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RESUMO

Os extratos obtidos com hexano e metanol das folhas de Licania arianeae
(Chrysobalanaceae) foram fracionados através de técnicas cromatograficas e particdo com
solventes e forneceram os &cidos triterpénicos 3a-hidroxi-urs-12-en-28-6ico, 3o,24-
diidroxi-olean-12-en-28-6ico, 3a,24-diidroxi-urs-12-en-28-6ico, 3a, 19a-24 triidroxi-urs-
12-en-28-6ico, 3P-hidroxi-olean-12-en-28-6ico e  3B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico, as
saponinas é&cido 3p-O-B—D-glicopiranosil-24-hidroxi-urs-12-en-28-6ico e o acido 3B-O-p-
D-glicopiranosil-  19a,24-diidroxi-urs- 12-en-28-Gico, e as cromonas 5,7-diidroxi-2-
dotricontil-cromona,. 5,7-diidroxi-2-untricontil-cromona, 5,7-diidroxi-2-tricontil-cromona,
5,7-diidroxi-2-noneicosil-cromona, 5,7-diidroxi-6-cloro-2-dotricontil-cromona,. 5,7-
diidroxi-6-cloro-2-untricontil-cromona,  5,7-diidroxi-6-cloro-2-tricontil-cromona e  5,7-
diidroxi-6-cloro-2-noneicosil-cromona. As estruturas das substéncias foram deduzidas

1 13

através da andlise dos espectros de IV e de RMN “"H e ~~C, incluindo experimentos 2D

1., 13

(1Hx|H-COSY e "Hx ~~C-COosy, nJCH) e de massas das substancias naturais, de derivados
acetilados e metilados e comparacdo com dados da literatura. As andlises do espectro de
EM-FAB do éter metilico da mistura de cromonas permitiu definir as estruturas das
cromonas naturais. Os é&cidos 3a-hidroxitriterpendides, as saponinas e as cromonas foram

isolados, pela primeira vez de espécies deste género
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ABSTRACT

Solvent partition and chromatographic fractionation of the hexane and methanolic
extracts from the leaves of Licania arianeae afforded the pentacyclic triterpenes 3a.-
hydroxy-urs-12-en-28-oic acid, 3a.-24-dihydroxy-olean-12en-28-oic acid, 3a,19a-24
trihydroyi-urs- 12-en-28-oic acid, 3p-hydroxy-olean-12-en-28-oic acid and 3b-hydroxy-urs-
12-en-28-oic acid, the saponins 3B-O-B-D-glucopyranosyl-24-hydroxy-urs-12-en-28-oic
acid and 3B-O-B-D-glucopyranosyl-19a.,24-dihydroxy-urs-12-en-28-oic acid, and the
chromones 5,7-diidroxi-2-dotricontyl-chromone,. 5,7-diidroxi-2-untricontyl-chromone, 5,7-
diidroxi-2-tricontyl-chromone, 5,7-diidroxi-2-noneicosyl-chromone, 5,7-diidroxi-6-cloro-2-
dotricontyl-chromone, 5,7-diidroxi-6-cloro-2-untricontyl-chromone, 5,7-diidroxi-6-cloro-2-
tricontyl-chromone, 5,7-diidroxi-6-cloro-2-noneicosyl-chromone. The structures were

defined by 1R and *H and 13

C-NMR (ID and 2D) spectral analysis of the natural substances
and acetyl and methy! derivatives along with comparison with literature data. The FAB-MS
spectral analysis of the chromone methyl ethers were used to define the structures of the

natural chromones. The 3a-hydroxytriterpenes acids, saponins and chromones have been

isolated for the first time from the Licania genus.
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OBJETIVO

A necessidade de estimular pesguisas sobre plantas brasileiras e plantas
cultivaveis no pais com vista a descoberta de substéncias com atividade fisioldgicas, € um
fato evidente no meio cientifico mundial. Considerando-se o desenvolvimento de uma
pesquisa como algo de primordial importéncia para o crescimento de um pais, torna-se
pois, enriquecedora a possibilidade de estar contribuindo para o propésito de definir nossas
riquezas vegetais a partir do conhecimento quimico dos metabdlitos secundarios das folhas

de Licania arianeae, ja que este é o primeiro estudo fitoquimico realizado nesta espécie.



1. Introducéo

Pouco se conhece sobre a quimica do género Licania e da familia
Chrysobalanaceae, pois esta é quase completamente inexplorada. A primeira investigacéo
fitoquimica foi realizada em 1960 e relacionava-se a pesquisa de flavondides agliconas de
Rosaceae (incluindo Chrysobalanaceae) que revelou a presenca de miricetina em duas laxas
chrysobalandides  Chrysobalanus icaco e Licania rigida. O Unico estudo
quimiossistemético de flavonodides da familia Chrysobalanaceae foi realizado por Corandin1
e col. em 1985, analisando 31 espécies do género Parinari. Os poucos estudos quimicos de
espécies de Chrysobalanaceae revelaram presenca de glicosideo dos flavondides:
quercetina (pag. 10), campferal (pég 11) e. miricetina (pag 13).

A investigacdo quimiossisteméatica do género Parinari evidenciou que a miricetina é
considerada um cardter flavonoidico primitivo e sugere-se que as espécies africanas
produzem esta substéncia e representam, portanto, um nucleo primitivo. Com base na
presenca e auséncia de miricetina glicosilada as espécies africanas dividem-se em dois
grupos. Um grupo ndo-miricetinico teria evoluido dando origem, por subseqiiente
expansdo a leste e oeste, a duas linhas fitogeograficas (a neotropical da América e a
asidtica) que constituem-se em um complexo de espécies estreitamente relacionadas e

desprovidas de miricetina: O género Licania € predominantemente neotropical, deste modo



a auséncia de miricetina em espécies de Licania pittieri2 (Chrysobalanaceae), reportada por
Mendez e col., 1995, poderia estar de acordo com as correlagdes quimico/fitogeogréficas da
taxa desta familia que sugerem que a taxa neotropical tem um padrdo flavonoidico ausente
de miricetina glicosilada. Esta hiptese estd de acordo com a proposta corrente para a
evolucdo geogréfica da Chrysobalanaceae. Entretanto a ocorréncia de miricetina
glicosilada em Licania caril3 e Licania pyrifolia""5 e 6, sugere que as correlagdes
guimica/fitogeogréficas entre e dentro do género desta familia sdo provavelmente mais
complexas do que agquelas observadas por Coradin e coll.

De acordo com Mende25, 0 resultado das investigacbes em Licania carii concordam
com a forte relacdo entre as familias Chrysobalanaceae e Rosaceae. Deste modo, a presenca
de flavonbides e triterpendides nas espécies L. carii poderiam justificar uma prévia
classificacdo que inclui a familia Chrysobalanaceae na familia Rosaceae, e a inutilidade, do
ponto de vista quimico, da separagdo.

Espécies da familia Chrysobalanaceae sdo largamente usadas na medicina
tradicional da Africa e América do Sul3. O extrato metandlico das raizes secas de Parinari
curataefolium Planch (Chrysobalanaceae) é usado na inibicdo de ovoposicdo como um
medidor de atividade antiacaricida O cha destas raizes misturado com extratos de
Psorospermum febrifugum Spach. (Hypericaceae) e Heteromorpha trifoliata L. (Apiaceae)
é utilizado no folclore africano devido & atividade anticonvulsionante. A decoccdo das
cascas secas da P. curataefolium é empregada em dor de dente e a decoccdo das raizes
secas misturadas com Terminalia sericea Burch. (Combretaceae), Carica papaya L.
(Caricaceae) e Citrus limon Burmann (Rutaceae) tem atividade antibactericida e usadas

contra doencas venéreas. O extrato etandlico 95% de Coupeia paraensis Benth.



(Chrysobalanaceae) contém triterpenos, esterdides e flavondides e apresenta atividade

antitumoral contra Leuk-P 3883

. O cha de Chrysobalanus icao L. (Chrysobalanaceae) tem
atividade antihiperglicémica e € usado no Brasil em tratamento de diabetes. Este material
compde uma droga comercial que é congtituida de derivados do diterpeno écido kauren-16-
en-19-6ico com potente atividade contra o virus HIV. E o extrato etandlico 95% de Licania
heteromorpha Benth. é citotoxico contra cultura de células CA-9KB e antitumora in
vivo contra carcinoma do cdlon 38 e melanoma Bl63. A espécie Licania rigida é usada no
nordeste brasileiro na alimentacdo de gado. No México e América Central a espécie
Licania arborea ¢ utilizada na indstria de tintas e vernizes'.

Estudos biologicos estdo sendo feitos para avaliar as atividades citotdxica e
antitumoral de Licania caril (Chrysobalanaceae) de derivados flavondides e triterpendides
isolados’.

A presengca de triterpenos em Chrysobalanaceae tem sido constatada com
frequéncia e o estudo das propriedades farmacoldgicas desta classe de substancia tem
recebido interesse particular. Os triterpenos sdo conhecidos por possuirem atividade
antiinflamatéria, antitlcera e antitumorals. O extrato metandlico de Geum japonicum
Thunb (Rosaceae), planta usada na medicina chinesa tradicional como diurético, revelou
significante atividade inibidora da protease HIV-1, devido a presenca dos triterpenos &cido
20.,190-dihidroxi-3-oxo-12-ursen-28-6ico (1), acido ursblico (1), é&cido epipomolico (I11),
acido maslinico (1V), é&cido euscapico (V) e é&cido tormentico (VI) 9. O &acido pomdlico
(VIII), isolado de Rosa woodsii Linsl. (Rosaceae) e Hyptis capitata Jacq. (Labiatag), tem

sido considerado também um agente anti-HIVlO.



Muitas plantas contendo &cido ursolico (I1) e acido oleandlico (VII) tem sido usadas
na medicina tradicional no tratamento de doencas inflamatérias. Estes éacidos foram
isolados do extrato hexénico de Plantago major L. (Plantaginaceae) e a eles tem sido

atribuida funcdo de inibicdo da liberacdo de histamina bem como de lipooxigenase e de

ciclooxigenase-2 na biossintese de prostaglandina8.

Rl RZ R3 R4 R5
1] H B-OH  CH, H H
m H @-OH CH;, OH H
v 0-OH  B-OH H H  CH;
\Y «-OH oOH CH, OH H
VI «-OH pOH CH, OH H
Vil H B-OH H H  CH,
VI H BOH CH, OH H

|.1. Caracteristicas Botanicas da Familia Chrysobalanaceae
A familia Chrysobalanaceae € pantropical, sobretudo americana e considerada por
muitos autores como subfamilia de Rosaceae. E constituida de 17 géneros contendo 420

espécies. O centro de dispersdo de suas espécies é na Amazonia, onde ocorrem 120 das 420

espéci esll.



Sdo avores e arbustos com folhas simples, inteiras, alternas, estipuladas,
peninérveas. Flores androginas, raramente poligamas, ordenadas em cimeiras ou em
paniculas terminais. Receptaculo  cupuliforme, constituindo um hipancio. Célice
gamossépalo, com cinco lacinios. Corola com cinco pétalas livres, imbricadas, inseridas
nos bordos do hipancio (Fig. 1, pag. 16). Androceu constituido de numerosos estames, todos
férteis ou aguns reduzidos a estaminodios, distribuidos ao redor do bordo do hipancio (Fig
1, B) ou dispostos apenas de um lado; filetes filiformes, livres ou concrescidos em feixes,
anteras rimosas, geralmente globosas. Ovério inserido no fundo do receptaculo ou na
parede do hipancio (Fig 1, D). constituido de trés carpelos, de uni a bilocular, com dois
Ovulos basais; edtilete lateral ou basal (Fig 1, D e E), com estigma trilobado ou truncado.
Drupa monospérmica; semente sem endosperma, com embrido carnoso, com cotilédones
plano-convexos. Distingue-se de Rosaceae pelo estilete basal ou lateral e pelos Ovulos
eretos.

Podemos distinguir 0s seguintes géneros:

1. Ovério inserido no fundo do receptaculo. Flores actinomorfas

1'. Ovério inserido na parede do hipancio (Fig. 1, D). Flores zigomorfas

2. Filetes pilosos, concrescidos em grupos Chrysobalanus L.

2'. Filetes glabros, livres entre si Licania Aubl.

3. Ové&io bilocular

3. Ovério unilocular

4. Folhas com cavidades estomatais pubescentes na face abaxial. Endocarpo espessado,
com superficie  rugosa e  com duas lacunas  basais. Epicarpo

VEerrucoso Parinari Aubl.



4'. Sem o0 conjunto de caracteres Exellodendron Prance.

5. Filetes livres entre s

5'. Filetes unidos, em sua maior extensdo, numa espécie de ligula Acioa Aubl.
6. De 3 a 10 estames. Fruto com sulcos longitudinais Hiriella L.
6'. Mais de 10 estames. Fruto sem sulcos longitudinais Couepia Aubl.

De acordo com Watson e coll2 a familia Chrysobalanaceae € ndo-cianogénica. Néo
possuem acido elédgico, alcaldides ou iriddides. Estdo presentes proantocianidinas
(cianidina ou delfinidina) e flavondides (campferol, quercetina e miriceting, ou quercetina e
miricetina, ou ainda campferol e quercetina) e sacarose (em Licania e Parinari).

Taxonomicamente 12 a familia Chrysobalanaceae é classificada em:

Subclasse Dicotiledonae

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem. Rosales

Geénero: 17 - Acioa, Atuna, Bafodeya, Chrysobalanus, Coupeia,
DactyhMenia, Exellodendron, Grangeria, Hirtella, Hunga, Kostermanthus, Licania,
Magnistipula, Maranthes, Neocarya, Parastemon, Parinari.

Espécies. 420



1.2. Constituintes Quimicos Isolados do Género Licania

Os estudos fitoquimicos encontrados na literatura referentes a0 género Licania reportam
o isolamento de triterpenos das séries ursano e lupano, glicosilsitosterol e outros esterdides,
flavondides e glicosilflavontides isolados das folhas de Licania caril3, L. pittieriz, L.
pyrifolia4’5 e 6, L. densifloral3 e L. heteromorpha14.

Da espécie Licania carii Cardozo, arvore de 18 a 20m, uma nova espécie neotropical
descoberta e coletada em 1992 no Parque Nacional Henry Pittier, Estado de Aragua,

Venezuela, foram isoladas as substancias abaixoS:

II: Acido ursolico,R=H; R'=H; R"=CHj
IX: Acido 2a-hidroxiursolico,R=OH:; R'=H;R"=CH3

Ir: Acido maslinico,R=OH; R '= CH3;R"=H

SCOOH

HO
HO

X: Acido betulinico XI: B-sitosterol-3-O-glicosideo



XIIb: Miricetina-3-glicosideo,

R=H; R’=
OH
0O
OH
OH
HO
X1
XIIa: Miricetina-3-galactosideo, XHe: Miricetina-3-(2”-xilosil)ramnosideo,
R=H;R’= R=H; R’=
8]
OH O e OH
OH 0
HO OH
OH

XIld: Miricetina-3’-metil-3-rutinosideo,

R:CH:;, R’=

XTle: Miricetina-3-rutinosideo,
R=H; R’=

OH CH; '

h OH

OH OH CHj
0 OH
OH
OH O
HO OH OH

Ho OH



OH
HO 6]
l OH
OR
OH O
Xitl
XIIa: Rutina,
R:
O\OH CH
OH
OH
¢
OH
o OH

XIIld: Quercetina-3-galactosideo,
R=

HO
0

OH

OH
HO

XllIc: Quercetina-3-(2”-xilosil)ramnosideo,

R:

XHlb: Quercetina-3-glicosideo,
R:

OH

O
/\//ﬁm{
OH

110

0 OH
o\mo\}l

HO

OH
OH

0
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Da espécie Licania pittieri Prance, arvore de mais de 15 m, também coletada em 1992

no Parque Nacional Henry Pittier, foram isoladas as substancias™

X1V

VII: Acido oleandlico, R=H;R’=CH; XlIVa: (1)-Catequina , Trans

II: Acido ursélico, R=CH;; R’=H XIVb: ()-Epicatequina, Cis

OH
XIIIg: Quercetina, R=H
HO 0 2Q
| OH
OR
OH O
X111d: Hiperina, R=
X111 HO
0
XIIIb: Isoquercetina, R= OH
OH
HO
OH
O
OH
OH

HO
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XllIle: Quercetina-3-arabinopiranosideo, XI1If: Quercitrina, R=
R:
OH OH
O~
0 OH
OH
s OH
HO

Da espécie Licania pyrifolia Grisebach, arvore pequena abundantemente cultivada em

Apure, Aragua, Bolivar, Carabobo (venezuela) e regides da Amazonia devido aos frutos

, . . . ~ .45,
comestiveis conhecidos por “ Merecure”, foram isoladas as substancias™:

HO
OH

XV
XVa: Acido 2a,3B-ditdroxilup-12-en-28-61co-3-(3°,4’-diidroxibenzoil éster, R=H
XVb: Acido 20.,3B,27-triidroxilup-12-en-28-6ico-3-(3".4’-diidroxibenzoil éster, R=OH

OH
HO\ 0 XVIb: Campferol-3-ramnosideo, R=
I OH
OR O~ OH
OH O OH

XVI
XVla: Campferol, R=H



XVlIc: Campferol-3-arabinosideo
R:

OH
0O
OH
HO
OH
OH
HO 0)
| OH
H
OH O
Xvil
Hipolaetina
1015
HO o
| OH
OR
OH O

XIHg Quercetina, R=H

XVId: Campferol-3-(2"-xilosil)-ramnosideo, R =

o OH
0 OH

o HO

OH
OH

OH

OH
HO 0
@ R

OH O

XVIIa: 8-hidroxi-naringenina, R=H
XVIIIb: 8-hidroxi-eriodictiol, R=0H

XIle: Quercetina-3-(2”-xilosil)ramnosideo, R=

0 OH
0 OH
HO

OH
OH

12



XIIf: Quercetina-3-ramnosideo,
R =

OH
0~ OH
OH
OH

OH
HO 0

N | OH

OR

OH O

XIIf: Miricetina-3-ramnosideo,
R=

OH

:"ﬂi OH
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XIle: Quercetina-3-arabinosideo,
R=

OH

OH
HO

XIIg: Miricetina, R=H

XIIc: Miricetina-3-(2”-xilosil)-ramnosideo,
R ==

0 OH
0 OH
HO

OH
OH

0O

XIXa: Acido | la-hidroxibetulinico, R=OH, R’=H
XIXb: Acido 6p-hidroxibetulinico, R=H, R’=0H
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Da espécie Licania densiflora Kleinhoonte, sindnimo de Licania kamukuensis Standley,
arvore de 30m de florestas da Venezuela, Brasil e Guianas, conhecida na Venezuela como

(44 s 2% M fal M 3
Merecurillo”, foram isoladas as substancias":

CH,OH
OH

XX: 37 4’-dimetil-3-0-f-D-glicopiranosil miricetina

o1 OCH;
OH OH
HO O o
HO, O
(;(('\ )
0
H;C O
HO XXI :8-hidroxi-4’-metoxinaringenina
HO
o
H;C
HO
HO
OH

XXIH: 3-0-0-L~2”-0-o-L-ramnopiranosil)-epiramnopiranosil miricetina
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Da espécie Licania heieromorpha Bentham, arvore da floresta amazonica, foram

. A - 14
1soladas as substancias ™

HO CH;
O~ OH
OH

XXHla: 7-metil éter 3,4’-di-O-a-L-ramnopiranosil miricetina

YC( XXIIb: 3,4°-di-O-o-L-ramnopiranosil miricetina

XXI1V: 4’-metil éter 3-(J-B-D-galactopiranosil miricetina
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Fig. 1. Caracteristicas morfologicas de géneros da familia Chrysobalanaceae. (A)-

Chrysobalanus sp.. flor completa e flor seccionada (B). Couepia sp.: flor(C). Licania sp:
flor (D). Parinari sp.: flor (E).
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1.3. Espécies Brasileiras da Familia Chrysobalanaceae Ameacadas de Extingcao

O IBAMA (Ingtituto Brasileiro do Meio-Ambiente) tornou publico a Lista Oficia
de Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extinc;éol5 e entre elas estdo incluidas
algumas das espécies da familia Chrysobalanaceae. Na relacdo abaixo o IBAMA faz a

indicacdo da localidade e a situagdo atual das espécies.

Coupeia schottii Fritsch ; nome popular: "oiti-Boi". (Rio de Janeiro, Espirito Santo,

Bahia). Categoria: Vulneravel.

Hirtella insignis Briquet et Prance. (Bahia). Categoriaz Em perigo.

Hirtella parviunguis Prance. (Bahid). Categoriaz Em perigo.

Hirtella samtosii Prance. (Bahia). Categoriaz Em perigo.

Licania aracaensis Prance. (Amazonas). Categoria: Em perigo.

Licania bellingtonii Prance. (Rondbnia). Categoriaz Em perigo.

Licania indurata Pilger. Nome popular: "milho-cozido". (S&o Paulo). Categoriaz Em

perigo.

Parinari brasiliensis (Schott) Hook. (Rio de Janeiro, Minas Gerais). Categoriaz Em

perigo.
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1.4. Caracteristicas da espécie Licania arianeae Prance

O género Licania € comum nos paises sul americanos, como Venezuela e Brasil. No
Brasil, as espécies deste género sdo encontradas na floresta atlantica de regiGes dos estados
de Pernambuco, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, onde suas madeiras sdo
usadas na construgd@o civil, em obras externas, como estacas, postes, dormentes e em obras
hidraulicas. Um representante muito comum deste género é o "oitizeiro" (Licania
tomentosa), arvore fornecedora de 6tima sombra, sendo por isso preferida para plantios em
pracas e jardins, principalmente nas cidades do norte do pais e em regides litoréneas.

A espécie Licania arianeae é conhecida popularmente como "quebra machado". O
espécimen (Fig 2, pag 19) de Licania arianeae usado neste estudo foi coletado no dia 22
de novembro de 1993, na Estrada da Farinha Seca (Km 226), localizada na Reserva
Florestal da Companhia Vale do Rio Doce (C.VRD.) e é um dos remanescentes de Mata
Atlantica do pais no municipio de Linhares, Espirito Santo. Uma excicata (n° 2892)
encontra-se depositada no Herbério da RBR-IB-UFRRJ. A coleta do espécimen foi feital

pela Professora Ariane Luna Peixoto, IB - UFRRJ.



Fig. 2.: Folhas e tronco da espécie Licania arianeae.
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LS. Constituintes Quimicos Isolados de Licania arianeac

O fracionamento cromatografico dos extratos das folhas de Licania arianeae
permitiu o isolamento das substdncias naturais 1 a 104 , e preparacdo dos derivados
acetilados: 2a, 4a, Sa, 6a, 7a e 8a, metilados: 2c, 9a1, 92, , 923, 924, 10a,, 10a, , 10a; e
10ay4 , acetilado-metilado:2b e 4b e oxidado: 2d. A nomenclatura das substincias 1 a 104 é

mostrada na Tabela 1, pag.25.
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Tabela 1: Nomenclatura das substancias naturais 1-8, 914 e 10,4

Substancia
Nome
natural

1 acido 3a-hidroxi-urs-12-en-28-0ico

2 acido 3a,24-diidroxi-olean-12-en-28-0ico

3 acido 3o,24-diidroxi-urs-12-en-28-0ico

4 acido 3« 19a,24 tritdroxi-urs-12-en-28-dico

5 acido 3f3-O-B-D-glicopiranosil-24-hidroxi-urs-12-en-28-dico
6 acido 3B-0O-B-D-glicopiranosil-19¢,24-diidroxi-urs-12-en-28-0ico
7 acido 3B-hidroxi-olean-12-en-28-6ico

8 acido 3f3-hidroxi-urs-12-en-28-6ico

9, 5,7-diidroxi-2-dotricontil-cromona

9, 5,7-diidroxi-2-untricontil-cromona

9; 5,7-diidroxi-2-tricontil-cromona

9 5,7-diidroxi-2-noneicosil-cromona

10, 5,7-ditdroxi-6-cloro-2-dotricontil-cromona

10, 5,7-diidroxi-6-cloro-2-untricontil-cromona

105 5,7-ditdroxi-6-cloro-2-tricontil-cromona

104 5,7-diidroxi-6-cloro 2-noneicosil-cromona
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[I. PARTE EXPERIMENTAL:

II.1. Materiais e Métodos

Os pontos de fusdo (PF) foram determinados em placa aquecedora de Kofler e ndo
foram corrigidos. Os solventes de grau analitico da Merck, Grupo Quimico e Vetec, ap0Os
destilagdo, foram utilizados para extrages, particbes e sistemas cromatograficos.

Os espectros de absor¢cdo na regido do IV foram registrados em espectrOmetro
Perkin Elmer FT - IR 1600 em pastilhas de KBr. Os valores para as absor¢Oes foram
medidos em unidades de nimeros de ondas (cm'l) e 0s espectros calibrados com filme de
poliestireno de 0,5 mm de espessura, utilizando a absor¢do em 1601 cm'1 como referéncia.

Os espectros de RMN (1D) e (2D) foram registrados em um espectrometro Bruker

13 13

AC-200 (*H: 200 MHz, 3¢ 50,3 MHz, FT) e UN-400 (‘H: 400 MHz, 13c: 100 MH2),

utilizando-se como solvente CDC13, MeOD, DMSO-d6 e TMS como relutancia interna. O

13

espectro simulado de RMN ~~C foi realizado com o programa ACD Il da Virginia

Polytechnic Institute and State University, Blacksburg, USA Os espectros de RMN
COLOC e HETCOSY das saponinas foram registrados em um espectrometro Bruker AC-

13

200(1H: 200 MHz, ~°C: 50,3 MHz, FT) da Universidade do Ceara. Os solventes utilizados

foram CDC13 e Py-d5 com TMS como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram
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medidos em unidades ppm (3) da freqiiéncia aplicada e as &reas relativas dos picos de
absorgdo obtidas por integragdo eletronica.

Para cromatografia em coluna sob pressdo atmosférica, CCDA (espessura de 0,25
mm) e CCDP (espessura de 1,0 mm) utilizou-se como adsorvente silica gel 60 da Merck.
As placas analiticas foram reveladas pela irradiacdo UV (254 nm) e por exposicdo aos
vapores de iodo. A cromatografia preparativa centrifuga foi eluida em um Chromatotron da
Harrison Research

Os espectros de massas foram registrados em um espectrometro VG Quatro-Gc

8000 Triploquadrupolo/GD/MS-MS - da Fisions Instruments.

[1.2. Material Vegetal

O material em estudo pertence a uma nova espécie da familia Chrysobalanaceae
identificada pela boténica Ariane Luna Peixoto (Depto de Boténica, IB-UFRRJ) e
classificado como Licania arianeae, conhecida popularmente como "quebra machado".

O material vegetal foi coletado na Estrada da Farinha Seca (Km 226), localizada na
Reserva Florestal da Companhia Vale do Rio Doce (C.VRD.), Municipio de Linhares,
Espirito Santo. Uma excicata (n° 2892) se encontra depositada no Herbario da RBR-IB-

UFRRJ.
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11.3. Elaboracéo dos Extratos

As folhas secas e moidas (2,89 Kg) foram submetidas a extracdo com hexano e
metanol através de maceracdo. Os residuos dos extratos foram obtidos pela destilagdo dos
solventes em evaporador rotativo, obtendo-se 45,0 g de material do extrato hexanico
LAFH (Licama arianeae, folha, hexano) e 240,48 g de material do extrato metandlico

LAFM (Licania arianeae, folha, metanol) (Esquema 1, pag 34).

[1.4. Isolamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos dos Extratos

a) Extrato Hexanico das Folhas (LAFH)

O fracionamento do extrato hexanico através de particdo com solventes organicos e
técnicas cromatograficas como coluna de silica gel, cromatografia em camada preparativa
norma e centrifuga (Esquema 2, pag35) forneceu uma mistura de ésteres alifaticos e os
3a-hidroxitriterpendides (1,2, 3 e 4).

O extrato hexanico (45,0 g) foi submetido a particdo no sistema de solventes
hexano/metanol:agua 80:20, obtendo-se as fracdes metandlica (LAFHM Licania
arianeae, folha, hexano, metanol,) e hexanica (LAFHH- Licania arianeae, folha, hexano,
hexano).

A fracdo hexanica (LAFHH, 24.4 g), foi submetida a cromatografia filtrante em
silica gele eluida com solventes organicos de polaridade crescente (hexano, diclorometano,

acetato de etila e metanol), obtendo-se 4 fracbes [LAFHHH (Licania arianeae, folha,
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hexano, hexano, hexano), LAFHHD (Licania arianeae, folha, hexano, hexano,
diclorometano), LAFHHA (Licania arianeae, folha, hexano, hexano, Acetato de etila),
LAFHHM (Licania arianeae, folha, hexano, hexano, metanol)]. Estas fragGes foram
concentradas em evaporador rotativo e monitoradas por cromatografia em camada fina

analitica de silica gel.

A fragcdo acetato de etila (LAFHHA 3,76 g) foi fracionada em coluna de silica gel e
recolhidas 249 fragdes de 10 mL. O grau de pureza das fracbes foi acompanhado através

de cromatografia em camada fina de silica gele revelada em UV (254nm) e vapor de iodo.

As fracbes semelhantes fpram reunidas e fracionadas através de cromatografia em
camada delgada preparativa (CCDP). O grupo de fragdes LAFHHA 11-96 (Esquema 2,
pag. 35) forneceu 17,9 ma (PF - 237°C) de um acido que com a andlise dos dados

1 13

espectrométricos de IV, RMN de "H e ~~C foi identificado como &cido-3o.-hidroxi-urs-12-

en-28-6ico (I).

A fragdo metandlica (LAFHM, 20.4 g) obtida da particdo do extrato hexanico foi
fracionada em coluna de silica gel usando diclorometano e metanol em polaridade crescente
e forneceu 205 fragbes de 150 mL. As fragdes foram reunidas através de andlise em
cromatografia em camada delgada de silica gel e, de acordo com a placa revelada em
vapores de iodo, foram reunidas em grupos de fragbes. O grupo de fracbes LAFHM 85-
112 forneceu um precipitado (300 md) correspondente a mistura dos triterpenos 2, 3 e 4
que foram identificados ap6s a obtencdo dos derivados pela andlise dos dados

1 13

espectométricos de RMN de "H e ~°C, como o é&cido 3a,24-dihidroxi-olean-12-en-28-6ico
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(2), &cido 3o,24-dihidroxi-urs-12-en-28-6ico (3) e é&cido 30.,19,24-trihidroxi-urs-12-en-28-

oico (4).

Posteriormente, a substéncia 2 (PF - 239°C) foi submetida a reacOes para a
obtencdo de derivados que proporcionaram dados destinados a confirmagdo estrutural
(Esquema 3, pag.36). A acetilacdo de 150 mg de 2 por tratamento com anidrido acético e
piridina, numa propor¢do 1:l, durante 24 horas a temperatura ambiente, e posterior
extracdo de rotina (pag. 33) e purificagdo em coluna de silica gel forneceu o produto
acetilado 2a (73.0 mg) (PF = 240°C). O derivado acetilado 2a também foi submetido a
reacdo de metilacdo com diazometano para produzir 2b (61,7 mg). Através da reacdo de
metilacdo (70 mg de 2) com diazometano em éter preparado antes do uso a partir do
Diazald , foi obtido o produto metilado 2c (70 mg) (PF = 235°C). A oxidacdo de 50 mg de
2, dissolvida em cloroférmio, com dicromato de potassio, a temperatura ambiente, seguida

por purificagdo por cromatografia em coluna de silica gel, forneceu o produto oxidado 2d

(23.3 mg).

b) Extrato Metandlico das Folhas (LAFM)

O extrato metandlico (LAFM) foi obtido pela extracdo com metanol através de
maceracdo e o residuo, ap0s concentracdo em evaporador rotativo forneceu 240,48g de
extrato. Uma porcdo do extrato metandlico correspondendo a 130.42g foi submetida a

particdo com o sistema de solventes cloroférmio/metanol:édgua 80:20 (Esguema 4, pag.37).
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O residuo da solucdo cloroformica (LAFMC- Licania arianeae, folha metanol,

cloroférmio) foi fracionado em coluna de silica gel.

A fracdo cloroférmica (LAFMC) obtida do extrato metandlico foi fracionada
através de cromatografia em coluna de silica gel, usando como fases méveis em ordem
crescente de polaridade diclorometano, acetato de etila e metanol. Foram obtidas 53 fragoes
de 250 mL cada e concentradas em evaporador rotativo. Estas fragcbes foram analisadas

através de cromatografia em camada fina de silica gele reunidas em grupos.

A fragcdo LAFMC 7-12 foi submetida a cromatografia em coluna rapida em silica
gel, usando-se como eluente cloroférmio, aumentando a polaridade até metanol puro.
Foram coletadas 9 fracbes de 1125 mL cada, que foram concentradas em evaporador
rotativo. O espectro de RMN lH da fragdo LAFMC 7-12-3P (7.1 mg) revelou a presenca de
uma mistura de substancias arométicas (91 a 104). A fracdo LAFMC 7-12-3P foi submetida
a uma reacdo de metilagdo com diazometano e forneceu os derivados 9a, a 10a4 (6.5 mg)

(PF 174-176 °C).

A fracdo LAFMC 13-20 (3.78 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica
gel, utilizando-se como eluente diclorometano, aumentando a polaridade até metanol puro.
Foram coletadas 47 fragbes de 125 mL cada e estas foram concentradas em evaporador
rotativo. Posteriomente a andlise em cromatografia de camada fina analitica foram
reunidas em grupos de fragbes. Estas fragdes foram submetidas a andlise espectrométrica
(1V, RMN 1H e 130). A fracio LAFMC 13-6 (124,1 mg) foi acetilada com anidrido acético

em presenca de piridina. Eluiu-se esta fracdo através de uma coluna filtrante com solventes
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de polaridade crescente como CH,Cl,, CHC13, AcOEt e MeOH, coletando-se 44 fragOes de
10 mL. As fragOes foram analisadas por cromatografia em camada fina e reunidas. A
fracdo 1-10 com codigo LAFMC 13A-l (31.6 mg) analisada através de espectros de RMN

1H e 13C, revelou a presenca de mistura dos acetatos dos acidos oleandlico e ursdlico (7a e

8a), PF 200 -202 °C.

A fragdo LAFMC 21-22 (337.5 mg) foi submetida a uma reacdo de acetilacdo com
anidrido acético e piridina. A fracdo 21-22 acetilada (LAFMC 21 A), foi fracionada por
cromatografia preparativa circular centrifuga (Chromatotron), usando como eluente
diclorometano, acetato de etila e metanol, obtendo-se 27 fracbes de 25 mL cada.

1 13

A andlise dos dados espectrométricos de 1V e RMN™H e ~“C da fracdo LAFMC

21A-2, permitiu a identificagdo de duas saponinas como componentes de uma mistura de
derivados acetilados (5a e 6a) (113,1 mg) das saponinas triterpénicas naturais 5 (&cido 3B-
O-B-D-glicopiranosil-24-hidroxi-urs-12-en-28-6ico) e 6 (acido 3B-OB-D-glicopiranosil-

190.,24-diidroxi-urs-12-en-28-6ico), PF 119-120 °C.

[1.5. Preparacdo dos Derivados das Substancias |soladas

a) Metilagdo com diazometano
O diazometano foi preparado a partir de uma solucdo etérea de N-metil-N-nitroso-p-

tolueno-sulfonamida (Diazald®) tratada com uma solugdo de KOH e mantida em banho de
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gelo. A amostra a ser metilada (Tabela 2, pag 34) foi dissolvida em éter e tratada com

excesso de diazometano.

b) Acetilagdo

A reacdo de acetilacdo foi realizada utilizando-se 1mL de anidrido acético e 1mL de
piridina para 40 mg de material. A mistura reacional foi mantida em repouso durante 24
horas. A seguir adicionou-se &gua destilada gelada e extraiu-se o material com
cloroformio. A solugdo cloroférmica foi neutralizada com &cido cloridrico 10%, para
eliminar a piridina, lavou-se com &gua destilada, secou-se com sulfato de sodio anidro e

concentrou-se em evaporador rotativo, sob véacuo (Tabela 2, pag 34).

c) Oxidagdo

A reagdo de oxidagdo foi realizada utilizando-se uma solucéo saturada de KoCryO5
em é&cido acético. Solubilizou-se a amostra em &cido acético com agitagdo magnética
Adicionou-se em banho de gelo 2 mL de H»SO4 a solugéo de KoCroO7 . Adicionou-se,
cuidadosamente em excesso, a solugdo de K,CroO7 a amostra com agitagdo durante 5 min.
A indicacdo de término da reacdo de oxidacdo foi observada pela mudanca de coloracéo de
laranja para verde no meio reacional. Adicionou-se &gua para precipitar a amostra e o

precipitado secou-se em pistola (Tabela 2, pag 34).
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Tabela 2: Produtos obtidos nas reagdes de derivatizagdo

Substéancia natural Quantidade (mg) reagente Produto(quantidade)
" 150 Ac,O/Py 2a (73,0 mg)
2 < 70 CH;N» 2¢ (70,0 mg)
50 K2Cr20+/H,804 2d (23,3 mg)

. o
91 a 104 7,] CH;,N; 9a; a 10ay (6,5 mg)

Esquema 1: FElaborag¢do dos extratos hexanico ¢ metanolico das folhas de
Licania arianeae.

FOLHAS SECAS (2893,3 g)

maceracao
Extracio com hexano i Extracdo com metanol
EXTRATO EXTRATO
HEXANICO METANOLICO
(LAFH ) 45¢ (LAFM ) 240,489
v v

1,2,3e4 5,6,7, 8, 91 a 10,
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Esquema 2: Fracionamento do extrato hexanico (LAFH) das folhas de
Licania arianeae.

EXTRATO HEXANICO (LAFH 45g)

PARTICAO COM SOLVENTES
MeQH:H,Q (80:20)/ Hexano

FRACAO METANOLICA FRACAO HEXANICA
LAFHM (20.4 g) LAFHH (24.4 g)
, | COLUNA
CC(SILICA GEL) LAFRHH  +—— FILTRANTE

LAFHHD 4| AcOEt

LAFHM 85-112 LAFHHM

CCDP v
| LAFHHA(3.76 g)
2 +3 cc(sTLICA GEL)
(300 mg) |
CHzN, LAFHHA 11-96
ACQO/PY
CHzNz
ACZO/PY
KzCl" 04/H2504 - CCDP
v
2a 2b .2¢ e 2d 4a e 4b 1

(17,9 mq)
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Esquema 3: Reagdes de transformagdo do acido 3a,24-diidroxi-olean-12-en-
28-06ico (2).

COOM

Ao 2a (73.0 mg)
AcO
DIAZOMETANO
ANIDRIDO ACETICO I Py
COOMe
Ac()'“" =
AO 2b(61.7 mQ)

DIAZOMETANO

KgCl’207 I H2304

0=C
\
OH

2d (23.3 mg)
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Esquema 4: Fracionamento do extrato metandlico (LAFM) das folhas de
Licania arianeae.

EXTRATO METANOLICO (LAFM 130.42 g)

PARTICAO COM SOLVENTES
MeOH:H,0 (80:20)/ CHCl;

FRACAO CLOROFORMICA RESIDUOS
LAFMC (31.89 g)

CC(STLICA GEL)

LAFMC 7-12-3P - LAFMC 13A-1 LAFMC 21A-2

cc(siLica ceL) CC(STLICA GEL) Ac,0/Py

CH:N;, AcO/Py Chromatotron
v v v

Ta +

9a,. Sa,, a +8a 5a + 6a

9as3, 9a4

10a;, 10a>,

10a3 e 10a4
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[11. Biogénese de Triterpenos

O entendimento da biossintese dos constituintes isolados da planta facilita a
determinacdo estrutural destas substancias. No caso dos triterpendides a correlacdo
biossintética aliada as informagbes obtidas com os métodos fisicos de andlise organica
constituem a base fundamental para as propostas estruturais.

Na biossintese de compostos isoprendides, que incluem numerosos produtos
naturais de diferentes esqueletos, o0s estes esqueletos carbbnicos sdo derivados da
condensacdo do dimetilalil pirofosfato (DMAPP) com isopentenil pirofosfato (IPP). O
precursor do IPP é o &cido (3R) mevaldnico (Esquemas 5 e 6, pag. 40 e 41).

Em plantas superiores o oxidoesqualeno é o intermedi&rio biossintético comum de
esterdides e triterpenosl6. Uma variedade de triterpenos tetraciclicos e pentaciclicos
amplamente distribuida em plantas € considerada produto da ciclizacdo do oxidoesgualeno.
Algumas plantas contém grandes quantidades de triterpenos em suas e resinas. Estas
substancias sdo consideradas como metabolitos especiais, agindo como defensores
quimicos contra patdgenos e herbivoros.

A ciclizagdo do esqualeno a triterpenos pentaciclicos como a B-amirina (olean-12-

en-3B-ol) e oa-amirina (urs-12-en-3B-ol) provavelmente se processa através de uma
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conformagdo pré-cadeira do oxidoesqualeno (Esquema 7, pag 42). Em principio, o
hidrogénio iniciador da cictizagdo produz o cétion C-20 tetraeiclico damarenil, e
subsequente rearranjo forma o cétion pentaciclico oleanil via intermediarios catibnicos
bacharenil e lupenil. Finalmente, uma série de deslocamentos 1,2 de hidreto com
eliminagdo do hidrogénio H-12 forma a estrutura do ursano ou oleanano com uma ligacéo
dupla Alz.

Nos esquemas 8 e 9 (pags.43 e 44) sdo mostradas as propostas biossintéticas das

substancias isoladas de Licania arianeae.
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Esquema 5: Conversédo do acetil-CoA em isopentenil pirofosfato.

o o
0] )I\SCQA 0 0 /U\SCQA 0 OHO
SCoA  acetoacetil CoA SCoA HMG-CoA HO SCoA
tiolase sintase
HMG-CoA

dcido hidréximetilglutaril-CoA

HMG-CoA  NADPH
redutase (

4
NADP + CoASH

Y

NADP NADPH o)

ADP

MVA guinase
mevalonato-5-fosfato dcido3R-mevaldnico dcido mevalnico
(MVA)
ATP
| mevalonato-5-fasfato
; quinase
ADP’
5 5
TP ADP + Pi 1)2\/4\ IPP isomerase /K/z}\
N oy 1
/”\>\/\ ~7-——> 3 OPP 3 oPpP
H0 €02
mevalonato-5-difosfato PP DMAPP
deido 5-pirofosfato  decarboxitase isopentenilpirofosfato dimetilalilpirofosfato

mevalonico (MVAPP)
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Esquema 6: Rota geral da biossintese de terpendides a partir do isopentenil
pirofosfato.

2 4 . 7 2 4
OPP  IPP isomerase OPP
1 3 1

3
Irp DMAPP

isoprenilpirofosfato dimetilalilpirofosfato
il ransfer

)\/\)\/- OpP ———>» monoterpendides

Geranilpirofosfato(GPP)

IPP
w/

X X X-TOPP 5 sesquiterpendides
Farnesilpirofosfato(FPP)

FPP (cabega-cabeca)

Geranilgeranilpirofosfato(GGPP) Esqualeno
diterpendides polipropendis

GGPP triterpendides e esterdides

carotenoides
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Esquema 7: Ciclizagdo do esqualeno e formacio de triterpenos pentaciclicos.

cation bacharenil cdtion lupenil

-
Oleanano ] ol J
HO o ! .. ‘ . h

cation oleanil

Ursano
HO



.ﬁ;\,/,
H ix

|
Ny ! AN

Esquema 8:Caminho biossintético dos constituintes de Licania arianeae
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Esquema 9:Caminho biossintético dos constituintes de Licania arianeae.
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V. Biogénese de Cromonas

A Dbiossintese das cromonas isoladas pode ser proposta considerando como
precursor o0 acetato envolvendo reacdes de aldolizagdo de trés unidades de acetato e
condensacdo de Claisen de outras duas unidades de acetato. No Esguema |10 (p4g. 42) é
indicada a proposta bhiossintética para as cromonas, onde n € o nimero de unidades acetato
que corresponde ao tamanho da cadeia alifatica. Quando a cadeia tem um numero par de
carbonos pode-se propor que n corresponde ao nimero de unidades de acetato do acido que
inclui a cadeia. Quando a cadeia tem numero impar de carbonos pode-se propor uma
condensacdo de Claisen com um &cido de numero impar de carbonos. Estes &cidos se
formam a partir do &cido de nimero par de carbonos que sofre oxidacdo no carbono o e
posteriormente uma descarboxilacéo.

Graeme e Robert24 fizeram investigacbes sobre a rota biossintética do
cripto  sporiopsinol  (2-prop-1-enil-3,5-dicloro-  1,4-dihidroxiciclopent-2-en-1-foriato  de
metila) e da isocumarina, 5-cloro-3,4-diidro-8-hidroxi-6-metoxi-3-metilisocumarina,
usando &cido acético marcado (H3C-14COZH) em cultura do fungo Periconia macrospinosa.
A rota biossintética do criptosporiopsinol € proposta como proveniente de isocumarinas.
Nesta andlise foi verificado que em cultura de P. macrospinosa com cloreto ha formagdo de

diidroxiisocumarina e seu 6-metdxiderivado (3,4-diidro-8-hidroxi-6-metoxi-3-
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metilisocumarinad) e ndo ha formacdo do derivado clorado. Sugere-se que a metilagdo deve
ser uma etapa de detoxificacdo como prevencdo na elaboragdo do metabdlito. Observou-se
também que em meio de cultura normal (sem cloreto) ha formagdo de criptosporiopsinol e
uma grande quantidade de 6-metdxi-8-hidroxi-5-clorodiidroisocumarina.  Nesta avaliacdo
0os autores confirmaram a rota biossintética da isocumarina e ndo definiram a etapa
bioldgica de cloracdo e revelando a necessidade de estudos posteriores.

No caso das cromonas isoladas de Licania arianeae a proposta via acetato é
adequada e semelhante as isocumarinas e, certamente, as etapas de formacdo, inclusive dos

produtos clorados sdo elaboradas por fungos existentes no material estudado.

Esguema 10: Caminho Biossintético dos Constituintes de Licania arianeae.

O O 0 o0 OH o o0 o

HO SCoA

O

HO o HO O

n

n

1. Aldolizacdo envolvendotrés unidades de acetato.
2. Aldolizacéo e condensacao de Claisen envolvendo outras duas unidades de acetato.
3. n unidades de acetato respondendo pelo tamanho da cadeia.
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V. Determinacdo Estrutural das Substancias isoladas de L. arianeae

Atualmente a forma mais eficaz de se identificar e determinar estruturas de
triterpenos tem sido através da andlise de espectros de RMN de 130 (PND e DEPT) e de 1H

aliada as informacOes biossintéticas, e em alguns casos, sdo Uteis as dos espectros de

massasl7.

Triterpenos com grupo hidroxila no carbono C-3 na posicdo B sd@o mais comuns do
que os com o0 grupamento hidroxila na posicdo o. Uma forma de se identificar a

estereoquimica relativa deste carbono é avaliar as feigbes dos sinais dos hidrogénios H-3
dos epimeros que esta relacionada com os valores das constantes de acoplamento. Quando
a OH esta em posicdo B o sinal do hidrogénio carbindlico é mais largo [m(l), J maiores
(Jaa, Jae)] € quando a OH est4d em posi¢do oto sinal do hidrogénio carbindlico tem feigdo de
um singleto [$(1), J pequeno(Jae, Je, €)].

Outra diferenca a ser observada € o deslocamento quimico do carbono C-3. Quando
a OH estd em posicdo axial (o) o C-3 absorve em campo mais ato (6¢c 75 + 2) do que

quando em posicdo equatorial (B) (dc 78 + 2).
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Além da diferenca dos deslocamentos quimicos do C-3 devido ao efeito o o0s
carbonos 1 e 5 sofrem protecdo devido a interagdo y-gauche do grupo hidroxila em posicéo
axial sobre estes carbonos. Outro ponto a ser considerado é a alteracdo do deslocamento
quimico do carbono 24 que tem maior deslocamento quimico quando o grupo hidroxila esta
em posicdo axial, Isto acontece devido a auséncia do efeito y-syn entre a hidroxila e a
metila

No caso dos 3pB,24-diidroxi e 3o,24-diidroxiterpendides, os efeitos sdo 0s mesmos
conduzindo a significativa ateracdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos 3 e 23. Para
localizar o grupo OH no C-24 basta observar a auséncia do sina do grupo metila (6¢c = 28,0

ppm) e a presenca do sinal de metileno em torno de 65 ppm (Tabela 12, pég. 63).

V.1. Determinacdo Estrutural da Substancia 1

Os espectros de RMN de 13

C de 1 utilizando a técnica DEPT (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer, ¢ = 135°, Fig. 3, pdg 81) e espectro totalmente

desacoplado (Fig4, pag.82), permitiram reconhecer 0s sinais correspondentes a carbonos

primérios (7 CH3), secundérios (9 CH») e terciarios (7 CH).

29

COOH

28

1 (4cido 3o-hidroxi-urs-12-en-28-06ico)
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O espectro de RMN de 1H a 200 MHz de 1 (fig.5, pag. 83) mostrou sinal do
hidrogénio geminal ao grupo hidroxila em 8H = 3,30 ppm como um singleto largo. Isto
sugere que o hidrogénio H-3 estd em posicdo equatorial, conseqientemente o grupo
hidroxila esta em posicdo axial. O espectro de RMN de 1H exibiu também um dubleto
(J= 10.56 Hz) como resultado do acoplamento com um Unico hidrogénio H-19, centrado em
8H = 2,2 ppm, caracteristico de H-18 de é&cido ursblico.

A andlise dos valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos contribuiram,
também, para a proposta da estrutura do &cido triterpendico da série 3a-urseno baseada nas
seguintes informagdes:

a) O ndmero de CH3, CH e CH, € compativel com o derivado do urseno.

b) Os deslocamentos quimicos dos carbonos 12 (6¢ 125,6 ppm) e 13 (8¢ 137.9 ppm) estdo
de acordo com a ligacdo dupla em 12(13). O grupo metila H3C-19 exerce o efeito 7-
gauche sobre o C-13 e isto caracteriza a série urs-12-eno.

c) A presenca dos sinais de CH-19 em 6c 39,02 e CH-18 em &c 52.5 e a auséncia do sinal
de CH, em dc 46.0 + 2 (correspondente a CH»-19 na série oleaneno).

d) Os deslocamentos quimicos em oc 76.14 (CH-O), 33.02 (CH;) e 48.87 (CH) sdo
compativeis com a configuragdo o para o grupo hidroxila em C-3.

e) O sina em 6c 183.78 € compativel com o grupo carbonila de &cido e os valores dos 6c
dos carbonos vizinhos ao C-28 estdo de acordo com a localizagdo da carboxila nesta
posicdo, que pode ser verificado por comparacdo com modelos da literatura da tabela 5

(p4g 51) e tabela 9 (pag. 57).
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f) A presenga do grupo carboxilico do acido e da ligagdo dupla trissubstituida sio
confirmados pelo espectro de IV (Fig. 6,pag. 84 ) Tabela 4 (pag.50).
A comparagdo dos deslocamentos quimicos de carbono-13 de 1 com modelos da
literatura (Tabela 5, pag.51), permitiu confirmar a proposta do acido 3a-hidroxi-urs-12-en-
28-6ico para 1. Os dados de RMN de 'H e de 1V e as atribui¢des de 1 s3o mostrados o nas

tabelas 3 e 4, pag.50).

Tabela 3: RMN de 'H(200 MHz,CDCl3) da substéncia 1

Ou MULT. J(Hz) H
5.27 (m) H-12
3.44 (d,7 Hz) H-3 (eq.)
2.2 (dl,12.0 Hz) H-18
1.09 (s) H-27
0.95 (s) H-25
0.93 (s) H-24
0.84 (s) H-23
0.74 (s) H-26
0.92 (d) H-30
0.86 (d) H-29

Tabela 4: Dados de 1V da substancia 1

Vﬁ?g(cm' l) ATRIBUICAO
3500 estiramento OH
2930 estiramento CH( sp”)
1700 estiramento C=0
1460 deformacio CH,
1640 estiramento C=C
1383 deformagdo CH;

1166 estiramento CQO
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Tabela.5: Dados de RMN de C (50.3 MHz, CDCls) da substincia 1. Obtidos através dos
espectros totalmente desacoplados(PND) e DEPT (6 : 90 € 135°) em CDCl;

C 1 Mo-1 Mo-2 Mo-3
1 33.02 394 33.5 362
2 2512 342 254 273
3 76.14 217.8 76.0 75.8
4 39.55 47 4 37.5 399
5 48 .87 554 48.8 48.5
6 18.18 19.7 18.2 18.0
7 32.77 32.6 35.2 327
8 3727 391 43.5 37.0
9 47.26 46.8 558 479
10 36.97 36.6 38.2 37.0
11 23,17 23.6 68.4 22.5
12 125.64 1254 128.7 126.8
13 137.96 138.4 142.9 135.8
14 41.92 42.2 422 55.5
15 27.94 281 27.9 21.7
16 24.07 24.3 27.7 2572
17 47.89 48.2 33.6 32.7
18 52.51 53.0 581 46.4
19 39.02 39.0 394 38.1
20 38.81 38.9 393 42.0
21 30.65 30.7 31.1 272
22 36.75 36.7 413 35.1
23 28.28 26.6 28.7 28.2
24 22.25 21.5 22.4 223
25 15.25 15.2 16.6 16.1
26 17.03 16.9 18.0 17.9
27 23.70 23.5 233 185.5
28 183.78 178.0 28.0 27.8
29 17.03 17.1 17.5 183.0

3 21.20 212 213 19.3
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V.2. Determinacdo Estrutural das Substancias 2 + 3

13

Os espectros de RMN ““C de 2 utilizando a técnica DEPT (Fig7, pag. 85) e

espectro  totalmente desacoplado (Fig.8, pég.86), permitiram reconhecer 0s sinais

correspondentes a carbonos primarios (6 CHsg), secundérios (11 CHp) e terciarios (5 CH).

R R! R R® R*
2 H CH,OH H H CH;3
2a Ac CHOAc H H CH;
2b Ac CH,OAc CHs H CHs
2c H CHzOH CH3 H CH3
3 H CH.OH H CHs H
3a Ac CH;OAc H CHs H

O espectro de RMN 1H a 200 MHz (fig.9, péag. 87) de 2 mostrou sina do H-3

geminal ao grupo hidroxila em dH = 4,43 ppm como um singleto largo. Isto sugeriu que o
grupo hidroxi estd em posicdo axial. O espectro de RMN 1H exibiu também um duplo
dubleto (J= 10.56; 10.56 Hz) como resultado do acoplamento com dois hidrogénios H-19,
centrado em 8H - 3,3 ppm, caracteristico de H-18 de triterpendides tipo oleanano, o sinad do
hidrogénio H-12 olefinico em oH = 548 ppm como um singleto largo, resultado do
acoplamento com os dois hidrogénios H-11 e o sina dos dois hidrogénios carbinélicos H-
24 em OH = 4,07 ppm como dublete (J= 16.7 Hz) e 6H = 3,81 ppm como dublete J=10.7
Hz), resultado do acoplamento entre os hidrogénios H-24.

Através da aplicagdo de técnicas bidimensionais de correlagdo homonuclear de

1

hidrogénio e hidrogénio (1Hx H-COSY) € demonstrada claramente a relagdo vicina do H-
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18 com dois hidrogénios H-19 e a relacdo gemina dos hidrogénios H-24 (Fig. 10, pag.
88). A aplicacdo de técnicas bidimensionais de correlacdo heteronuclear de hidrogénio e
carbono-13 (1Hx13C-COSY), permite deduzir as relagdes entre os carbonos e hidrogénios a

uma ligacdo (1JcH) (Fig. 11, p&g.89) e confirmar os deslocamentos quimicos dos

hidrogénios dos respectivos carbonos na molécula.

As reacOes feitas para obter derivados do composto 2 (Esquema 3, pag. 36) serviram
para confirmar as estruturas propostas.
A reacdo de acetilagdo com anidrido acético e piridina forneceu o produto 2a que

permitiu confirmar por andlise de RMN 13

C a presenca de grupamentos hidroxila nos
carbonos C-3 [dc 70.04 (2) deslocado para &c 73.48 (2a)] e C-24 [oc 65.77 (2) para dc
66.68 (2a)] (Tabela 6, pag 55) e a presenca dos sinais dos grupos acetoxila (6c 22.3, 170.7
e 171.2) no espectro de RMN 13C (Fig 8, pag. 80 e Fig 12, pag. 90). Através da reacdo de
metilacdo com diazometano obteve-se o produto 2b que apresentou o sinal-de CHg3 ligado
ao oxigénio do grupo éster em dH = 3,6 ppm (singleto), (fig. 13, pag9l). A presenca da
carboxila no carbono C-28 é confirmada pela variagdo do deslocamento quimico deste
carbono de 6¢180.25 para dc 178,13 (Tabela 6, pag55). A reagdo de metilagdo do composto
2 com diazometano forneceu o éster metilico 2c e obteve-se os deslocamentos quimicos
deste derivado cujos dados estdo registrados na literatura (Tabela 6, pag.55. Fig 14,
pag.92).

Os deslocamentos quimicos para os-carbonos ligados a hidrogénios foram obtidos a

partir da interpretacdo dos espectros de experiéncias bidimensionais de correlagdo

heteronuclear de hidrogénio e carbono-13, modulados com valores de constantes de
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acoplamento (J) através de uma ligacéo (1H X 13C—COSY—lJcH:HETCOSY) ou duas e trés

13

ligagOes (1H X ~TC-COSy-2jcH e 3ch:COLOC) (Tabela 7, pag 56, Fig. 10, 11 e 13, pags.88,

89 e 91).

Os dados de IV (Fig. 16, pag. 84) e as atribui¢cbes de 2 sdo mostrados na tabela 8
(pag56). A comparagdo dos dados de RMN de 13C de 2 com deslocamentos quimicos dos

carbonos dos triterpenos (Mo-4, Mo-5 e Mo-6) descritos na Iiteratura18 (

tabela 9, pag57)
serviu para verificar as diferengas nos deslocamentos quimicos dos carbonos 1, 3 e 4
vizinhos a0 &omo de carbono que sustenta o grupo hidroxila. As mudangas nos
deslocamentos quimicos estdo de acordo com os efeitos decorrentes da vizinhanca espacial
dos grupos. Estas observagles facilitaram as atribuigdes dos deslocamentos quimicos de 2 e
derivados 2a, 2b e 2c (Tabela 6, pag. 55).

Os sinais adicionais presentes nos espectros da fracdo 2a correspondem ao
triterpeno 3a identificado corno impureza na fiagdo acetilada (Fig. 12 e 15, pag. 90 e 93).

A diferenca nos deslocamentos quimicos dos carbonos sp2 (OcH : 125,6 e oc 137,8)
permite caracterizar 3a como pertencente a série dos ursanos. Outro valor caracteristico
deste ursano € 0 dcy em 39,3 ppm (CH-19) (Tabela 6, pag. 55).

A presenca de triterpenos tipo oleanano e ursano com mesmo padrdo de oxigenagdo
¢ comum em fragcbes contendo estas substancias naturais. No caso, certamente estéo
presentes 0s triterpenos acidos 3o-24-diacetil-urs-12-en-28-6ico e  3a-24-diacetil-olean-
12-en-28-6ico em mistura. Como descrito no inicio deste capitulo, os espectros de RMN

13C permitem identifica-los na mistura.
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Tabela.6: Dados de RMN de C (50.3 MHz, CDCL) das substancias 2, 2a, 2b, 2¢ e
3aobtidos atraves dos espectros totalmente desacoplados(PND) ¢ DEPT (6:90 e 135° ) em

CDCl3 e TMS como referéncia interna.

E3

C 2 2a 2b 2¢ 3a
1 33.90 36.76 36.61 36.60 37.70
2 26.50 27.53 27.90 27.91 27.90
3 70.04 73.48 73.31 70.61 73.40
4 43 90 36.76 4555 42.65 36.70
5 50.17 50.68 50.60 48.06 50.70
6 19.13 18.15 18,17 18.29 18.15
7 33.80 32.62 32.75 33.08 32.62
8 39.47 39.52 40.22 39.01 39.52
9 48 12 47 .46 47.35 47.44 4730
10 37.56 36.70 32.63 39.01 36.76
11 24.10 23.52 23.25 23.67 23 .41
12 122 .66 122.42 122.12 125.45 125.58
13 144.83 143.50 143.62 143.0 137.82
14 42.23 41.55 41.55 41.08 41.86
15 28.34 27.90 27.58 27.92 27.90
16 23.85 27.53 23.54 2331 2351
17 46.50 46.47 46.59 46.80 47.80
18 42.04 40.85 41.16 4957 52.30
19 46.71 45 88 45 84 4530 3930
20 31.01 30.64 30.60 30.61 38.70
21 34.29 33.28 33.75 33.08 30.64
22 33.31 33.04 32.63 32.74 36.7
23 23.85 23.52 22 .96 21.67 23.52
24 065.77 66.68 66.66 66.40 66.60
25 16.15 15.57 15.47 16.73 15.50
26 17.45 16.96 16.80 16.99 16.90
27 26.50 26.03 25.93 272 23.52
28 180.25 184.16 178.13 178.15 184.10
26 33.31 33.04 32.92 33.05 16.90
30 23.68 23.41 23.63 24.17 21.30
H;C-CO 22 .80 223 51.4 213
H;C-CO 170,7e 171.2 1707 e 1712 - 170.7
H;C-O - - 213

E . T
Espectro realizado em Piridina-ds
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Tabela 7: RMN de 'H (200Mhz) e °C (50,3MHz) da substancia 2. Obtidos dos espectros
2D ('Hx"C-COSY).

"HxPC-COSY-"Jcx

"Hx"’C-COSY-"Jca(COLOC)
2

C Sc St C S Jcn *Jen
12 12266 5.49(sl) 13 144.83 3H-27(8y 1.62)
3 70.01 4.43(sl) 4 43.90 3H-23(y 1.68)
5 50.17 1.85 14 4223 3H-27(8u 1.18)  3H-26(8y 1.02)
29 33.31 0.90(s) 8 39.47 3H-26(8;; 1.02) 3H-27(8u 1.18)
27 26.50 1.18(s) 10 37.56 3H-25(61 0.96)
23 23.85 1.62(s) 21 3429 3H-29(6n 0.90)
30 23.68 0.97(s) 29 33.31 3H-30(85; 0.97)

26 17.45 1.02(s) 20 30.01 3H-29(3y 0.90)

3H-30(8;; 0.97)
25 16.15 0.96(s) 15 28.34 3H-27(6n 1.18)
30 23.68 3H-29(5y; 0.90)

KBr -1
Tabela 8: V. v MEX (em=") das substancias 2 + 3.

ATRIBUICAO

ViRk(em1y

3500
2940
1710
1460
1380
1120

estiramento OH

estiramento CH(sp’)

estiramento C=0
deformacio CH,
deformagdo CH;
estiramento CO
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Tabela.9: Dados de RMN de “C (503 MHz Piridina-ds) de 2 Obtidos atraves dos
espectros totalmente desacoplados(PND) e DEPT (8 : 90 e 135° ) em CDCl; e TMS como
referéncia interna, comparados com modelos da literatura.

C 2 Mo-4 Mo-5 Mo-6
1 33.90 33.9 38.9 38.8
2 26.50 26.4 27.6 28.5
3 70.01 70.0 73.7 80.3
4 439 439 42.9 433
5 50.17 50.1 48.8 56.5
6 19.13 19.1 18.7 19.1
7 33.80 33.6 33.6 3306
8 3947 39.9 398 308
9 4812 48.1 48.2 483
10 37.56 37.5 373 373
11 24.10 24.0 23.8 24.1
12 122.66 123.0 122.7 122.7
13 144.83 144.1 145.0 145.1
14 42.23 42.0 422 422
15 28.34 28.1 28.4 28.5
16 23.85 23.5 23.8 23.8
17 46,50 47.0 46.7 46.8
18 42.04 41.9 42.0 42.1
19 46.71 46.1 46.5 46.6
20 31.01 30.8 31.0 31.0
21 34.29 34.0 343 343
22 3331 32.8 333 333
23 23.85 234 68.2 23.7
24 65.74 65.8 13.1 64.6
25 16.15 15.9 16.0 16.0
26 17.45 17.1 17.5 17.3
27 26.50 26.1 26.2 26.2
28 180.25 177.9 180.4 180.4
29 3331 33.1 333 333
30 23.68 23.7 2338 238
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V.3. Determinagdo Estrutural da Substéncia 4

O estudo de outras fragbes cromatogréficas da porcdo metandlica permitiu o
isolamento do é&cido 3o,190.-24-triidroxi-urs-12-en-28-6ico (4).

A estrutura deste triterpeno pentaciclico (4) foi identificada através da andlise dos
dados espectrais, principaimente RMN H (200 e 400 MHZ) e RMN 13C (50 e 100 MHz)
dos derivados metilado (4a) e do acetato do éster metilico (4b), envolvendo a comparacéo

dos dados de RMN 13C com valores descritos na literatura (Tabela 10, pég. 61).

R R! R?
4 H OH H
4a H OH CHs

4b Ac OAc CHs

A identificacdo de 4 foi feita de forma semelhante a de 2. Os espectros de RMN de
13¢ (100MHz) de 4a utilizando a técnica PND e DEPT (Fig 17, pag. 94) e espectro
totalmente desacoplado (Fig. 18, pag.95 e Fig. 19, pag.96), permitiram reconhecer 0s sinais
correspondentes a carbonos primérios, secundérios e terciarios e identificar 4 como um
triterpeno pentaciclico da série ursano tendo como impureza o derivado do é&cido ursdlico
(2b). O espectro de RMN de 1H a 400 MHz (Figs. 20, 21 e 22, pags. 97 a 99) de 4b mostrou

sinal do hidrogénio do grupo metoxi em dH = 3,61 ppm representado por um singleto, 4,94
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(sl, H-3), 5,28 (m, H-12) e os dubletes em 3,95 e 4,2(H-24). A presenca do acido 3o-OH-
ursolico (2b) é confirmada pelos sinais em 5,2 (m, H-12), 3,6 (H3C-O) e pelo sina do H-18
em 2,85 (dl). A intensidade do sinal em 4,9 revela a integracdo para maior quantidade de
H-3 do que o sinad em 5,2 (H-12) o que est4 de acordo com a mistura do 3o.-OH-acetilado.
O sinal em 2,6 (si) corresponde ao H-18 de (4b) devido & presenga do grupo hidroxila
ligado a0 C-19. Esta fung@o é confirmada pela presenga do sinal em 73,1 ppm do carbono
quaternario (Fig 17 e 19, pag. 94 e 96). Os sinais de CH em 70,6 e 137,95 ppm confirmam
a presenca de 2a na amostra analisada.

A tabela 10, pag 61( Figs. 23 e 24, pégs. 100 e 101) mostra a comparagdo dos
deslocamentos quimicos de 4 com os valores dos modelos descritos na literatura e confirma

a proposta do é&cido 3o, 190, 24-triidroxi-urs-12-en-28-6ico (4)

V.4. Determinacdo Estrutural da Mistura de Substancias (5a+6a)

R R
S H H
S5a Ac H
RO 6 H OH
([
RO 2 O 6a Ac OH
5 2
RO
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A andlise dos dados espectrométricos de IV( Fig. 25, pag. 102) e RMN lH e 13

C do
produto de acetilacdo da fracdo LAFMC 21A-2 e comparagdo com espectros dos
componentes identiticados (4a, 4b) acima permitiu a identiticacdo de 5a e 6a como
componentes de uma mistura. Estes constituintes correspondem aos derivados acetilados
das saponinas triterpénicas naturais 5 (acido 3(3-O-B-D-glicopiranosil-24-hidroxi-urs-12-en-
28-6ico) e 6 (&cido 3B-O-B-D-glicopiranosil-1%t,24-diidroxi-urs-12-en-28-6ico) que foram
identificados através da analise dos dados espectrométricos dos derivados acetilados 5a +
6a.

A comparagdo dos dados de RMN de 13

C da mistura (5a + 6a) com os valores
descritos na literatura para os écidos 24-hidroxiursolico e 24-hidroxipomdlico (Tabela 10,
pég.61) serviu para identificar a aglicona. Os deslocamentos quimicos em dH 90,6 e 102,9
no espectro de RMN de 130 (Fig 27, pag. 103) foram atribuidos ao C-3 (desprotegido) da

aglicona e um carbono anomérico de carboidrato, respectivamente. O espectro 2D (1H X
13C-COSY-lJc|-|) revelou as correlacbes dos sinais correspondentes aos carbonos C-3 (6¢
90,6) e o hidrogénio H-3 (6H 3.30, m), C-18 (dc 52.6 e 52.9) e 0 H-18 (6H 2.30,dl (5a), e
2.53, s (6a)) e do C-I' (d¢c 102.9) com H-1' (dH 4.50, d, J=9.0 Hz) (Fig 28 a 31,pag. 104 a
107, Tabela 11, pag. 62 ). O vaor da constante de acoplamento de 1' revela tratar-se de um
I'B-O-glicosideo e o deslocamento quimico do C-3 como um 3B-O-glicosideo. A

comparacdo dos deslocamentos quimicos dos CH do carboidrato com os valores da

literatura 22 Mo-8a, pag 61, (unidade de aglcar do iridéide) permitiu identifificar este

carboidrato como a 3, D-glicose.
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Tabela.10: Dados de RMN de *C (50.3 MHz,Piridina-ds) de 4a, 4b, 5 ¢ 6 Obtidos atraves
dos espectros totalmente desacoplados (PND) e DEPT (8 : 90 e 135° ) em CDCl; e TMS

como referéncia interna.

C 4a 4b 5 6 Mo-7 Mo-8 S5e6 Mo-8a
1 331 337 38.7 38.7 38.2 33.1 Glicose
2 25.1 26.2 279 252 275 252 C oc 3¢
3 70.6 73.35 90.6 90.6 80.7 70.6 i 102.9 08.18
4 420 422 470 470 425 427 2 72.7 72.16
5 495 50.8 554 50.5 55.7 495 3’ 73.4 73.81
6 18.5 18.2 18.0 18.0 18.3 18.7 4 68.8 69.61
7 32.9 32.7 326 32.8 33.0 329 5 73.0 73.17
8 40.0 40.5 40.2 40.2 393 40.0 6’ 664 62.86
9 474 476 476 47 4 474 47.1
10 36.8 37.0 36.6 36.6 36.5 36.8
11 237 237 234 239 234 237
12 129.1 129.0 125.7 129.1 125.2 129.1
13 138.0 138.0 137.8 137.8 137.6 137.9
14 396 395 41.8 41.8 41.8 41.1
15 28.1 279 29.6 279 299 28.2
16 256 237 245 258 24.0 255
17 478 477 47.8 478 479 479
18 53.2 531 52.7 524 52.7 53.2
19 73.1 73.6 38.9 76.9 38.9 73.1
20 41.1 414 38.7 40.9 38.7 41.1
21 269 276 30.5 273 30.5 26.0
22 374 36.5 36.6 373 365 374
23 21.7 215 223 15.3 224 21.6
24 66.4 65.7 66.5 66.5 64 .4 65.5
25 15.6 159 15.3 16.5 15.8 15.6
26 16.1 16.9 16.9 16.5 16.7 16.5
27 24.6 238 235 245 234 246
28 178.4 178.0 183.6 183.8 177.9 178.2
29 279 282 213 271 16.9 274
30 16.7 17.2 16.3 16.9 21.1 16.1
MeO-28 51.6 - - -
H:CCO - 21.9 - -
AcOQ - 171.0e 1712 - -
COOMe ¢ OAC
5 ¥
. OAc
HO Z-OA

Mo-8

OH
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C 8c 5a 8(; 6a SH(IJC}[) Sa Sly(lJcﬂ) 6a
1 38.7 38.6 - -
2 279 254 - -
3 90.6 90.6 3.2(m) 3.2(m)
4 41.04 41.04 - -
3 555 - 0.81 0.81
6 18.3 18.1
7 327 328
8 39.53 404
9 477 475 1.4(m) 1.4(m)
10 374 36.7
11 235 237
12 125.8 129.2 5.23(s) 5.34(s)
13 137.8 137.8 - -
14 41.9 419 - -
15 29.7 27.9 1.15(m) 1.15(m)
16 241 254
17 479 47.6 - -
13 529 52.6 2.28(m) 2.53(s)
19 39.1 732 0.9(m) -
20 397 41.08 1.20(m) 1.3(m)
21 30.6 277
22 36.7 374 1.6(m) 1.6(m)
23 219 154 0.90 0.90
24 66.6 66.6 3.8 ¢4.20(m) 3.8 ¢4.20(m)
25 15.5 16.4 0.90 0.94
26 16.6 16.1 0.94 0.94
27 235 24.6 1.3-1.04 1.3-1.04
28 183.6 183.8 - -
29 219 274 1.3-1.04 1.3-1.04
30 17.0 16.9 0.77-0.90 0.77-0.90
I 102.9 102.9 4.60(d) 4.60(d)
2 72.9 72.9 5.10(m) 5.10(m)
3’ 73.4 734 5.1-4.9(m) 5.1-4.9(m)
4 68.6 68.6 5.03(m) 5.03(m)
5’ 71.7 71.6 3.8(m) 3.8(m)
6’ 62.1 62.1 4.2(m), 4.0(m) 4.2(m), 4.0(m)
CH; 20.6-21.1 20.6-21.1 2.1-1.99(m) 2.1-1.99(m)
0-C=0 169.4-179.7 169.4-179.7 - -

A andlise detalhada do espectro 2D ('H x C-COSY) (Fig. 27, 28 e 30, pags. 103

b

104 ¢ 106) da fragdo e comparagdo com modelos da literatura (Tabela 10, pag. 61) permitiu

fazer as atribui¢des dos destocamentos quimicos dos hidrogénios de 5a e 6a (tabela 11,

pag. 62).
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A defini¢do da estereoquimica relativa de C-3 foi deduzida através de comparagoes
dos deslocamentos quimicos dos carbonos vizinhos a hidroxila (Tabela 12, pag. 63) com
modelos da literatura. ~ Esta comparagdo revela que os valores mais proximos sio os do
3B-0-,24-OH. Estas diferengas sdo resultantes dos efeitos exercidos pelos grupos sobre os

carbonos vizinhos conforme descrito no inicio deste capitulo®.

Tabela 12: Comparagdo dos deslocamentos quimicos de carbono de 5a/6a, 1,2, e7e
modelos da literatura para justificar a estereoquimica relativa de C-3, 4, 23 ¢ 24.

24 HO
HO
HO 5 HO
3 2~0OH
Mo-A Mo-8 w5 Moc
C Mo-A  Mo-B Mo-C Sa/6a 2 1 7
1 39,0 382 33,1 38,7 339 33.02 38.1
2 26,3 27,5 52,5 27.9 26.5 25.12 23.6
3 74,2 80,7 70,6 90,6* 70.04 76.14 80.9
4 438 425 42,7 41,0 43.9 39.55 37.8
5 48,0 55,7 49.5 55,5 50.17  48.87 55.3
10 37,1 36,5 36,8 37,4 37.56 36.97 36.8
23 65,5 224 21,6 21,9 23.85 28.28 28.1
24 12,7 64,6 65,5 66,6 65.77 2225 16.7
25 15,6 15,8 15,6 15,5 16.15 15.25 154

* valor do acetato.

Falv=a ﬁﬁwﬁ

5alba
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V.5. Determinacdo Estrutural da Mistura de Substancias 7+8

A andlise dos dados espectrométricos de IV ( Fig. 26, pag. 102) e RMN de 1H e de

1?’C do acetato da fracdo permitiu a identificacdo do é&cido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico em

mistura com o &cido 3B-hidroxi-olean-12-en-28-6ico. As estruturas destes triterpenos foram

13

deduzidas principalmente através da comparacdo dos dados de RMN de ~~C da mistura (7a

+ 8a) com os valores descritos na literatura para os é&cidos 3B-hidroxiursolico e 3j-

hidroxioleanolico (Tabela 13, pdg 66, Fig. 32 e 33, pags. 108 e 109) 18.

T =
~.
~,

H CH;
Ta Ac H CH;

8 Ac CH; H

O espectro de RMN 1H a 200 MHz (Fig.34, pég.110) de 7a + 8a mostrou sinal do

hidrogénio geminal ao grupo acetoxi em 6H = 4,47 ppm como um duplo dubleto (J= 7,78;
7,78 Hz). Isto sugeriu que o hidrogénio H-3 estd em posicdo axial e consegientemente o
grupo acetoxi estd em posigdo equatorial. O sinal do hidrogénio H-12 olefinico em J&H=
521 ppm se apresenta como um singleto largo. O espectro de RMN de 1H exibiu também

um dubleto (J= 10.56 Hz) como resultado do acoplamento com um Unico hidrogénio H-19,

centrado em OH = 2,7 ppm, caracteristico de H-18 de triterpendides tipo ursano de 7a O
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espectro de RMN 'H exibiu também um duplo dubleto como resultado do acoplamento
com dois hidrogénios H-19, centrado em 8y = 2,8 ppm, caracteristico de H-18 de
triterpenoides tipo oleanano de 8a. e em 8y = 2,02 ppm como singleto da metila do acetato,

no espectro (Fig 34, pag.110).
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Tabela.13: Dados de RMN >C (50.3 MHz, CDCl3) de 7 ¢ 8 Obtidos atraves dos espectros
totalmente desacoplados (PND) e DEPT (0: 90 ¢ 135° ) em CDCl3 e TMS como referéncia

interna.
C 7 Mo-9"™® 8 Mo-10"
1 38.1 38,5 38.00 38,9
2 23.6 27.4 23.10 273
3 80.9 78,7 80.75 78,3
4 378 38,7 36.57 38,8
5 553 55,2 5222 55,4
6 18.2 18,3 17.90 18,4
7 328 32,6 32.62 33,0
8 392 393 3926 39,9
9 475 47.6 4724 475
10 36.8 37,0 3749 37,1
11 233 23,1 23.46 16,9
12 1253 1221 125.48 125.4
13 143.7 143.4 137.76 138,3
14 418 41,6 41.61 42,0
15 277 27,7 3041 28,8
16 235 23.4 2381 243
17 46.5 46.6 47.73 48,1
18 413 41,3 55.08 52,8
19 459 45,8 3881 392
20 30.7 30,6 38.65 38,3
21 338 33,8 2791 30,9
22 32.4 32.3 36.73 36,7
23 28.1 28.1 2791 283
24 16.7 15,6 16.55 15,6
25 15.4 15,3 16.90 15,8
26 16.8 16,8 15.38 16,9
27 259 26,0 23.46 27,5
28 184.0 181,0 184.29 177,8
29 33.1 33,1 16.92 23,6
30 23.7 23,6 21.15 21,2
CcO 1711 - 171.89 -

CH3 213 - 21.08 -
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V.6. Determinacdo Estrutural das Substancias 914 a 1014

O espectro de RMN de 1H de 9 + 10 apresenta sinais de hidrogénios aromaticos em
OH 6.48(s), 6.33(dl), 6.26 (dl), 6.08(s) e 6.01(s) (Fig 35 e 36, pags. 111 e 112) e dois sinais
de hidrogénios em ponte com a carbonila (6H 12.76 e 12.68). Estes valores de
deslocamentos quimicos permitem sugerir a estrutura parcial abaixo cujos deslocamentos
guimicos de hidrogénios aromaticos sdo compativeis para 0 sistema benzopiran-4-ona

constituindo a estrutura das cromonas, como mostrado abaixo no Mo-D e Mo-E.

6.26 (sl)
6.33 (s) ou

Mo-D Mo-E

Os sinais em oH 2.66 (t, 8.4 Hz) e 2.57 (t, 8.0 Hz) correspondem a hidrogénios de
CH», dlilicos que podem ser atribuidos ao carbono da cadeia alquilica R. Os sinais
adicionais em 6H 1.73 (m), 1.19 (m) e 0.89 sdo compativeis com a cadeia normal do grupo

R. A localizacdo desta cadeia em C-2 é proposta com base nos sinais de acoplamento a
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duas e trés ligagOes observadas no espectro 2D (HMBC) entre os H dos tripletes citados

acima e os carbonos 2 (dc 172.1) e 3 (107.9) [Fig. 56, pag 130].

Os espectros de RMN de 13C ((PND, Fig 37, pg. 113 e DEPT, Fig 38, pag. 114)

apresentam sinais de C e CH que estdo de acordo com as estruturas parciais acima. Esta

deducdo pode ser confirmada comparando os deslocamentos quimicos de carbono-13 de 9

+ 10 com o modelo Mo-11

20

na Tabela 14 abaixo).

Tabela 114: Comparacdo dos deslocamentos quimicos de carbono de 9 + 10 e modelo Mo-

11 da Iiteraturazo.

C CH
1576 170.5 108.3
1583 170.6 107.8
1605 1824 993
162.3 182.6 940
162.5

Para confirmar o padrdo de oxigenacdo do anel aromético e o numero de hidroxila

ndo quelada, a fracdo foi metilada com diazometano e foram obtidos os ésteres metilicos.

Os espectros de RMN de 1H (Fig 39, pag. 115) apresentaram sinais em 6H 12.8 e 12.7 (HO

em ponte), e cinco sinais de hidrogénios aromaticos com feicbes compativeis com as

estruturas parciais Mo-D e Mo-E 6H 6.01 e 6.06 (s, H-3), 6.42 (s, H-6 ou H-8), dois



69

dupletos 6.32 e 6.33 (d, 2.0 Hz) e dois singletos em 3.86 e 3.95 correspondentes a duas
metoxilas. A auséncia de sinais de OCH3 nos espectros de RMN de 1H de 9 + 10 (Fig. 36,

pag. 112) revela que ha duas hidroxilas fendlicas livres.

Estes dados corroboraram com o esqueleto cromona na amostra. O espectro 2D
(1H-1H-COSY, Fig 41 e 57, pag 117 e 131) revela os acoplamentos entre os dupletos

arométicos e entre os hidrogénios da cadeia alifética.

Os espectros de RMN 13

C do éter metilico (Fig 42, pag. 1118) possui sinais que
confirmam a presenca de dois grupos metoxilicos aromaticos e sinais de CH em 108 x 2,
979, 957 e 924. A deducdo da multiplicidade destes carbonos foi verificada pela
intensidade dos mesmos e pelos sinais de interacdo 1JcH, revelados no espectro 2D (1H-13C-
COSY, HMQC) do derivado (Fig. 43, pag. 119). Os cdaculos dos deslocamentos quimicos
da cromona com cadeia alifética, usando o programa ACD II, forneceu a Fig. 44, pag 120,
cujos valores foram comparados com os da substdncia metilada e com o modelo Mo-1219
para fazer as atribuicbes dos deslocamentos quimicos de carbono do éter metilico 9a
(Tabela 15, pég.71). Verificou-se que sobravam valores de deslocamentos quimicos
proximos aos atribuidos a 9a Esta observagdo conduziu a deducdo da presenca de uma

1,13

mistura de cromonas na amostra. A interpretacdo dos espectros 2D, “H-""C-COSY, HMBC

2,3

[(Fig. 43, 45 a 48, pags. 119, 121 a 124) (7“JcH)] permitiu confirmar as atribuicbes do

componente 9a (tabela 16, pdg 72) e identificar os valores que sobravam para serem
atribuidos ao outro componente: Os valores de 6C 182.0, 170.5, 158.1,106.0 e 6CH e 108.0 e
92.4, que estdo ligados aos hidrogénios em SH 6.43 (s) e 6.01 (s), dos sinais de OCH3 (6c

56.7 e 0H 3.9) e um sinal triplo en 2.6 de CH2 ligado ao carbono 2 (outra cadeia alquilica).
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Isto fez confirmar a proposta da existéncia de mistura de cromonas na amostra identificados
como 9 e 10 e os ésteres metilicos como 9a e 10a. Os sinais que sobraram foram atribuidos
a0 componente 10. Os sinais restantes sdo compativeis com a estrutura 10a gque possui um
grupo em C-6 ainda ndo definido (Fig 49, pag 66). A possibilidade de propor um dimero
foi descartada porque h& cinco H aromaticos e duas metoxilas e, entretanto, no acoplamento

das unidades restaria um substituinte.

A andlise adicional do espectro de RMN de 13

C e HMQC de 9 + 10 (Fig. 37, 38, 40
e 51 pags. 113, 114, 116 e 125) serviu para verificar a presenca de sinais compativeis com a
cromona natural (9) e verificar os valores dos sinais restantes para 0 outro componente

(10). A tabela 16 (pag 72) mostra a relagdo dos deslocamentos quimicos dos C, CH, CH, e

CH3 de 9 e os restantes que devem ser atribuidos a 10.

O-H O
{iHé.oz
O 0~ S 8¢ 109.1

N

8y 6.32 Oc89.3

9a Mo-12
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Tabela. 15: Atribui¢do dos deslocamentos quimicos de 9a comparados com valores da

literatura (Mo-12"").

C 8(‘, 8”(].](;11) 811(2’3.]'(1}{) 811 calculado 8c Mo-12 8[;
2 171.0 - H-1" ; H-3 1751 167.9 -
3 108.0 6.006(s) H-1° 104.6 1071 6.02
4 1824 - - 181.9 188.3 -
5 160.0 - H-O 156.4 159.1 -
6 978 6.32(d,2.0Hz) H-O 97.9 108.8 -
7 1653 - OCH; 1653 166.6 -
8 954 6.35(d,2.0Hz) - 91.7 893 6.33
9 1615 - - 161.4 1573 -
10 104.0 - H-O, H-3 103.9 105.9 -
1’ 34.2 2.56(t) - 37.8 -
2’ 26.7 1.7 22.5 -
(CHy) 31.9,29.7,22.0 1.24 31 -
CH; 14.1 0.88 26.7
OH 12.7 14.1
OCH; 55.6 3.86 558

dc¢ Ocn On

- 108.0 6.01
170.5 957 6.42
160.6 56.7 3.9
158.1 12.8
106.0

Fig. 49 : Estrutura e dados de RMN de 'H e " Cpropostas para 10a.
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Tabela 16: Valores de 6 para C, CH, CH, e CHj atribuidos para a cromona natural 9 e os

valores restante para 10.

9 9+ 10 10

C CH On d¢ ou C CH On
182.5 108.3 6.09 14.1 2.55 1823 107.9 6.01 (s)
170.52 993 6.26 342 2.67 170.5 99 6.49(s)
162.5 94.0 6.32 340 1623 127
160.5 319 157.3
158.2 29.7-28.9

105 26.7 106.0

227

O espectro de massas com técnica FAB (matriz NBA) de 9a + 10a forneceu os

picos de massa/carga em m/z 233, 219, 177 e 167 (Esquema 11, pag. 76) que confirma a

presenca da estrutura parcial proposta inicialmente. O valor m/z 640 é compativel com a

forma molecular Ca2H7204 que ap6s a subtracdo de CioH7O4 (cromona) resta Cs2Hes que

corresponde a cadeia dotricontila ligada a C-2 (Fig. 49 pag. 71). Este valor de massas e 0s

picos em m/z 626, 612 e 598 (que diferem do anterior em 14, 28 e 42 unidades,

respectivamente, Esquema 11, pag. 76) foram atribuidos a quatro componentes na amostra

93, e 9a, 9a, e 93, caracterizados como 5-hidroxi-7-metoxi-2-dotricontil-cromona, 5-

hidroxi-7-metoxi-untricontil-cromona, 5-hidroxi-7-metoxi-tricontil-cromona e 5-hidroxi-7-

metoxi-2-noneicosil-cromona, respectivamente. Pode-se assim definir as estruturas das
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cromonas naturais 9, (5,7-diidroxi-2-dotricontil cromona), 92 (5,7-diidroxi-2-untricontil-

cromona), 93 (5,7-diidroxi-2-tricontil cromona) e 9, (5,7-diidroxi-2-noneicosil cromona).

A diferenca de 34 unidades entre os picos adicionais (m/z 674, 660, 646 e 632)
revelados no espectro de massas (fig.52 e 53, pag. 126 e 127) e os vaores do M* de 9a,
(640), 9a, (620), 9a; (612) e 9a, (598) permitiu propor um aomo de cloro na unidade da
cromona 10a. Esta proposta € confirmada pela presenca dos picos m e m+2 (na relagdo
3:1) de cada pico adicional que corresponde aos ions tiagmentérios contendo os is6topos
CI® e C1¥. Os picos em m/z 253/255, 239/241 e 267/269 correspondem aos ions

fragmentérios de 10a (Esquema 11, pag 76).

Para confirmar esta proposta utilizou-se os modelos Mo-13 e Mo-14 (Fig. 50, pég

74) descritos na literatura® para comparar os valores dos deslocamentos quimicos de
carbono atribuidos a 10a (Fig. 49, pag 71). O valor em &c 106.0 (C) pode ser atribuido ao
C-6 que sustenta o cloro. O valor em 85c 95.7 corresponde a um carbono ligado ao H
aromético (63H 6.4 s), Fig 51 (pag. 125) e é compativel com C-8 (modelo Mo-13 e 14). Os
demais valores de 6c 182.5, 170.5 e 158.1 e 6cH em 107.9 (correlacionados com H-3, &H
6.01) sdo adequados para a estrutura proposta para 10a. O deslocamento quimico de C-10
esta ausente no espectro de 9a + 10a, e entretanto, o espectro de RMN de 13C de 9 + 10
(Fig. 37, pag. 113, Tabela 17, pag. 75) possui dois valores ¢ 106.0 e 105.0 (protegidos)
que correspondem a estes carbonos das cromonas naturais. O valor em 6cH 99.3 (Fig 51,

54, 55 e 56, pags. 125, 128, 129 e 130) pode ser, também, atribuido ao C-8 de 10, em

analogia a0 modelo Mo-13 (pég. 74).
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cloro-2-untricontil cromona), 103(5,7-diidroxi--6-cloro-2-tricontil cromona) e 104 (5,7-

diidroxi--6-cloro-2-noneicosil cromona).

Tabela 17: valores de deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio de 10, 10a, 9 ¢ 9a.

10 10a 9a
C 8c S 8c Su 8¢ Su 8¢ S
2 170.5 - 170.0 - 170.52 - 171.0 -
3 1079  6.01(s) | 108.0 6.1 108.3 6.09(s) 108.0 6.06(s)
4 182.3 - 182.4 - 1825 - 182.4 -
5 | 1623 - 160.6 - 160.5 - 160.0 -
6 106.0 - 104.0 - 993 6.26 978  6.32(d, 2Hz)
7 157.6 - 158.1 - 158.2 - 165.3 -
8 99.3 6.48(s) 95.7 6.42 94.0 632(s) 924  6.35(d, 2Hz)
9 162.5 - 160.7 - 162.3 - 161.5 -
10 106.0 - - - 105.0 - 104 -
I 34.1 2.55 34.1 2.6 342 2.55 342 2.55(t)
2 26.7 1.74 26.7 1.7 26.7 1.74 26.7 1.7
CH, 22.7 227 1.24 227 22.0 1.24
CH, |297289 124 |297-287 - 29.7-28.9 124 | 319297 ;
CH; 14.1 0.86 14.1 0.89 14.1 0.86 141 0.89
OCH; - - 56.7 3.95 - - 55.6 3.86
OH 12.8 - 12.8 - 12.7 - 12.7
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Esquema 11: Interpretagdo do espectro de massas (FAB matriz NBA) dos derivados

metilados 9a e 10a.

10a
9a
n FM M’ n FM M/ M+2 (3:1)
9a;: 32, C4oH7,0,, 640 10a;: 32, C4,H;,0,CL  674/676
9a,: 31, CqiHyyO,, 626 102, 31, C4HgO,CL  660/662
9a3: 30, C4HeO4 612 10a3. 30, CqoHgO4CL,  646/648
934: 2(), C39H6()O4’ 598 1034—: 29, C39H65O4CL 632/634
O-H O QH O
Cl__ /”;L_\ /'
m/z 233 (6) I ﬂ H C3H204C1
o o Me()/m\;::;/ N (),*\\/\ . m 12267 (3) C135
' ' 269 (1) 1’
O-H O OO

ca_ LI
Z Ci2H110, ‘/ T u C,H,40,C1
N | ; I . we20G7) My T Ny T mi2253 (12) CF

255 (4) CP’

. O-1 O
O-11 Cl
~ C13H,,0,C1
/QU\ m/z 177 (5) MeO o Ny mlz267(3)CP
MeO 07 T 269 (1) ¥’
O-11

@i C7H704
MeO oH m/z 139 (37)
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VI. Conclusdo

Este € o primeiro estudo fitoquimico das folhas de Licania arianeae, espécie da
familia Chrysobalanaceae. Foram isoladas das folhas de Licania arianeae seis triterpenos
pentaciclicos, duas saponinas, oito cromonas, sendo quatro ndo-cloradas e quatro cloradas.
Quatro dos triterpenos isolados possuem a caracteristica incomum de apresentarem um
grupo hidroxila no carbono C-3 na posicdo a. Também foram isoladas novas saponinas e o
&cido epipomolico com hidroxila em posicdo o, que ndo foi encontrado na literatura. As
cromonas isoladas sdo inéditas e como o trabalho foi realizado com folhas as cromonas
cloradas podem ter sido sintetizadas por fungos, j4 que a literatura cita que fungos podem

elaborar substancias cloradas e ndo cloradas.
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Fig. 3: Espectro de RMN de °C (50,3 MHz, CDCl;) DEPT (0: 90 e 135°) da substancia 1.
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