos e celulares promotores de tumores
(Dobrescu, et al., 1993; Okuyama et al, 1995).

Embora o composto atranorina ja tenha sido isolado de um liquen (Nicollier
et al., 1979; Elix & Jayanthi, 1987), ndo houve nenhum relato prévio de ter sido
encontrada em espécies do género Ouratea.

A literatura (Kim et al., 1996) relata um caso similar de um tridepsideo
(tenuiorin) isolado da planta Frullanis nisqualensis. Entretanto a atranorina isolada
desta espécie pode ter sido elaborada por liqguens, em simbiose, no material
usado para estudo.

A literatura revela que a confirmagdo das estruturas dos primeiros
depsideos era feita por comparacéo do produto natural isolado com a sintese total
do suposto produto. Devido ao isolamento em pequenissimas quantidades de
material e a falta de dados para a concluséo final.

O fato da substancia 7 ser de liquen e ter sido isolada do extrato hexanico

da madeira de uma planta, sugere que o liquen estava em tamanho imperceptivel
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aos olhos humanos. Os liguens sdo muito pequenos e muitos Sao crostosos. Além
disso, substancias lixiviadas dos talos poderiam estar impregnando o cortex dos
ramos também. Por mais que se limpassem os ramos seria dificil retira-los, uma
vez que a coleta foi feita em mata, onde as espécies crescem naturalmente.
Algumas espécies de liquens que possuem atranorina como constituinte
guimico e que habitam a espécie Ouratea floribunda sdo: Parmotrema sp., Rimelia
sp, Heterodermia obscurata, Bulbothrix isidiza e Bulbothrix sp. Identificadas pelo

Professor Dr. Marcelo P. Marcelli, Jardim Botanico — USP — SP.

0
o0
HO 0 OH 0 OH
$Rg o
HO OH
) o)
OH o O Acido lecanérico
Acido Usnico
0
0 CHs
CHz0 OCHg3; OH
COH

Acido difratico

Quadro 25. Estruturas de alguns depsideos.

Para determinar a estrutura de 7, fez-se andlise da dados espectrais de
RMN de 'H e de 3C e massas e preparacéo do derivado acetilado.

O espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl) (fig. 85, pag. 159), mostra a
presenca de sinais simples em &y 2,08, 2,53 e 2,68 e 3,98 (3H cada um) que
correspondem a trés grupos metilas ligados a carbonos do tipos sp? e uma
metoxila, respectivamente. Este espectro possui seis singletos (1H cada um) e
sinais correspondente a dois hidrogénios arométicos (64 6,39 e 6,50), um

hidrogénio de grupo formila (6 10,34) e trés hidroxilas queladas (64: 11,94, 12,44
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e 12,54). A andlise comparativa dos espectros de RMN 3C (fig. 86, pag. 159) e de
HMQC-"Jcy (fig. 88, pag. 161) permitiu observar doze sinais de carbonos
quaternario do tipo sp? (5¢: 102,8; 108,8; 110,3; 116,7; 119,9; 152,0; 152,4; 162,8;
167,5; 169,1; 169,7 (C=0) e 172,2 (C=0), trés CH [6¢c: 112,8; 115,9 e 183,5
(C=0)], e quatro CHsz [oc: 9,40, 24,0, 25,6 e 52,3(OCHjs)], consistentes com 0s
dados obtidos por andlises de RMN de'H. Estes dados aliados as deducdes
anteriores obtidas com o espectro de RMN de 'H permite deduzir a férmula
ampliada [Ci0 (C=0), (CH)2, (HCO) (CHsz); (OCHsz) (OH)s; correspondendo a
férmula molecular C19H1807 (m/z=348 u), que para chegar a massa 374 revelado
no espectro de massas (fig. 89, pag. 162) através do pico M" +1 (375, 30%),
basta acrescentar 16 u, correspondente a um oxigénio e, estdo propor a F. M.
como C19H;150s para esta substancia.

A anélise dos espectros de correlagcdes a longa distancia 2D [*H, **C-
HMBC-"Jcn (n=2 e 3)] (fig. 90, pag. 163) permitiu identificar sinais de acoplamento
dos hidrogénios 3H-9' §y 2,53) e carbonos C-5' (5¢ 139,8, 2Jcn), C-6' B¢ 115,9,
3Jcn) e C-4" (3¢ 110,3, 3Jch), entre 3H-8 (51 2,08) e C-2’ (5¢ 116,7, 2Jch), C-3' (B¢
162,8, 2Jcn) e C-1" B¢ 151,9, 3Jcp) e entre C-4' (5¢ 110,3, 3Jan), C-5' B¢ 139,9,
3Jcn), (Tabela 7). Estas informacgdes e os picos em m/z (int. rel.)196 (100), 194
(90), 179 (95) e 137 (20) mostrado no espectro de massas estao de acordo com o
2-hidroxi-3,6-dimetil-4-carbometoxibenzeno. O esquema de fragmentacdo ¢é
mostrado na pagina 152. O NOE observado no espectro 2D NOESY (fig. 93, pag.
166) confirmou a localizacdo do 3H-9 orto (6 2,53) em relacdo a H-5 (64 6,50).
Esta proposta foi confirmada através da andlise do produto 7a, obtido pela
acetilacdo de 7 usando piridina e anidrido acético (1:1) e refluxo a 60 °C com
agitacdo. Os sinais observados no espectros de HMBC (fig. 90, 91 e 92, pag. 163,
164 e 165) foram usados para estabelecer a correlacdo entre dois sinais de
hidrogénio HO-2 (5: 12,49) e C-2 (8.: 169,0, 2Jc) € C-3 (8¢: 108,5, *Jcn), HO-4 (B4
12,54) e C-3 (5¢: 108,5, 3Jch), C-4 (8¢: 167,5, 2cn) € C-5 (8¢ 112,8, 2Jch), 3H-9 (B:
2,68) e C-1 (5¢: 102,8, 3Jcn), C-5 (5c: 112,8, 2Jch) € C-6 (¢: 152,4, 2Jch), H-8 (n:
10,30) e C-4 (c: 167,4, 3Jcp), Ar-H G 6,39) e C-4 @ 167,4, 3Jcn), C-3 Bc:
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108,5, 3JcH) e C-9 (5¢: 25,5, 2Jch). O NOE observado no experimento 2D NOESY
entre H-5 (6n: 6,39) e H-9 (61: 2,67) foi usado par confirmar a localizagdo do 3H-9
orto ao H-14. Estes dados e os valores dos picos m/z (int. rel.) 196 (100), 195 (20),
179 (95) e 151 (40) estdo de acordo com o 2,3-diidroxi-3-aldeido-6-metil-benzoato.

Estes dados permitiram concluir que este composto € o depsideo (7),
identificado como atranorina, isolado de liquens. Entretanto somente os dados de
RMN!H foram encontrados na literatura (Elix et al., 1993). Os dados espectrais de
RMN3C estdo sendo relatados pela primeira vez para este depsideo.

O tratamento de 7 com anidrido acético e piridina forneceu o monoacetato
7a como produto principal,os dados de RMN (fig. 94, pag. 167) confirmaram a
proposta do composto 7 (Tabela 20), o deslocamento paramagnético de H-6’ foi
deslocada de 64-6,50 no composto 7 (fig. 85, pag. 159) para 64 6,91 no composto
7a (fig. 94, pag. 167), é consistente com sua localizacdo em para ao 0 grupo
hidroxila. Este derivado é novo e esta sendo registrado no Journal of the Brazilian
Chemical Society (in press). Os sinais adicionais observados nos espectros de
RMN de *C (5¢: 83,5) e de 'H (S 7,95) e os sinais adicionais de grupos metilas,
figuras (2D), permitem propor a formacdo do produto pentaacetilado (7b), ja

registrado na literatura.

OH

Quadro 26. Estruturas das substacias 7 (atranorina) e os derivados acetilados 7a
e7b.
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Tabela 21. Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e **C (100 MHz), dados
espectrais da atranorina (7) e de seu derivado acetilado (fa) em CDCl; e TMS

como referéncia interna.

7 atranorina 7a
HMQC HMBC Lit. HMQC HMBC
C & 3 “Jon B & 3 "en
1 152,0 - H-5, H-8 - 149,7 - H-, 8
2' 116,7 - HO-2, H-5,8 - 118,3 - H-8
3 162,8 - HO-2, H-8 - 148,4 - H-8
4 110,3 - HO-2, H-5,8 124,5 - H-5
5’ 139,9 - H-9 - 136,6 - H-9
6’ 115,9 | 6,50 (s, 1H) H-9 6,52 121,8 | 6,91 (s, 1H) H-8, 9
7 172,2 - H-19 - 166,5 - H-19
8’ 9,4 2,07 (s, 3H) - 2,08 (s) 10,3 | 2,01 (s, 3H) -
o 24,0 | 2,53 (s, 3H) H-5 2,54 (s) | 20,1 | 2,66 (s, 1H) H-6
1 102,8 - HO-11, H-18, - 102,7 - H-14
14
2 169,7 - HO-11 - 169,1 - -
3 198,5 - H-14, H-11, 13 - 108,6 - HO-2,4,H-5
4 167,5 - H-14, 17, HO-13 - 167,6 - HO-4, H-8
5 112,8 | 6,39 (s, 1H) | H-18, HO-13 | 6,40 (s) | 112,9| 6,39 (s, 1H) H-9
6 152,4 - H-11 - 152,4 - H-9
7 169,7 - - - 168,4 - -
8 193,8 | 10,3 (s, 1H) - 10,38 (s) | 193,8 | 10,4 (s, 1H) -
9 25,6 | 2,67 (s, 3H) H-14 2,69 (s) | 25,6 | 2,66 (s, 3H) H-5
10 52,3 | 3,97 (s, 3H) - - 52,3 | 3,89 (s, 3H) -
HO-3' - 11,94 (s, 1H) - - - Ausente -
HO-2 - 12,49 (s, 1H) - - - 12,44 (s, 1H) -
HO-4 - 12,54 (s, 1H) - - - 12,53 (s, 1H) -
HzC-CO - - - - 20,7 2,30 -
HsC-CO - - - - 169,7 2,30 HsC




+ .
HO OH

H
CH30

© on o

‘ m/z 375 (30)

. L
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HO OH
OH
CHz0 HO H
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m/z 195 (100) m/z 196
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0=C=

+
(0]

m/z 164 (100) m/z 100)

/z
; m/z 153 (100) m/z 168

0]

OH
.OH TCL"/H
RS

m/z 151 (58)
m/z 136 (35) CHs

m/z 153 (100)

Esquema 14. Proposta de fragmentacao para a substancia 7.
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108,5, *Jcn) € C-9 (8¢ 25,5, 2Jen). O NOE observado no experimento 2D NOESY
entre H-5 (64: 6,39) e H-9 (84 2,67) foi usado par confirmar a localizagdo do 3H-9
orto ao H-14. Estes dados e 0s valores dos picos m/z (int. rel.) 196 (100), 195 (20),
179 (95) e 151 (40) estdo de acordo com o 2,3-diidroxi-3-aldeido-6-metil-benzoato.

Estes dados permitiram concluir que este composto € o depsideo (7),
identificado como atranorina, isolado de liquens. Entretanto somente os dados de
RMN'H foram encontrados na literatura (Elix et al., 1993). Os dados espectrais de
RMN'3C estdo sendo relatados pela primeira vez para este depsideo.

O tratamento de 7 com anidrido acético e piridina forneceu o monoacetato
7a como produto principal,os dados de RMN (fig. 94, pag. 167) confirmaram a
proposta do composto 7 (Tabela 20), o deslocamento paramagnético de H-6' foi
deslocada de 54-6,50 no composto 7 (fig. 85, pag. 159) para 84 6,91 no composto
7Ta (fig. 94, pag. 167), é consistente com sua localizagdo em para ao o grupo
hidroxila. Este derivado €& novo e esta sendo registrado no Journal of the Brazilian
Chemical Society (in press). Os sinais adicionais observados nos espectros de
RMN de *C (5¢: 83,5) e de 'H (6w: 7,95) e os sinais adicionais de grupos metilas,
figuras (2D), permitem propor a formag¢do do produto pentaacetilado (7b), ja
registrado na literatura.

O  CHs OH
CH;0 © i
HO © o O
H [

' O 7. 1 3 8 H
OAc
O OAc OAc

7b

Quadro 26. Estruturas das substacias 7 (atranorina) e os derivados acetilados 7a
e 7b.
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Tabela 21. Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e *C (100 MHz), dados
espectrais da atranorina (7) e de seu derivado acetilado (7a) em CDCl; e TMS
como referéncia interna.

7 atranorina Ta
HMQC HMBC Lit. HMQC HMBC
c Sc S 2 Jen By 8¢ o "Jon
1 152,0 - H-5, H-8 - 149,7 - H- 8
2 116,7 - HO-2, H-5,8 - 118,3 - H-8
3 162,8 - HO-2, H-8 - 148,4 - H-8
4 110,3 - HO-2, H-5,8 124,5 - H-5
5 139,9 - H-9 - 136,6 - H-9
6 1159 | 6,50 (s, 1H) H-9 6,52 121,8 | 6,91 (s, 1H) H-8, 9
7 172,2 - H-19 - 166,5 - H-19
g 94 | 2,07 (s, 3H) - 2,08(s) | 10,3 | 2,01 (s, 3H) -
g 24,0 | 2,53 (s, 3H) H-5 254(s) | 20,1 | 2,66 (s, 1H) H-6
1 102,8 - HO-11, R-18, - 102,7 - H-14
14
2 169,7 - HO-11 - 169,1 - -
3 198,5 - H-14, H-11, 13 - 108,6 - HO-2.4,H-5
4 167,5 - H-14,17, HO-13 - 167,6 - HO-4, H-8
5 112,8 | 6,39 (s, 1H) | H-18 HO-13 | 6,40 (s) | 112,9 | 6,39 (s, 1H) H-9
6 152.4 - H-11 - 152,4 - H-9
7 169,7 - - - 168,4 - -
8 1938 | 10,3 (s, 1H) - 10,38 (s) | 193,8 | 10,4 (s, 1H) -
9 256 | 2,67 (s, 3H) H-14 269(s) | 256 | 2,66 (s, 3H) H-5
10 52,3 | 3,97 (s, 3H) - - 52,3 | 3,89 (s, 3H) -
HO-3' - 111,94 (s, 1H) - - - Ausente -
HO-2 - | 12,49 (s, 1H) - - - 12,44 (s, 1H) -
HO-4 - | 12,54 (s, 1H) - - _ 12,53 (s, 1H) N
HC-CO | - - - - 20,7 2,30 -
HsC-CO | - - - - 169,7 2,30 H,C
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Esquema 14. Proposta de fragmentag¢ao para a substancia 7.
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Figura 101. Espectro de RMN "H-""C "Jcy (n=2,3) HMBC 7a (expansio)
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2.8.2. FRIEDELINA (8)

O espectro no IV de 8 (fig. 102, pag. 176) revela a presenca de uma banda
de absorcdo correspondente a estiramento de um grupo carbonilico cetbnico em
1.720 cm™, deformacgdo axial de CH, CH, e CHs em 2.800-3.000 cm™ e
deformacdo angular de CH; em 1.380 cm™, que s&o bandas caracteristicas de
uma molécula alifatica.

O espectro de RMN de H (fig. 103, pag. 177) mostra sinais referentes a
oito metilas alifaticas entre 6y 0,69 e 1,15, dando ao espectro uma feicdo
caracteristica de triterpenos.

O espectro de RMN bidimensional 2D (*H - *H-COSY) (fig. 104, pag. 178),
mostra sinais de interacéo entre H-2 (dn: 2,33) com H-1 6+: 1,92) e H-4 (On: 2,24),
de H-4 com 3H-23 (54 0,84).

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear de carbono
e hidrogénios ligados entre si (*H - *C-COSY) (fig. 105, pag. 179), mostra sinais
de correlagao entre C-1 (6¢: 22,2) com o sinal do H-1a (64: 1,60) e H-1b (1,94); C-
2 (3¢ 41,4); C-2 (3¢ 41,4) e H-2 (51 2,33); C-4 (5¢: 58,1) e H-4 (81 2,24); C-8 (5¢:
53,0) com H-8 (64: 1,35); C-10 (6¢: 59,4) com H-10 (64: 1,46); C-18 (0c: 42,7) com
3H-18 (6: 1,56). A presenca dos grupos metilas foi confirmada pelos espectros de
RMN de *C-PND - DEPT (fig. 106 e 107, pag. 180 e 181) (Tabela 22, pag.174)
Observaram-se também, sinais adicionais para quatro carbonos metinicos, onze
metilénicos e sete quaternarios, sendo um destes quaternarios correspondente a
uma carbonila cetdnica em 6¢ 213,1, que sdo sinais compativeis com uma unidade

triterpénica, permitindo propor a estrutura do triterpeno abaixo para 8.
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O espectro de massas de alta resolucédo (fig. 108,pag. 182) mostra o pico

correspondente ao ion molecular em m/z 426.1426 [calculado m/z 426.3849, A

m/z=0.2423 (25 %)] que corresponde a férmula molecular C3oHs50O e demais ions

fragmentarios que sdo compativeis com a estrutura do triterpeno proposto,

esquema 15.

Os dados discutidos e a comparagdo com dados descritos na literatura

(Mahato & Kundu, 1994; Nozaki et al., 1986, Patra et al., 1990) possibilitaram a
definicdo da substancia 8 como friedelina.

Tabela 22. Dados de RMN *H (200 MHz, CDCls) do trieterpeno 8, comparado com
dados descritos na literatura (Patra et al., 1990).

H 8 Lit. H 8 Lit. H 8 Lit.
1 1,94-1,60| 1,94-1,60 11 1,44-1,22 21 1,27 1,28
2 2,33 2,36 12 1,31 1,33 22 1,46 1,47-0,92
3 - - 13 - - 23 0,86 0,87
4 2,24 2,24 14 - - 24 0,69 0,72
5 - - 15 1,53 1,53-1,28 25 0,84 0,85
6 1,74 1,74-1,24 16 1,36 1,35 26 0,97 0,99
7 1,46 1,47 17 - - 27 1,02 1,03
8 1,36 1,38 18 1,53 1,54 28 1,15 1,16
9 - - 19 1,22 1,34-1,23 29 0,92 0,94
10 1,53 1,53 20 - - 30 0,97 0,99
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Tabela 23. Dados de RMN *3C (50 MHz, CDCls) do triterpeno 8, comparado com

dados descritos na literatura (Patra et al., 1990).
8

C 8 Lit. CH, Lit. CHjs 8 Lit.
3 2131 2130 1 22,2 22,1 23 6,8 6,7
5 42,1 42,1 2 41,4 41,5 24 14,6 14,5
9 37,3 37,4 6 41,2 41,1 25 17,9 17,8
13 39,7 39,5 7 18,2 18,0 26 20,2 20,1
14 38,2 38,1 11 35,5 35,6 27 18,6 18,5
17 29,9 29,8 12 30,4 30,3 28 32,0 32,0
20 28,1 28,0 15 32,3 32,4 29 35,0 34,9
CH 16 35,9 36,0 30 31,7 31,7
4 58,1 58,1 19 35,2 35,3
53,0 52,9 21 32,7 32,6
10 59,4 59,3 22 39,1 39,2
18 42,7 42,6

Foi divulgado por pesquisadores da UFMG, que fracBes hexanicas (brutas),
das folhas da espinheira santas (Maytemus ilicifolia), na dose de 4 mg/kg, foi
efetiva em prevenir Ulcera induzida por indometacina. A friedelina e o friedelanol
foram responsaveis por 50% da eficacia ( Ferreira et al., 1996; Vasconcelos et al.,
1996).
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Figura 102. Espectro de IV de 8
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2.8.3. FRIEDELANOL (9)

A substancia 9 foi obtido em mistura com o triterpeno 8, que pela analise
por CCDA eluida em varios solventes revelou uma Unica mancha. A analise dos
espectros de RMN de *H (fig. 109, pag. 186) e RMN de **C (fig. 110, pag. 187)
permitiu reconhecer a presenca de substadncias com as caracteristicas
semelhantes ao triterpeno 8.

A principal diferenca mostrada nos espectros dos dois triterpenos refere-se
a presenca de um dubleto 8y 3,75 e 3,60 no espectro de RMN de *H (fig. 109,
pag. 186) , referente ao H-3 e 0 aparecimento de um singleto largo em dy: 4,05
gue foi atribuido a hidroxila ligada na posi¢ao do C-3.

O deslocamento quimico do C-3 foi confirmada pelo espectro de RMN 3C e
RMN®C-PND e DEPT (fig. 110 e 111, pag. 187 e 188) com o aparecimento de um
carbono carbindlico (CH) em 6¢: 72,7.

O espectro obtido no IV (fig. 112, pag. 189), também confirma a presenca
da hidroxila o aparecimento de uma banda larga em 3,500 cm .

Os demais sinais do espectro mostram que este composto ocorre em
mistura com a friedelina.

A comparacéo dos deslocamentos quimicos de 9 com valores citados na

literatura Mahato & Kundu, 1994) (Tabelas 24 e 25), permitiram identificar a
estrutura de 9 como friedelanol.

O efeito antiulcerogénico desta substancia ja foi mencionado no item de
determinacéo estrutural do composto 8.

9
Quadro 28. Estrutura do friedelanol.
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Tabela 24. Dados de RMN *H (200 MHz, CDCls) do trieterpeno 9, comparado com

dados descritos na literatura (Patra et al., 1990; Mahato & Kundu, 1994).

H 9 8 Lit. H 9 8 Lit.

1 1,94-1,60 | 1,94-1,60 | 1,94-1,60 16 1,36 1,36 1,35

2 2,33 2,33 2,36 17 - - -

3 3,65-3,70 - - 18 1,53 1,53 1,54

4 2,24 2,24 2,24 19 1,22 1,22 1,34-1,23
5 - - - 20 - - -

6 1,74 1,74 1,74-1,24 21 1,27 1,27 1,28

7 1,46 1,46 1,47 22 1,46 1,46 1,47-0,92
8 1,36 1,36 1,38 23 0,86 0,86 0,87

9 - - - 24 0,69 0,69 0,72
10 1,53 1,53 1,53 25 0,84 0,84 0,85
11 1,44-1,22 26 0,97 0,97 0,99
12 1,31 1,31 1,33 27 1,02 1,02 1,03
13 - - - 28 1,15 1,15 1,16
14 - - - 29 0,92 0,92 0,94
15 1,53 1,53 1,53-1,28 30 0,97 0,97 0,99




185

Tabela 25. Dados de RMN *3C (50 MHz, CDCls) do triterpeno 9, comparado com
dados do triterpeno 8 e dados descritos na literatura (Patra et al., 1990; Mahato &
Kundu, 1994).

C 9 8 Lit. CH, 9 8 Lit. CHs 9 8 Lit.

3 - 213,1 | 2130 1 22,2 22,2 22,1 23 6,8 6,8 6,7

5 42,2 42,1 42,1 2 41,4 41,4 41,5 24 14,6 14,6 14,5

9 37,3 37,3 37,4 6 41,2 41,2 41,1 25 17,9 17,9 17,8

13 39,6 39,7 39,5 7 18,2 18,2 18,0 26 20,2 20,2 20,1

14 38,2 38,2 38,1 11 35,5 355 | 356 27 18,6 18,6 18,5

17 29,9 29,9 29,8 12 304 | 304 | 30,3 28 32,0 32,0 | 32,0

20 28,1 28,1 28,0 15 32,3 32,3 32,4 29 35,0 35,0 34,9

CH 16 35,9 35,9 36,0 30 31,7 31,7 31,7

72,7 - - 19 35,2 35,2 35,3

4 58,1 58,1 58,1 21 32,7 32,7 32,6

8 53,0 | 53,0 52,9 22 39,2 39,1 39,2

10 59,4 59,4 59,3

18 42,7 42,7 42,6
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2.8.4. LUPEOL (10)

O espectro de IV (fig. 113, pag. 192) mostra a presenca de bandas de
absorcédo em 3.342 cm® atribuida a estiramento de grupo hidroxila, 1.640 cm™
estiramento de ligacdo dupla (C=C), 2.945-2.869 cm™ atribuida a estiramento de
CH, 1.456 cm™ deformacdo angular de CH, CH, e CHs; e 1.106 referente a
estiramento de C-O de alcool secundario.

O espectro de RMN de *H (fig. 114, pag. 192) revelou a presenca de sinais
simples correspondente a sete grupos metila, sendo que uma destas metilas
apresentou deslocamento quimico em 8 1,65, sendo atribuido a metila ligada a
carbono sp?. Sinais de dois singletos largos na regido de hidrogénios olefinicos &:
4,66 (H-29a) e 64: 5,55 (H-29b) e um multipleto entre 6y: 3,20-3,12, que pode ser
atribuido ao hidrogénio carbindlico de um triterpeno.

O espectro de RMN 'H - 'H-COSY (fig. 115, pag. 193) mostra sinais de
interagdo entre os hidrogénios olefinicos H-29a 64: 4,66 e H-29b 64: 4,55, do
hidrogénio carbindlico H-3 ©n: 3,17) com H-2 (64: 1,60) e do hidrogénio H-19 (64:
2,34) com H-21 (64: 1,38).

O espectro de RMN de 3C (fig. 116, pag. 194) mostra sinais de
deslocamentos quimicos de carbonos em &¢: 109,3 e 150,9, que séo atribuidos
aos carbonos olefinicos 29 e 21. O sinal em ¢ 78,9 foi atribuido ao carbono
carbindlico C-3 de um triterpeno. A comparacao destes dados com dados citados

na literatura (Mahato & Kundu, 1994) (Tabela 26), permitiu identificar a estrutura
de 10 como lupeol.



Quadro 29. Estrutura do lupeol
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Tabela 26. Dados de RMN *H (200 MHz, CDCl) e RMN *3C do trieterpeno 10,
comparado com dados descritos na literatura (Mahato & Kundu, 1994).

C dc Lit. Sn Lit. C dc Lit. SH Lit.
1 38,7 38,7 - - 16 35,5 35,5 - -
2 27,4 27,4 1,60 - 17 42,8 43,0 - -
3 78,9 78,9 3,17 3,18 18 48,2 48,2 - -
4 38,8 38,8 - - 19 41,7 47,9 2,34 -
5 55,3 55,3 - - 20 150,9 150,9 - -
6 18,3 18,3 - - 21 29,7 29,8 - -
7 34,2 34,2 - - 22 39,9 40,0 - -
8 39,9 40,8 - - 23 27,9 28,0 - -
9 50,4 50,4 - - 24 154 15,4 - -
10 37,1 37,1 - - 25 16,1 16,1 - -
11 20,9 20,9 - - 26 16,1 15,9 - -
12 25,1 25,1 - - 27 14,6 14,5 - -
13 38,0 38,0 - - 28 18,3 18,0 - -
14 42,8 42,8 - - 29 109,3 109,3 455e | 456e
4,66 4,66
15 27,4 27,4 - - 30 19,3 19,3 1,65 1,69
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2.8.5. TARAXEROL (11) E TARAXENONA (12)

Os triterpenos 11 e 12 foram obtidos em mistura que pela andlise por
CCDA, eluida em varios solventes revelou uma Unica mancha.

O espectro de IV (fig. 117, pag. 199), mostrou banda de absor¢cdo em 3.466
cm™, atribuida a deformacdo axial de OH, 2,934-2,859 cm* deformacéo axial de
CH, CH,, CHs, 1,467cm™ deformacdo angular de CH,, 1,262 e 1,132cm™
deformacdo axial de C-O que sdo bandas caracteristicas de uma molécula
alifatica.

O espectro de RMN de *H (fig. 118, pag. 200) possui sinais simples entre
dH: 0,74 e 1,61 caracteristicas de metilas de estrutura triterpénica e sinais de
hidrogénios carbindlicos ©4: 3,20, dd, J=10,0 Hz, H-3) e olefinicos ©x: 5,52, dd,
J=8,0 Hz, H-15), que comparados com valores citados na literatura (Chakravarty,
1991), permitiram propor uma estrutura pentaciclica para 11 e 12.

O espectro em 2D de RMN de H (fig. 119, pag. 201), mostrou sinais de
acoplamento entre os hidrogénios H-3 (64: 3,20) e H-2 (64: 1,61); H-15 (64: 5,52) e
H-16a (61: 1,86) e H-16b (Bn: 1,57).

A contagem do nimero de C, CH, CH, e CHs no espectro de RMN de **C-
PND e DEPT (fig. 120, pag. 202), permitiu identificar carbonos metinicos e grupos
metilas pertencentes a uma mistura de triterpenos pentaciclicos.

Estes triterpenos se diferenciam na posicdao do C-3. O triterpeno 11
apresenta o C-3 como um carbono metinico (6¢: 79,1), ligado a uma hidroxila (54:
4,00) e o triterpeno 12 apresenta o C-3 como um carbono carbonilico ((6c: 194,6).
Isto fica evidenciado através dos sinais no espectro de RMN de **C (fig. 121 e
122, pag. 203) que mostraram o C-3 de 12 (6¢: 194,6) atribuido ao carbono
carbonilico. Os sinais em 6¢: 158,0, carbono quaternario e 8¢ 117,2, carbono
metinico (CH), foram atribuidos a carbonos olefinicos na posi¢cao dos carbonos C-
14 e C-15 respectivamente. Estes dados comparados com valores citados na

literatura (Mahato & Kundu, 1994) (Tabela 27), permitem propor as estruturas do
taraxerol para 11 e da taraxenona para 12.
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O espectro de massas por impacto eletronico (70 eV) (fig. 123, pag. 204) da
mistura dos triterpenos 11 e 12, ndo mostrou o ion molecular. Porém, mostra
sinais de fragmentacdes caracteristicas de triterpenos.

Os sinais em m/z 301 e 303 foram atribuidos aos fragmentos 1la e 12a,
provenientes de um rearranjo Retro Diels Alder nas moléculas, que estdo de
acordo com a diferen¢a de duas unidades de massa atdémica (dois hidrogénios),
entre os triterpenos propostos. As demais fragmentacdes estdo de acordo com

unidades triterpénicas (Esquema 16, pag. 198).

12
11

Quadro 30. Estrutura das substancias 11 (taraxerol) e 12 (taraxerona)
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Tabela 27. Dados de RMN de *3C (50 MHz, CDCh) do trieterpeno 11 e 12,

comparados com dados descritos na literatura (Mahato & Kundu, 1994).

C 11 Lit. 12 Lit.

1 38,3 38,1 38,3 38,3
2 27,1 27,3 34,1 34,0
3 79,1 79,2 194,6 217,2
4 40,6 39,1 48,7 47,5
5 55,7 95,7 95,7 95,7
6 18,8 19,0 19,9 19,9
7 35,1 35,3 35,1 35,8
8 38,3 38,9 40,6 39,0
9 48,7 48,9 48,7 48,6
10 37,7 37,9 37,7 37,5
11 17,5 17,7 17,5 17,3
12 35,1 35,9 29,9 30,7
13 37,7 37.9 37,7 37,7
14 158,0 158,1 158,0 158,5
15 117,2 117.0 116.8 116,0
16 36,6 36,9 33,4 32,6
17 38,3 38,1 40,6 40,3
18 49,2 49,4 48,7 44,9
19 41,3 41,4 40,6 40,6
20 29,7 29,0 28,7 28,5
21 33,6 33,9 33,3 33,3
22 33,1 33,2 27,9 27,9
23 27,9 28,1 26,0 26,1
24 154 15,6 215 21,6
25 154 15,6 15,4 14,8
26 29,9 30,1 29,8 29,8
27 26,0 26,0 25,8 25,7
28 30,0 30,1 30,0 65,4
29 33,5 33,5 33,5 33,5
30 215 215 21,3 214
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Figura 123. Espectro de massas de 11 e 12

204



205

2.8.6. ESTERES TRITERPENICOS (13, 14)

Os triterpenos 13 e 14 foram obtidos em mistura e pela andlise por CCDA,

usando varios solventes como eluente revelou Unica mancha.
O espectro obtido no IV (fig. 124, p4g. 211) da mistura de 13 e 14, mostra

banda de absorcdo em 3,419 cm™, atribuida a deformacédo axial de OH, 2,854-
2,925 cm™ deformacéo axial de CH, CH; e CHs, 1,463 cm™deformac&o angular de
CHy 1,370 cm™ deformacao angular de CHz, em 1,275 e 1,185 cm™ deformacéo
axial de C-O que séo bandas caracteristicas de uma molécula alifatica.

O espectro de RMN de H (fig. 125, pag. 211) mostrou sinais simples entre
0,72 e 1,59 caracteristicos de metilas de uma estrutura triterpénica com uma
ligacdo dupla com hidrogénio olefinico 6: 5,25, m, H-12) e sinais de hidrogénio
carbinélico 64: 4,47, m, H-3), e metilénico alfa a carbonila Gy: 2,26, t, J= 7 Hz)
que permitem propor uma cadeia normal saturada ligada no C-3.

O espectro de RMN *H-'H — COSY (fig. 126, pag. 212) mostrou interacdes
de H-12 (64: 5,25) com H-11 (64: 1,88), de H-3 (64: 4,47) com H-2 On: 1,73), de H-
2'(0n: 2,26) com H-3' (64: 1,58) e de H-18 (6: 2,81) com H-19 (64: 1,73).

A contagem do nimero de C, CH, CH, e CHz no espectro de RMN 3C-PND
e DEPT (fig. 127 e 128, pag. 213 e 214), permitiu identificar cinco carbonos
metinicos e sete grupos metilas que correspondem ao numero de CH e CHs; de
um triterpeno pentaciclico. Considerando-se 0 deslocamento quimico dos
carbonos olefinicos em 6¢: 122,5 (C-12) e 143,5 (C-13), a feicdo do sinal em 64:
2,85 (dd) pode-se incluir este triterpeno na série dos oleananos. Esta proposta é
confirmada pela presenca do sinal em 6c 45,8 correspondente ao C-19 do
oleanano. O sinal em 6c: 184,1 corresponde a uma carbonila de acido e o
hidrogénio ligado a carbono metinico citado acima (2,81, dd, H-18) permite propor
a estrutura do acido oleandico. Os sinais em d¢: 173,7 (C=0, éster), é¢: 29,6-29-1
(CH2) e b¢ 14,1 (CHs) corresponde a uma cadeia alifatica saturada. O
deslocamento quimico do H-3 @n: 4,47) e do C-3 QB¢ 80,5) e as observacodes
citadas acima permitem propor a estrutura de uma mistura de &cidos 33-O-acil-

oleano-12-eno-28-6ico.
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A comparacdo dos dados de RMN de 3C (fig. 129. Pag. 215) da mistura
triterpénica 13 e 14 com valores citados na literatura (Mahato & Kundul994)
(Tabela 28) para o acido oleandico confirmam esta unidade constituinte de 13 e
14. O valor de 6¢: do C-2 (6¢: 25,1) e C-4 (0¢: 37,7) revela o efeito de protecéo do
grupo carbonila da unidade éster ligada ao C-3. Os valores dos deslocamentos
quimicos do H-3 @n: 4,47, t, 6,8 Hz) e C-3 @c: 80,5) estdo de acordo com a
esterificacdo neste carbono.

Os sinais adicionais presentes no espectro de RMN *3C (fig. 129, pag. 215)
8¢ 173,7 (C=0), 8¢: 34,8 (CH,-C=0), 5¢: 29,1 e 14,1 (-CH,-CHs) e de RMN *H (fig.
125, pag. 208) &+ 2,30 (t, 6,0 Hz, H-27), 81: 1,22 [m, (CHo)n] € 81 1,02 (t, HsC-CHy)
sdo compativeis com a unidade dos acidos alifaticos constituintes dos ésteres.

Além dos picos dos fragmentos da aglicona, o espectro de massas (fig. 130,
pag. 216) revelou dois picos adicionais 694 (13a), 708 (13b), 722 (@3c) e 792

(13c) que correspondem aos picos do ion molecular dos ésteres da mistura. A
relagdo: M™ - 126 [15(CH3) + 28 (O=C) + 455 (13)] , permitiu deduzir o nimero de
CH; de cada &cido precursor dos ésteres desta mistura: 13a (n=14), 13b (n=15),
13c (n=16) e13d (n=22) e propor as estruturas dos 3p-O-hexadecanoato-oleano-
12-eno-28-o0ico, 3p-0O-heptadecanoato-oleano-12-eno-28-oico, 3p-0O-
octadecanoato-oleano-12-eno-28-oico e 3B-O-metacosanoato-oleano-12-eno-28-
oico, respectivamente, para os ésteres 13 e 14 ja registrados na (Herz &
Kulanthaivel, 1984; Bohlmann et al., 1982).

A presenca dos sinais de &cr em 129,0 e 130,0 no espectro de RMN'3C (fig.
129, pag. 215) permitiu propor a presenca da unidade acila insaturada nos ésteres
da frac&o que forneceu os espectros de RMN de *C e massas.
Os sinais adicionais no espectro de massas (massas (fig. 130, pag. 216). Em m/z
650, 664 e 678, podem ser atribuidos aos ésteres dos acidos undecandico,

dodecandico e tridecanoico do 4cido oleandico (14a, 14b e 14c).
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13a:n=14 O 14a: n+n'=9 o
13b:n=15 | \VQS@ 14b:n+n'=9 > R= —
13c:n=16 | "™~ 14d: n+n'=9 n n
13d: n=22 n

Quadro 31. Estruturas dos ésteres triterpénicos 13a-13d e 14a-14d.

A hidrolise acida com metanol desta amostra forneceu um acido e dois
ésteres metinicos correspondentes a cadeia alifatica do éster triterpeno original.

O espectro de massas (fig. 132, pag. 218) do éster metinico, proveniente da
hidrélise, mostrou ion molecular em m/z 270 e 382 compativel com Ci4 € Cy na
cadeia lateral alifatica e demais picos provenientes de rearranjos caracteristicos
da molécula alifatica normal. Estes dados permitem confirmar a proposta anterior
para o éster triterpénico 13..

O 0
\(\/)%A,LOCH;.; \$/)%2L H
13a 13d Ot

Quadro 32. Estruturas dos ésteres
provenientes da hidrélise &cido
13a e 13d.



208

Tabela 28. Dados de RMN 3C comparados com valores citados na literatura

(Mahato & Kundu, 1994).

C & 13e 14 Literatura CH, & 10 Literatura
4 37,7 38,7 1 38,0 38,5
8 39,2 39,3 2 25,1 27,4
10 36,9 37,0 6 18,1 18,3
13 143,5 143,4 7 33,0 32,6
14 40,8 41,6 11 22,8 23,1
17 46,5 46,6 15 17,6 27,7
20 30,6 30,6 16 23,3 23,4
28 184,0 181,0 19 45,8 45,8
r 173,7 - 21 33,7 33,8
CH 22 33,0 32,3
3 80,5 78,7 2 34,8 -
55,2 55,2 3 25,1 -
9 47,5 47,6 [ I'n 29,6-29,1 -
12 122,5 122,1 (n+1)’ 31,9 -
18 41,5 41,3 (n+2)’ 22,7 -
CHs
23 28,0 28,1
24 16,7 15,6
25 15,3 15,3
26 17,1 16,8
27 25,9 26,0
29 33,0 33,1
30 23,5 23,6
(n+3)’ 14,1 -
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m/z: 13: 694,-708, 722e 792
14: 650, 664 e 678

13a: n=14 (0]

13b:n=15

13c:n=16 [ R= \(\4)%,

13d:n=22 n

14a: n+n'=9 1[ %

14b: n+n'=9 L R= _

14d: =9 [ M
L4

% m/z: 455

m/z: 119

Esquema 17. Proposta de fragmentacédo dos compostos 13 e 14.
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\(\/)%}OCHs \véLOCHg

o) 13a 13d

KVAL / m/z 270 (8) m/z 382 (10)
5 OCH3

m/z 143 (15) l l

O

. o)
i \(\/)J\ +\(\/))L
+\(\/))L 110CH3 5 OCH3

m/z 129 (8) / \
+
+ O_‘ . l
N

)J\ -
OCH; OCHs jj
/287 (60) 1774 (100) OCHs

l miz 74 (94)
0 l
WL 0
OCHs I
m/z 43 * OCHs

m/z 43 (100)

Esquema 18. Propostas de fragmentagfes dos ésteres metilicos

dos &cidos citados como produtos da hidrélise acida para 13a e 13d.
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Figura 132. Espectro de massas de 13a
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Figura 133. Espectro de massas de 13d
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2.8.5. ESTERES TRITERPENICOS 15 e 16.

Esta substancia apresentou caracteristicas espectrocépicas muito
semelhantes as observadas para a mistura dos triterpeno 13. A principal diferenca
observada entre as duas misturas de tritepenos, foi a mudancga na feigdo do sinal
em 8y 4,50 atribuida ao H-3 (15). No espectro de RMNH (fig. 134, pag. 223) da
mistura 13 e 14, H-3 aparece como um sinal triplo ©n: 4.47) e no espectro de
RMN'H da mistura 15 e 16 (fig. 134, pag. 223), H-3 aparece como um sinal duplo
(0w 4,50). Observou-se também um sinal duplo em &4: 3,20, no espectro de
RMN!H da mistura 15 e 16, atribuido ao H-3 de 16 e sinais em &y: 3,70 e 5,00 que
foram atribuidos ao H-2 de 15 e 16, respectivamente. O sinal em dy: 5,31 foi
atribuido ao H-12 e o sinal em 64: 2,81 foi atribuido ao H-18. Os demais sinais séo
compativeis com uma cadeia lateral alifatica normal.

O espectro de RMN *H-'H — COSY (fig. 136, pag. 225) da mistura 15 e 16
mostrou sinais de interac&o entre os hidrogénios H-3 (61: 3,50) e H-2 (64: 3,70) de
15 e H-3 (61 3,20) e H-2 (0n: 5,00) de 16. Estes dados e a avaliacdo do espectro
de RMN*C-PND e DEPT (fig. 135, pag. 224), onde observaram-se os sinais em
dc: 84,5 (C-3 de 15), 80,7 (C-3 de 16) e os sinais de carbono carbinélico (CH) em
dc: 76,3 (C-2 de 16) e 67,4 (C-2 de 15), permitiram propor a estrutura de 15 e 16
como triterpenos pentaciclicos da série dos oleananos. A estrutura de 15 pode ser
proposta o acido oleandico esterificado na posicao do C-3 e hidroxilado na posicéo
do C-2 e a estrutura de 16 com uma hidroxila na posi¢cado do C-3 e esterificada na
posicdo do C-2. O demais sinais presentes no espectro foram comparados com
modelos da literatura e verificou-se que sdo compativeis com esta proposta.
(Tabela 28).

O tratamento da amostra com diazometano previamente preparado,
forneceu os derivados metilados 15a e 16a. A avaliacdo do espectro de RMN'H
(fig. 138, pag. 227) mostrou sinais em dy: 3,58 e 3,62, atribuidos as metoxilas dos
grupos acidos. Os sinais das metoxilas também foram observados no espectro de

RMNC (fig. 139, pag. 228) dos derivados em §¢c: 51,2 e 51,1 e a comparac&o dos
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dados de deslocamentos quimicos dos carbono com dados da literatura (Mahato &
Kundu, 1994), permitem propor uma mistura de triterpenos para esta amostra, que
ainda se encontra em estudos. Estdo sendo concluidos os resultados de dados
espectrométricos para maiores informacfes, como acetilacdo, para confirmar a
proposta das estruturas e hidrélise para avaliacdo do tamanho da cadeia acilica

de cada éster.

Ri R Rs
15: H Acil H
16: Acil H H
15a: H Acll Me
16a: Acil H Me

Quadro 33. Estruturas dos ésteres triterpénicos 15-16 e 15a-16a.
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Tabela 29. Dados de RMN *3C (50 MHz) da mistura 15 e 16, comparado com
valores citados na literatura (Mahato & Kundu, 1994).

d¢c Literatura d¢c Literatura
C 15 16 28 2 C 15 16 28 2
1 45,7 45,7 46,4 38,5 21 33,7 33,7 33,8 33,8
2 67,5 76,3 68,8 27,4 22 32,3 32,3 32,3 32,3
3 84,5 80,7 83,8 78,7 23 28,5 28,5 28,6 28,1
4 39,2 39,2 39,1 38,7 24 16,9 16,9 16,8 15,6
5 55,2 55,2 55,3 55,2 25 16,9 16,9 16,8 15,3
6 18,2 18,2 18,3 18,3 26 16,9 16,9 16,8 16,8
7 32,9 32,9 32,6 32,6 27 25,8 25,8 26,0 26,0
8 40,8 40,8 39,1 39,3 28 |179,7 | 179,7 | 178,0 | 181,0
9 475 475 475 47,6 29 33,7 33,7 33,1 33,1
10 | 38,3 38,3 38,3 37,0 30 23,5 23,5 23,5 23,6
11 23,1 23,1 23,1 23,1 1 175,2 | 175,2 - -
12 (1223 | 1223 | 1220 122,1 2 34,8 34,8 - -
13 [ 1435 | 1435 143,6 143,4 3 25,1 25,1 - -
14 | 41,7 41,7 41,7 41,6 (CHo)n | 29,6 29,6 - -
15 | 275 27,5 27,6 27,7 (n+1) | 31,9 31,9 - -
16 | 235 23,5 23,5 23,4 (n+2) | 22,8 22,8 - -
17 | 46,4 46,4 46,6 46,4 (n+3) | 14,1 14,1 -
18 | 415 415 41,3 41,3
19 | 45,9 459 45,8 45,8
20 | 30,6 30,6 30,7 30,6
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2.8.7. ENSAIO DE TOXICIDADE COM Artemia salina LEACH

A realizacdo de ensaios de toxicidade para o crustaceo Artemia salina
Leach., tem sido utilizado para detectar a presenca de substancias bioativas.

A busca de substancias quimica com atividades biologicas faz parte da
rotina dos quimicos de produtos naturais e quimicos sintéticos, que vém lancando
mao de varios testes para avaliar os resultados de seus trabalhos. Muitos destes
testes, porém, utilizam-se de cobaias animais (camundongos, gatos, cées, etc.) ou
tecidos de origem animal ou vegetal. Entretanto, sdo testes bastante complexos
além de dispendiosos, deste modo inviabiliza-se sua execucdo em laboratorios
nao especificos.

Artemia salina Leach € um crustaceo, disponivel comercialmente como
larva de camardo, que vém sendo utilizado por varios pesquisadores, para
avaliacdo da toxicidade de extratos ou de substancias isoladas, que € um indicio
de possivel atividade biologica. O teste com Artemia salina Leach, descrito por
Meyer et al. (1982), é simples, de baixo custo e ndo necessita de nenhum aparato
especial para realizacao (

O fundamento do ensaio estd somente na letalidade causada por uma
substancia ou extrato. O resultado funciona como uma avaliacdo preliminar de
possivel atividade biologica.

Para a realizacdo do teste as ovas de Artemia salina sdo colocadas para
aclodir em agua do mar artificial, por um periodo de 48 horas. A medida que
eclodem as larvas sédo atraidas pela luz artificial estrategicamente posicionada
para este fim.

A substancias para testes sao utilizadas em varias concentracées (10,0;
5,0; 1,0 e 0,1 ppm e outras se houver necessidade), em quadruplicata em tubos
de ensaio contendo agua do mar artificial e 10 larvas.

ApOs 24 horas de contato a temperatura ambiente, o numero de
organismos sobreviventes € contado e os valores de DLsy (Dose Letal para 50 %

da populacéo) é calculado utilizando-se métodos estatisticos.
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Sao consideradas téxicas as substancias cujo DLsyp seja inferior a 1000

ug/mL.

2.8.7.1. EXPERIMENTAL
O processo experiemntal aplicado neste trabalho, baseia-se no trabalho

desenvolvido por Meyer et al., 1982.

2.8.7.2. PREPARACAO DA AMOSTRA

10 mg da substancia a ser testada foram dissolvidas em 5 mL de DMSO

(dimetilsulfoxido) e mantidos em bal&@o volumétrico.

2.8.7.3. INOCULACAO PARA TESTE

Dada a eclosdo dos ovos (48 horas ap0s sua colocagdo em solucao salina),
foram transferidas para tubos de ensaio aproximadamente 10 larvas em solucéo,
com auxilio de uma pipeta Pasteur. Adicionou-se solucdo salina até que se
completasse 10 mL.

Tomou-se aliquotas de 200, 150, 100, 80 e 50 uL da solucdo da substancia
(em DMSO), inoculando-se nos tubos de ensaio contendo as larvas. O teste foi
feito em quadruplicata para cada dose.

Passadas 24 horas de contato, foi feita a contagem de organismos vivos e

mortas.
2.8.7.4. DETERMINACAO DA DLsg
Através da determinacdo da equacao da reta de melhor ajuste aos pontos

experimentais no gréafico (% de vivos versus o log da dose usada), se obtem o

valor da DLso. E dado a seguir um exemplo:
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Composto 1:
Log da dose % de vivos
2,17 45
2 55
19 57,5
1,69 92,5
100 .
g 80 - \
S 60 L)
3 401 y =-97,637x + 251,92
S 90 R?=0,893
0 . . . .
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Log da dose

Gréfico 1. Calculo da DLsp para o composto 1.

DLso 116,97 ppm
Os resultados obtidos com substancias isoladas das plantas estudas séo

apresentados na tabela a seguir:
Tabela 30. Dose letal (DLso) para as substancias testadas.

Substancia DLsg
1(30-B-D-glicopiranosil-sitosterol) 116,97
1la (30-B-D-tetraacetil-glicopiranosil-sitosterol). >1000
3%  (3B-O-L-arabinopiranosiloleano-12-eno--28- 25,55
O-oato de B-D-glicopiranosila)

8 (Friedelina) >1000
8 e 9 (Friedelina e Friedelinol) >1000
13+14 26,34
13+14 [ ]
g cl
g
g '
3 . .
0 50 100 150
DL50 (ppm)

Grafico2. Comparacéo dos valores de DLsg

das substancias toxicas.
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2.8.7.5. RESULTADOS

Como resultado do ensaio de letalidade de Artemia salina, foram

observadas diferenca significativas entre as substancias testadas (Tabela 30). As
substancias 1, 3a, e a mistura 13 + 14 foram bastante toxicas com valores, em

ppm, baixos. Isto € um indicativo de possivel atividade biologica, despertando o

interesse para outros testes nas referidas amostras.
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CONSIDERACOES FINAIS

- Este trabalho contribuiu com novas informacdes quimicas de duas
espécies de plantas brasileiras.

- A continuidade do estudo quimico de Lafoensia glyptocarpa Koehne
forneceu uma saponina nova e seu derivado acetilado.

- A nova saponina exerce efeito inibitério sobre a germinacdo de sementes
de alface e tomate.

- N&o foram encontrados flavonoéides nos exemplares de Ouratea floribunda
estudados.

- Os dados de RMN*3C da atranorina estdo sendo registrados pela primeira
vez na literatura.

- O derivado acetilado da atranorina é novo na literatura.

- Entre os ésteres avaliados revelaram-se mais ativos na inibicdo dde
germinagéo de sementes os (3,4-metilenodioxi)-fenil-propionato de hexadecila.

- Das substéncias naturais testadas com ensaio de Artemia salina, 1, 3 e a
mistura 13+14 apresentaram valores de DLsy abaixo de 1000 ppm, sendo
consideradas toxicas, despertando interesse para outros testes.

- As substancias 1 e 3 e a mistura 13+14 apresentaram DLsg < 1000 ppm,

despertando interesse para outros testes biolégicos.
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