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RESUMO

Vellozia graminifolia (Velloziaceae) foi coletada na Chapada da Diamantina,
em Minas Gerais, e identificada pela professora Nanuza Luiza de Menezes do
Instituto de Botanica da Universidade de Sdo Paulo (IB-USP). O estudo fitoquimico
do extrato hexanico, obtido a partir de caule, raizes e bainhas de folha, conduziu ao
isolamento e a identificacdo de uma mistura de alcanos alifaticos (1a, 1b e 1c), uma
mistura de triterpenos pentaciclicos [lupenona (2a), P-amirona (2b), a-amirona (2c)
e lupeol (2d)], dos flavondides monoisoprenilados 3,5-dihidroxi-3',4'-dimetoxi-
6,7:2,1-[2-(1-metiletenil)furo] flavona (3), 5-hidroxi-3,3',4'-trimetoxi-6,7:2,1-[2-(1-
metiletenil) furo] flavona (3a) e do diterpeno é&cido 3p-hidroxilabd-8(17)-en-15-6ico
(5). O extrato em acetato de etila forneceu uma mistura dos flavondides
monoisoprenilados  3,5,3',4'-tetrametdxi-6,7:2,1-[2-(1-mefiletenil)furo]  flavona (4) e
4'-hidroxi-3,5,3"-trimetoxi-6,7:2,1-[2-(1-metiletenil)furo] flavona (4a).

As estruturas destas substancias naturais foram determinadas com base em
dados espectrais, incluindo experimentos de RMN-2D, e em transformacdes

quimicas. A estereoquimica relativa do diterpeno 5 foi determinada por NOESY.
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O flavondide monoisoprenilado 3 é descrito aqui pela primeira vez como um
composto natural, sendo seus derivados 3-éter metilico (3a) e 3,5-diéter metilico (4)
e o flavondide 4a, também monoisoprenilado, conhecidos. O diterpeno da série
labdano (5) € registrado pela primeira vez em Velloziaceae.

Através da aplicacdo da cromatografia gasosa de ata resolucdo acoplada a
espectrometria de massas computadorizada (CGAR-EM-C) foi possiivel caracterizar,
no extrato hexanico de Vellozia graminifolia, a presenca de compostos triterpénicos
comuns no género Vellozia.

O emprego da CGAR a altas temperaturas acoplada a espectrometria de
massas mostrou toda a potencialidade desta técnica, como método analitico
alternativo, para a identificacdo de compostos flavonoidicos, mesmos estando estes

em mistura.
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ABSTRACT

Vellozia graminifolia (Velloziaceae) was collected at the Chapada da
Diamantina, State of Minas Gerais, and identified by Professora Nanuza Luiza de
Menezes of the Instituto de Botanica da Universidade de S&o Paulo (IB-USP). The
investigation of the hexane extract of the roots, stems and pods led to the isolation of
a mixture of aliphatic alkanes, a mixture of pentacyclic triterpenes (lupenone, a-
amirone, p-amirone and lupeol), monoisoprenylated flavonoids 3,5-dihydroxy-3',4'-
dimethoxy-6,7:2,1-[2-(1-metyletenyl)furo] flavone, 5-hydroxy-3,3',4'-trymethoxy-
6,7:2,1-[2-(1-metyletenyl)furo] flavone and of the diterpene 3B-hydroxylabd-8(17)-
en-15-oic acid. The ethyl acetate extract furnished a mixture of the
monoisoprenylated  flavonoids  4'-hydroxy-3,5,3-trymethoxy-6,7:2,  I-[2-(1-methyl
ethenyl)furo] flavone and 3,5,3,4'-tetramethoxy-6,7:2,1-[2-(1-methyl  ethenyl)furo]
flavone.

The structural determination of these natural products was made on the basis
of spectral data, including 2D-NMR techniques such as the !H-Detected

Heteronuclear Multiple-Quantum Coherence (HMQC), H-Detected Multiple-Bond
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Heteronuclear Multiple-Quantum Coherence (HMBC) and Nuclear Overhauser
Effect Spectroscopy (NOESY), together with the aid of chemical analysis.

To the best of our knowledge, 3,5-dihydroxy-3',4'-dimethoxy-6,7:2,1-[2-(1-
metyletenyl)furo] flavone is hitherto unreported as a natural product. The diterpene
of the labdane series was identified for the first time in Velloziaceae family.

The use of high resolution gas chromatography coupled to mass spectrometry
allowed to observe the presence, in the hexane extract of Vellozia graminifolia, of
triterpenes common to the Vellozia genus.

The use of HRGC at high temperatures coupled to mass spectrometry proved

to be useful as an aternative method for the identification of flavonoids in mixtures.
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INTRODUCGCAO

1.1 Quimica de produtos naturais

O avanco da tecnologia o surgimento de novas moléculas de interesse
comercial, as mudancas nos principios éticos e, principalmente, o grande potencial
biolégico com seu quimismo dindmico controlando a convivéncia dos organismos
vivos das florestas tropicais sdo alguns dos motivos que fazem da Quimica de

Produtos Naturais uma promissora &ea de intensa atividade cientifical.



Esta ciéncia sustenta-se evolutivamente em disciplinas basicas como a selegcdo
e colecdo de plantas, técnicas de isolamemo, métodos de elucidacdo estrutural,
principios de evolugdo bioldgica, semissintese e caminhos de biossintese, que podem
ser melhor entendidos e/ou acompanhados através de revistas especializadas, tais
como: Phytochemistry, Journal of Natural Products, Natural Product Reports,
Phytochemical Analysis, Natural Product Letters, Phytotherapy Research, Thai
Journal of Phytochemistry e a International Journal of Pharmacognosy. Revistas de
renome tradicionais como Phytochemistry e Journal of Natural Products’ vem
constantemente aumentando o enfoque sobre a atividade farmacolégica de Produtos
Naturais. Por exemplo, em 1984, o Journal of Natural Products publicou em seis
numeros, 1088 péginas, sendo que, em 1994 foram doze numeros contendo 1787

paginas sobre o assunto, bem como, a avaliagdo biologica de plantas medicinais

publicadas em cada ano?.

As estratégias cientificas para 0 estudo e pesquisa de produtos naturais tem
sofrido, nas Ultimas décadas, mudancas substanciais?. Uma das mais importantes
diretrizes concentra-se no desenvolvimento de novas moléculas com propriedades
terapéuticas, pois a natureza tem sido para o homem, ao longo de sua existéncia,
uma fonte essencial no fornecimento de agentes medicinais usados no tratamento de
diversas doencas. Na lista seleta de drogas essenciais da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 11.1% das 252 drogas incluidas em 1985 foram produzidas a partir de

fontes vegetais. Este percentual representa um numero insignificante diante das



aproximadamente 600.000 espécies existentes no planeta Terra, aonde apenas 10%
tiveram algum tipo de estudo cientifico, seja do aspecto quimico ou farmacoldgico®.

O desenvolvimento de novas técnicas cromatogréficas para o isolamento e
espectroscopicas para determinacdo estrutural de produtos naturais, tem facilitado
significativamente as investigacbes fitoquimicas. Algumas técnicas vem sendo
aplicadas com sucesso no estudo de extratos considerados complexos, revelando
grande habilidade nos processos de separacdo e purificacdo de seus constituintes.
Podemos citar como exemplo, a cromatografia de gotas em contra-corrente (CGCC),
a eletroforese capilar (EC), a cromatografia de rotagdo locular em contracorrente
(CRLCC), a cromatografia de particdo centrifugal (CPC) e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE).

As pesquisas em produtos naturais enfrentam também o desafio da elucidacdo
estrutural dos produtos bioproduzidos pelo metabolismo secundério. As técnicas
bésicas para esta tarefa continuam sendo as mesmas dos Ultimos quinze anos. UV,
IV, RMN de 'H e 13C, EM, raios X, rotagdo 6tica e dicroismo circular. O que
mudou, principalmente como resultado da revolugdo dos programas computacionais,
foi o nivel de automatizacdo e de sofisticacdo dos equipamentos, proporcionando a
utilizacdo de novas técnicas experimentais. Neste contexto, a ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN 13C) alcancaram progresso
substancial, permitindo a aplicacéo de experiéncias uni-(1D) e bidimensionais (2D),

tais como: Hx'H-COSY, Hx!H-DQF-COSY, HOHAHA, HxH-NOESY, ROESY,



Hx13C-cOSY-1Jey, HMQC, HMBC, FLOCK, selective INEPT, COLOC e
INADEQUATE?,

Outra metodologia que vem sendo largamente aplicada na caracterizacdo de
classes de compostos € a cromatografia gasosa de alta resolucdo acoplada a
espectrometro de massas, envolvendo a coinjecdo com padrBes adequados e colunas
de polaridades diferentes. Rapidez, economia de tempo e a deteccdo de compostos
em baixa concentracdo numa amostra, no qual seria pouco provavel o isolamento por
métodos fitoquimicos convencionais, sdo algumas das vantagens oferecidas por este
método® .

Para se ter uma idéia da versatilidade desta metodologia, podemos citar como
exemplo a aplicacdo da CGAR na minuciosa investigacdo de alcaldides terciarios em
espécies do género Strychnos obtidas em diversos herbérios. A sensibilidade da
técnica permitiu detectar em uma Unica folha seca (183 mg) de S. nux-vomica,
coletada em 1675, 2.2 mg de acaldides tercidios. Destes alcaldides, 10 foram
identificados por este método juntamente com a comparacdo de suas caracteristicas

espectrais (UV e EM) com padrbes auténticos, anteriormente isolados do género

Strychnos®.



Velloziaceae

Velloziaceae € uma familia de monocotiledéneas com aproximadamente 270
espécies vegetais em forma de arbustos e ervas perenes, apresentando capacidade
vital para habitar solos arenosos e rochosos submetidos a alta incidéncia solar e
pouca agua. As plantas desta familia sdo encontradas em Madagascar, Africa e
principalmente, no Brasil, sendo a Serra do Cip6 e a Chapada da Diamantina (MG)
9,10

0S seus principais centros de diversidad

Uma ampla discussdo tem sido feita sobre as limitacbes de seus géneros e

subfamilias. Numa série de estudos sobre a morfologia floral e anatomia foliar,



Menezes'h12 divide a familia Velloziaceae em duas subfamilias; Vellozioideae e
Barbacenioideae. Neste sistema a subfamilia Vellozioideae apresenta dois géneros:
Vellozia (flores com nove ou mais estames e sem coroa) e Xerophyta (flores com
seis estames e sem coroa), a subfamilia Barbacenioideae, apresenta-se constituida
por quatro géneros: Pleurostima, Aylthonia, Burlemaxia e Barbacenia (flores de seis
estames e coroa). Esta classificacdo difere da de Smith e Ayensu'®!% que
consideram Vellozioideae com os géneros Vellozia e Nanuza e Barbacenioideae com
0S géneros Barbaceniopsis, Talbotia, Xerophyta e Barbacenia.

A utilizacdo de marcadores quimiotaxondmicos tem contribuido para a

classificacio de Velloziaceae. Pesquisa realizada com 99 espéciest®

mostrou que
68% continham flavondis O-glicosilados e 48% flavonas C-glicosiladas, sendo que a
subfamilia Vellozioideae bioproduz muito mais flavonas no estado livre do que
glicosiladas, esta caracteristica a distinguiu da subfamilia Barbacenioideae.
Entretanto, espécies de Vellozia e Xerophyta apresentaram padrfes flavonoidicos
semelhantes, revelando-se de acordo com a classificacdo de Menezes. A presenca de
alcanos na superficie foliar de 110 espécies16 de géneros diferentes confirmaram o
restabelecimento de Pleurostima e a formagdo de Burlemaxia, mas ndo atingiu
suporte para o reconhecimento de Xerophyta de Vellozia e Aylthonia de Barbacenia.
O restabelecimento do género Pleurostima também é proposto em outro trabalho®’

com base em um distinto grupo de espécies da subfamilia Barbacenioideae sensu

Menezes. Dentro deste género uma nova seccdo € proposta: seccdo Graziela.



1.2.1 Flavonoides em Velloziaceae

A pesquisa de flavondides na familia Velloziaceae comegou em 1987 com o
isolamento do biflavon6ide amentoflavona de Xerophyta plicatalg. Este tipo de
flavondide € raramente encontrado em monocotileddneas. Estas evidéncias serviram,
provavelmente, como estimulo adicional para Harborne e colaboradores a
investigarem com mais detalhe a presenca destes compostos na familia Espécies de
diversos géneros foram submetidas a investigacdo onde se fez, além da deteccdo de
compostos inéditos, a utilizagdo dos mesmos como marcadores quimio.'t,sistemé\tico15
na familia Velloziaceae!®?4,

Entre os anos de 1992-1994 foram isolados 50 novas flavonas e 62 novos
flavonGis de fontes vegetais, sendo que 22 destes flavondides (20%) foram

encontrados em espécies pertecentes a familia Velloziaceae®

. O género Vellozia
vem se destacando nas variagOes destes compostos, onde pode-se destacar, seis C-
metilflavondis 19-23 [Tabela 1] (pag. 9), trés flavonois prenilados 19-21 [Tabela I1]
(pag. 10) e treze diidrofuroflavoncis!®2%2224  dos quais trés também sio C-metilados
[Tabela 111] (pag. 11).

A familia Velloziaceae é sem divida uma nova fonte de flavondis prenilados,

sendo que esta classe de flavonGides é encontrada com mais frequéncia em

dicotiledbneas, onde se destaca a familia Leguminosae.



1.2.2 Terpendides em Velloziaceae

O estudo quimico de espécies da familia Velloziaceae, pertecentes a flora
brasileira, iniciou-se em 1976 no Nuacleo de Produtos Naturais da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, sob a coordenacdo do Prof. Angelo da Cunha Pinto. Este
estudo resultou, até o momento, no isolamento e caracterizacdo de 160 novos
diterpenos, distribuidos entre nove diferentes esqueletos [Esquema 1]%°9 (pag. 13),
e 30 triterpenos distribuidos em seis diferentes séries [Esquema 2]°6%? (pag. 14).

A partir destes compostos foi possivel estudar a reatividade quimica de di e

triterpenose3, analisar  detalhadamente as fragmentacbes caracteristicas de

6

isopimaranos oxigenados no carbono C-7 por espectrometria de massas®®, discutir os

efeitos causados pela introducdo de grupos substituintes no deslocamento quimico
de carbono-13 de diterpenos com esqueleto pimaran065, entre outros. A ampla
distribuicio de compostos terpenoidicos na familia Velloziaceae contribuiu,

também, para a formacdo de um vasto banco de padrbes usados na técnica da

coinjecdo em CGAR juntamente com colunas de diferentes polaridades%.



TABELA I

C-metilflavondis identificados na familia Velloziaceae,

no periodo entre 1992-1994

6-C-metil-3-O-metilquercetina (i) Vellozia phalocarpa
8-C-metil-3,6,7-tri-O-metilcanferol (ii) Vellozia nanuzae
8-C-metil-3,6,7-tri-O-metilquercetagetina (iii) V. lilacina e V. aff. epidendroides

8-C-metil-3,6,3’-tri-O-metilquercetagetina (iv) V. nanuzae
8-C-metil-3,6,7,3 -treta-O-metilquercetagetina (v) V. aff- epidendroides

8-C-metil-3,6,7.4’-treta-O-metilquercetagetina (vi) V. nanuzae e V. phalocarpa

OR,

R R, R, R, R,
) Me H H OH H
(i) OMe Me Me H H
(i) OMe Me Me OH H
(iv) OMe H Me OMe H
(v OMe Me Me OMe H
(vii OMe Me Me OH Me
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TABELA 11

Flavonois prenilados identificados na familia Velloziaceae,

no periodo entre 1992-1994

6-C-prenil-3,8-di-O-metilherbacetina (vii) V. aff. scoparia
6-C-prenil-3-O-metilquercetina (xiii) V. coronata
6-C-prenil-3,7-di-O-metilquercetina (ix) V. coronata

R R, R,
(viil OH OMe H
(vii) H H OH

(ix) Me H OH
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TABELA 111

Furoflavonois identificados na familia Velloziaceae,

no periodo entre 1992-1994

2”-Isopropenildihidrofurof{4”,5”:6,7]canferol (Vellocanferol) (x)

V. stipitata e V. streptophylla
3-O-metil-2"-Isopropenildihidrofuro[4”,5”:6,7]canferol (xi)

V. stipitata e V. streptophylla
3.4’-di-O-metil-2"-Isopropenildihidrofuro{4”,5”:6,7]canferol (xii)

V. stipitata e V. streptophylla

3,5-d1-O-metil-2”-Isopropenildihidrofuro[4”,5”:6,7]canferol (xiii) V. stipitata
Velloquercetina (xiv) V. stipitata e V. streptophylla
4’-O-metilvelloquercetina (xv) V. stipitata e V. streptophylla
3.3’-di-O-metilvelloquercetina (xvi) V. stipitata e V. streptophylla
3.,3’,4’-tri-O-metilvelloquercetina (xvii) V. stipitata e V. streptophylia
3-O-metilvelloquercetina (xviii) V. stipitata
3,5,3’-tri-O-metilvelloquercetina (xix) V. stipitata
8-C-metil-3,5-di-O-metilvellocanferol (xx) V. stipitata
8-C-metil-3-O-metilvelloquercetina (xxi) V. stipitata

8-C-metil-3,5,3’-tri-O-metilvelloquercetina (xxii) V. stipitata
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ESQUEMA 1

Esqueletos diterpénicos isolados de Velloziaceae

sediiocdiiec’s

isopimarano rosano ent-caurano

5 o o

clerodano tetra-nor friedo-labdano cleistantano

B b

totarano estrobano

o g

eunicelano barbacenano
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ESQUEMA 2

Esqueletos triterpénicos isolados de Velloziaceae

damarano
eufano

oleanano | l friedelano
E j ursano ; { taraxerano

; { hopano E j: ; lupano
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CONSIDERACOES
BIOSSINTETICAS

As consideragdes biossintéticas incluidas neste estudo foram feitas,
resumidamente, a partir dos seguintes livros textos. Natural Product Chemistryso,
Introduction to Plant Biochemistry81 e Organic Chemistry of Secondary Plant

Metabolism82.
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1.3.1 Flavondides monoisoprenilados 3, 3a, 4 e 4a

A biossintese de flavondides € a Unica em que os dois anéis arométicos
originam-se de diferentes rotas biossintéticas. O residuo fenilpropano (anel B e Cy3 €
4) deriva do acido p-cumarico, formado através da via chiquimato, enquanto o anel A
€ oriundo da via acetato [Esquema 3] (pag. 19).

Experimentos isotopicos mostram que diidroflavondis (Flavanonas) sdo
provavelmente precursores dos flavondis. O Esquema 4 (pag. 20) indica as reacOes

basicas para a formacdo dos flavon6ides monoisoprenilados 3, 3a, 4 e 4a partindo de

uma flavanona.

1.3.2 Terpendides

Em 1887 Wallach propdés a "regra do isopreno” para a formacdo de
terpendides. Esta regra, na esséncia, iniciou-se devido a observacdo de ligacbes do
tipo C-isopreno nas estruturas de muitas substéncias de ocorréncia na natureza. Esta
hipétese foi afastada e a regra foi estendida por Ruzicka que desenvolveu a regra
biogenética do isopreno e propds que todos os terpendides sdo sintetizados de um
precursor comum chamado ‘isopreno ativo'. Isto tornou-se uma realidade
bioquimica quando Lynen identificou esta substdncia como sendo o AS-isopentenil

pirofosfato (IPP). O percursor do IPP é o é&cido (3R)-mevalénico no qua foi
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demonstrado por Folkers em 1956. O percursor bésico da biossintese de terpendides
(acetil-CoA) e a rota biossintética para a formacdo do DMAPP estd demonstrado no

Esquema 5 (pag. 21).

1.3.2.1  Acido  3B-hidroxilabd-8(20)-en-15-6ico  (5)

O IPP é primeiramente isomerizado pela enzima sulfidril IPP isomerase a
dimetilalil pirofosfato (DMAPP) [Esquema 5] (pag. 21). O DMAP age em seguida
como iniciador para o aongamento de sua cadeia condensando-se com uma
molécula de IPP para formar o geranil pirofosfato (GPP), sofrendo influéncia da
enzima preniltransferase. O GPP se condensa agora com uma molécula de IPP para
formar o farnesil pirofosfato (FPP) que tem a possibilidade de sofrer extensdo de sua

cadeia para a formagdo do diterpeno 5 [Esquema 6] (pag. 22).

1.3.2.2 Triterpenos pentaciclicos (2a, 2b, 2c e 2d)

No estudo da biossintese de triterpenos um novo conceito vem surgindo. Este
conceito se baseia no fato de que o percursor triterpénico (30 C) é sintetizado pela

juncdo cauda-a-cauda de dois residuos de farnesil (15 C).
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O primeiro composto estéavel formado na rota biossintética dos triterpendides
é 0 presgualeno pirofosfato. Esta reacdo € catalisada pela enzima presgualeno
sintetase, que também catalisa a proxima reagdo: a redugdo do presqualeno
pirofosfato pelo NADPH a esqualeno. A estereoquimica da conversdo de duas
moléculas de FPP a esgualeno foi elucidada por Popjak e Cornforth e pode ser
sumarizada nos seguintes passos. (i) uma das moléculas partic ipantes de FPP perde
um hidrogénio do C-1, (ii) o hidrogénio perdido do C-1 da molécula 1 é pro-S, (iii) o
hidrogénio pro-S da molécula 1 eliminado é recolocado pelo anel nicotinamida do
NADPH, (iv) o hidrogénio recolocado no C-1 € agora pro-R [Esguema 71 (pag. 23).

Na formacdo do esterol o esgualeno €& primeiramente convertido pela
esqualeno epoxidase, requerendo O, e NADPH, a 2,3-oxidoesqualeno e em seguida
ciclizado pela enzima 2,3-oxidoesqualeno ciclase. Esta ciclizacdo € iniciada pela
protonacdo do oxigénio do epdxido.

O ion transiente carregado positivamente, produzido pela ciclizagdo, sofre
entdo rearranjos do tipo Wagner-Meerwein. Uma ligacdo Wagner-Meerwein pode
ser considerada como 0 movimento de um aomo ou grupo carregado negativamente
(Ex. H" ou CH"3) de um carbono para um carbono adjacente (Ex. uma ligagdo 1,2)

carregado positivamente. Estes rearranjos, bem como a formagdo da Lupenona (2a),
da B-amirona (2b), o-amirona (2c¢) e lupeol (2d) estdo melhor representados no

Esquema 8 (pag. 24).
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ESQUEMA 3

Proposta biossintética da formacdo de uma flavanona
a partir do é&cido chiquimico

(e) OH . fe) OH O OH
Pi PEP
_S, _¥. (\ s~ H
- - ~ OH
HO H OH W ; OH N : O)J\(
OH OH o]

PO ? PO
OH

Acido chiquimico Acido chiquimico-3-Fosfato Acido-5-Enolpiruviichiquimico-3-Fosfato

o) N :
Pi
OH o o O._ _OH
€O, +H0 N
0] S HO OH N
C' O -
g - OH
= H O
@H OH 0

Acido feniipirivico

Acido prefénico Acido corismico

Piridoxamina

0 NH, @] o]
? X OH X OH
OH —Fenilalamna
NH2 amonialiase \/[O] Acido -
cindmico-4-hidroxilase OH
Fenilalanina Acido cinamico Acido p-cumarico
OH Q
(\ N (e} 0]
o SCoA - B & HNSCOA
Flavona
sintetase _
- OH

O

|
0
]
AP
H
H
o) ©

Acido p-cumaril-CoA (3x) Malonil-CoA

OH
HO 0 ‘
Chalcona-Flavona O
isomerase

oH o Flavanona

4,2' 4 6'-tetrahidroxichalcona



ESQUEMA 4

Proposta biossintética para 3, 3a, 4 e 4a partindo de uma flavanona

OH OH oH

OH OH

oH O Flavanona

OH

+
W = S-adenosilmetionina = ADENOSIL-$-CH,
(CH,)-CH-COOH
NH,
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ESQUEMA 5

Formacdo do dimetilalil pirofosfato a partir do acido mevaldnico

(o] CoASH H 0 0
\\_ - _
H\ )J\ —Lﬁ M OH 0
)(L ( CHy” T~S.CoA A H,C S.CoA )\)\
H,C S.CoA
S.CoA CH CoA SH ) 3 |
H* ’ H— CH B _ CH,
ol |
C g =
0A.S /C o] =0 ‘ c=0
H- S-Enz* | H -]
S-Enz* L S-Enz* ]
H,0
B
HS -Enz
H CoASH o ,H (NADPH)
HO CH, c CH, O /4 HO, CH, /
{/Q\OH ‘7‘T‘ KQ)J\ ( S.CoA
NADPH .
COOH NADP+ r; COOH (NADPH) NADP+ NA?PH COOH H
} _ .
oo SR Mevanieo Acido Mevaidico He 38-Hidroximetitglutaril-CoA
ATP - -
2+
Mg~ { D HO

3
- C=0
op XJ_. / Acido F " C)\/\O o
2+ H 9) 3R-Mevalbnico-5-pircfosfato o \ ‘ P
COOH o H
4 +

o K‘Qa/\
ADP ( OPP ADP + Pi Isopentenil pirofosfato
H;i-la/\ \ N I

:O
:O
Ja

-0—P—0 4+ P—O0-ADP G
Acido 3R-Mevainico-5-Fosfato l \J | )
0 0
CH,
+
) H,C™ A OPP
A = Acetil-CoA transferase N
H H
B e Enz = Hidroximetilglutaril-CoA sintetase
C = Hidroximetilglutarii-CoA redutase 3 / H

D = Mevalonato quinase

E = Fosfomevalonato quinase
He X" opp
F = Mevalonato-5-difosfato descarboxilase H

= |sopentenil isomerase Dimetilalilpirofosfato



ESQUEMA 6

Proposta biossintética do diterpeno 5 partindo do DMAPP

CH,-OPP
CH, IPP
HacJ\/\OPP L_. ! oPpP
" ! Preniltransferase
Dimetilalil pirofosfato Geranil pirofosfato Famesil pirofosfato
N CH0PP
+
H CH,OPP
o 2
’ - /
H Epoxidase

trans-trans-geranilgeranil pirofosfato-2,3-6xido

H trans-trans-geraniigeranil pirofosfato

- _CH,0PP
; ; H
H
o Hz
CH,OH CH,OPP
H PP H
(O]
cHO COOH
[O]
—_—
5
o HO L
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Mecanismo para formagdo do esqualeno a partir da conversao
moléculas de farnesil

CH, IPP
HacJ\/\opp N
Preniitransferase

H
Dimetilalil pirofosfato

-OPP

Cation ciclopropil carbinil
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ESQUEMA 7

de duas

pirofosfato (FFP)

PP
. +
X OPP
OPP  CH,
Geranil pirofosfato \_/
FFP FFP
(molecula 1) (molecula 2)
X
-OPP

Presqualeno pirofosfato
(um intermediario estavel)

Esqualeno



ESQUEMA 8

Proposta biossintética para os triterpenos pentaciclicos 2a, 2b, 2c e 2d

Esqualeno

Esqualeno
epoxidase

cadeira-cadeira-cadeira
—_———

ion transiente

2.3-oxidoesqualeno HO (cation dammarenil)

Lupenona (2a)

a-Amirona (2c)

p-Amirona (2b)

24



25

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € realizar o isolamento e a identificacdo dos
componentes quimicos, produzidos pelo metabolismo secundario de Vellozia
graminifolia, através da cromatografia liqguida em coluna de gel de silica e das
técnicas espectroscopicas classicas (IV, EM, RMN H e 13C) e modernas (HMQC,
HMBC e NOESY), respectivamente. Estes estudos ser8o acompanhados pelas
técnicas em CGAR-EM para andlise dos compostos apolares, principalmente os
pertecentes a classe dos terpendides, e de CGAR a altas temperaturas acoplada a

espectrometria de massas, para compostos de maior polaridade (Flavondides).
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METODOLOGIA

A metodologia para o estudo fitoquimico de Vellozia graminifolia esta

mostrada no Esquema 9 (pag. 27).



ESQUEMA 9

Metodologia aplicada no estudo fitoquimico de Vellozia graminifolia

Vellozia graminifolia

CGAR
EXTRATO HEXANICO
(terpendides)

CROMATOGRAFIA

LIQUIDA —I
CGAR-EM-C EM COLUNA

CGAR-AT
(compostos polares)

ISOLAMENTO

DERIVATIZACOES CGAR-AT-EM

CGAR

TECNICAS
MODERNAS
EM RMN

CGAR-EM-C

IDENTIFICACAO

27



RESULTADOS
E

DISCUSSAO



29

4.1 Determinagdo estrutural dos constituintes  quimicos

4.1.1 Hidrocarbonetos Lineares (la, 1b e 1c¢)

Material solido, de aparéncia amorfa e apresentando ponto de fusdo entre 57-
58 °C, foi obtido do extrato hexanico eluido com hexano 100%. O espectro na regido
de 1V [Fig. 1] (pag. 30) de 1a, 1b e 1c, em mistura, apresentou absor¢des intensas
para grupos CHz e CH, (v 2960, 2910 e 2820 cm™l) caracteristicos de
hidrocarbonetos lineares com ndmero de grupos metilénicos igual ou superior a
quatro devido a absor¢do em 720 cm™t. A intensa absorcdo do sina em dy 1.23 no
espectro de RMN 'H [Fig. 2] (pag. 31) revelou-se de acordo com as deducdes
descritas  anteriormente.

A andlise por CGAR [Fig. 3] (pag. 32) mostrou a existéncia de seis
compostos, onde 0 mesmo espacamento entre os picos la/lb e 1b/lc caracteriza a
presenca de uma série homologa contendo trés hidrocarbonetos lineares. Através da
andlise dos respectivos espectros de massas de baixa resolucdo, obtidos por CGAR-
EM-C [Fig. 4] (pag. 33), foi possivel deduzir o peso molecular de la {m/z 380
M, CyHsgl, 1b {394 [M]F", CogHsgl e 1c {408 [M]™" (ausente), CyHggl € definir

as estruturas dos hidrocarbonetos (1a, 1b e 1c) componentes da mistura.
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FIGURA 1. Espectro na regido do IV de 1a, 1b e 1¢, em mistura. Pastilha de KBr
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4.1.2 Lupenona (2a), p-amirona (2b), o-amirona (2c) e lupeol (2d)

O espectro na regido do IV [Fig. 5] (pag. 37) de 2a + 2b + 2c + 2d mostrou
absorgOes caracteristicas de grupamentos CH;, CH, e CH (v 2950-2750 cml) e C=0
(b 1730 cm™). Os espectros de RMN 'H {1D [Fig. 6] (pag. 38) e 2D IHxH-COSY
[Fig. 7] (pag. 39)} permitiram reconhecer 0s sinais correspondentes aos hidrogénios
olefinicos de 2a [oy: 4.56 (sl) e 4.68 (dl); 2H-29] e de 2b [dy 5.25 (m); H-12] em
mistura.

Os compostos 2a + 2b, na mistura, apresentaram dados espectrais de RMN
3¢ pND [Fig. 8] (pag. 40) e DEPT {6 = 135° [Fig. 9] (pag.42) e 90° [Fig 10] (pag.
43)} concordantes com os valores descritos na literatura®’ [Tabela 1V] (pag 48).
Estas deducBes foram acompanhadas pelo experimento 2D Hx'3C-COSY-"Joy {n =
1, HMQC} [Fig. 11] (pag. 44) da mistura, onde o respectivo espectro, mostrou
acoplamentos heteronucleares (1JCH) entre o carbono C-29 (8¢ 109,55) e os
hidrogénios vinilicos terminais em dy: 4.56 (sl) e 4.68 (sl) de 2a e entre C-12 (3¢
121.63) e o hidrogénio olefinico em &y 5.25 (m) de 2b. Numa andlise mais detalhada
do espectro HMQC foi possivel constatar, também na regido de hidrogénio e
carbono olefinicos, a presenca de a-amirona (2c) e lupeol (2d) pelos acoplamentos

heteronucleares (1Jcp) entre C-12 (8¢ 125.31) e o hidrogénio olefinico em &y 5.12



(m) de 2c e entre o carbono C-29 (&¢c 106.15) e os hidrogénios vinilicos terminais em

O: 4.72 (sl) e 4.63 (sl) de 2d. A presenga de 2e e 2d, em concentragbes minoritarias
na mistura, sdo esperadas devido suas proximidades biossintéticas com lupenona

(2a) e B-amirona (2b) [ver item 1.3.2] (pag. 16).

A andlise por CGAR [Fig. 12] (pag. 45) mostrou a presenca de dois picos (2a
e 2b + 2e) em concentragcBes majoritarias, sendo que, pelos espectros de massas de
baixa resolucdo, obtido por CGAR-EM-C [Fig. 13] (pag. 46), foi possivel detectar a
fragmentacdo e o0 ion molecular caracteristico para seis esgueletos triterpénicos.
Através da andlise destes espectros de massas pode-se observar 0 ion molecular de
2a {miz 424 (40%) [M]*", CagHygO}, 2b {424 (10) [M]*", CagHugO}, 2¢ {424 (11)
[M]*", CaoHsgO} e 2d {426 (12) [M]™", CsoHggO}. A literatura®®8 cita que
compostos pertecentes a classe dos lupanos apresentam, em seus espectros de
massas, intenso fragmento idnico origin/trio dos anéis A e B [m/z 205 (2a) e 207

(2d)] enquanto os oleananos (2b) e ursanos (2c), devido a insaturagdo em C-12,
originam ions de m/z 218, como mostra 0 esquema abaixo:

Lupanos p-amirona (2b) a-amirona (2c)

|

- 4-
+
=
R 7
m/z 205 (2a)
m/z 207 (2d) m/z 218 P
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FIGURA S.

Espectro na regido do 1V de 2a, 2b, 2¢ e 2d, em mistura. Pastilha de KBr
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FIGURA 6. Espectro de RMN 'H de 2a, 2b, 2¢ e 2d, em mistura (300 MHz, CDCl;).
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TABELA IV

Comparacio dos dados de RMN “C (75 MHz)* de 2a e 2b com
lupenona e B-amirona descritos na literatura®®’

C 2a Lupenona 2b B-amirona
1 39.46 39.6 38.86 39.1
2 34.46 34.1 34.46 34.1
3 218.06 2183 217.68 217.6
4 48.30 473 48.60 474
5 54.99 549 55.39 553
6 1941 19.7 19.41 19.6
7 33.42 33.6 33.42 322
8 39.89 40.8 39.72 393
9 49.87 49.7 49.90 49.2
10 36.98 36.9 38.10 38.8
11 21.12 21.6 22.27 23.0
12 26.76 26.7 121.62 122.1
13 38.25 38.1 145.32 143.8
14 42.99 42.9 41.54 41.8
15 27.30 274 26.35 26.2
16 34.45 354 26.95 27.0
17 43.08 43.0 32.03 325
18 4832 48.8 47.39 47.4
19 48.03 47.9 46.95 46.9
20 150.81 150.6 30.96 31.1
21 30.96 299 34.50 34.8
22 40.07 40.0 37.20 37.2
23 33.68 33.4 28.51 28.2
24 21.12 21.6 14.22 15.5
25 15.90 16.1 15.30 15.6
26 16.07 16.1 15.60 16.9
27 14.56 14.6 25.96 26.0
28 18.32 18.0 26.56 28 4
29 109.55 109.2 33.42 333
30 19.79 19.3 23.52 23.7

* Multiplicidade dos sinais dos carbonos foram deduzidas pela analise comparativa dos
espectros RMN *C [PND e DEPT (0 = 90° e 135%)].
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4.1.3 3,5-dihidroxi-3',4'-dimetoxi-6,7:2,1-12-(1-metil etenil)furo] flavona
(3) e 5-hidroxi-3,3,4'-trimetoxi-6,7:2,1-[ 2-(1-metiletenil)furo]

flavona (3a) em mistura

O espectro na regido do IV [Fig. 14] (pag. 55) da mistura (3 + 3a) apresentou
bandas de absorcdo para grupo hidroxila (3400 cm™), grupo carbonila conjugado (v
1667 cm™) e anel aromético (v 1608 e 1508 cml). A andlise do cromatograma,
obtido por CGAR-AT [Fig. 15] (pag. 56), mostrou claramente a presenca de dois
compostos. No espectro de RMN 13C-Pendant [Fig. 16] (pag. 57), uma sequéncia de
pulso envolvendo os principios do APT + DEPT no qua se observa os sinais de
carbono primario/terciario acima e os carbonos secundarios/quaternarios abaixo da
linha de base (ou vice-versa)7o, deduz-se o deslocamento quimico e a multiplicidade
para cada carbono de 3 e 3a [Tabela V] (pag. 76). Os espectros de massas de baixa
resolucdo [Fig. 17] (fig. 59) {m/z 396 [M]™, CyHx07 (3), € 410 [M]™, CygH0-
(33)} e o espectro de RMN 'H [Fig. 18] (pag. 60) levaram a expansdo das
respectivas formulas moleculares para [C]y; [C=0] [H-C-O] [CH]4 [CH5], [CHg]
[OCHg], [OH]; (3) e [Clyy [C=0] [H-C-O] [CH]4 [CHl, [CH3] [OCH3]3 [OH] (3a).
A presenca de hidroxilas quelatogénicas em C-3 (3) e C-5 (3 e 3a) foram atribuidas
aos sinais singletos em oy 11.90 e 12.85, sendo que, o Ultimo apresentou maior

intensidade revelada pela curva de integracéo.



As formulas moleculares C,,Hy00; (3) e Cy3H»,0; (3a) requerem grau de
insaturagdo treze, compativel com o esqueleto flavonico (CysHi0O, grau de
insaturacdo onze) sustentando um anel adicional juntamente com uma dupla ligagéo.

De fato, a presenca de um grupamento isoprendide envolvido em um anel furanico
foi evidenciado pelos deslocamentos quimicos de 2H-1" [3/3a &y 5.10 (81)/5.30 (Sl)
e 4.95 (s1)/4.95 (dl)], H-3" [3/3a &y 5.35 (M)/5.35 (m)], 2H-4" (3/3a: &y 3.39 (dd,
J= 9.7 e 15.8 Hz)/3.38 (dd, J= 9.6 e 15.7 Hz) e 3.03 (dd, J= 7.4 e 15.8 Hz)/3.02
(dd, J= 79 e 157 Hz)] e 3H-5" (3/3a oy 1.78 (9)/1.78 (s)] e pelos atomos de
carbonos C-1" até C-5" [3/3a & 112.94/112.92 (CH,-1"), 143.33/143.33 (C-2"),
88.36/88.36 (CH-3"), 30.67/30.67 (CH»-4") e 17.13/17.13 (CH3-5")]. A localizagdo
do grupamento isoprendide, no anel A, envolvendo o atomo de carbono C-6 foi
definida pelo acoplamento heteronuclear via 3 ligacOes (3JCH) entre este carbono [d¢
108.20 (3) e 108.39 (3a)] e o hidrogénio do grupo hidroxila [dy 12.89 (3 e 3a)] em
C-5 observado no espectro HMBC [Fig. 22] (pag. 64).

Os espectros de RMN 4 {1D [Fig. 18] (pag. 60) e 2D 1Hx1H-COSY [Fig.
27] (pag. 69)} revelaram a presenca do sistema ABX do anel aromatico 1,3,4-

trissubstituido (Anel B 3',4'-dimetoxilado) pertencentes aos flavondides 3 e 3a, pela
andlise dos deslocamentos quimicos de H-2' [3/3a dH 7.78 (d, J= 2.0 Hz)/7.69 (d,
J= 2.0 Hz)], H-5 [3/3a: oy 7.01 (d, J= 8.6 Hz)/7.00 (d, J= 8.6 Hz)] e H-6' [3/3a dy

7.83 (dd, J= 2.0 e 8.6 Hz)/7.73 (dd, J= 2.0 e 8.6 Hz)], o que foi confirmado pelos
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sinais dos C-1' até C-6' observados no espectro de RMN 13C-Pendant [Fig. 16] (pag.
57) {3/3a §c 122.59/1123.14 (C-1), 110.62/111.33 (CH-2), 148.80/148.91 (C-3),
151.45/151.45 (C-4'), 111.05/110.00 (CH-5) e 121.43/122.26 (CH-6")}. Através da
expansdo, no espectro de RMN H, foi possivel analisar com mais detalhe as
diferencas no deslocamento quimico entre as metoxilas [Fig. 19] (pag. 61),
hidrogénios metinico e metilénicos [Fig. 20] (pag. 62) e arométicos [Fig. 21] (pag.
63) de 3 e 3a em mistura

O pico de m/z 165 observado nos espectros de massas [Fig. 17] (pag. 59) de
3 e 3a atribuido ao fragmento idnico abaixo, também colaborou para estas

deducbes. As demais fragmentaghes estdo contidas no Esquema 10 (pag. 79).

OMe
OMe

oF

+

A diferenca de 14 daltons observada no espectro de massas entre 3 e 3a, qual

foi confirmada por CGAR-AT-FM [Fig. 17] (pag. 59), foi atribuida a presenca do
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grupo hidroxila em C-3 [0y 11.94 (S)] de 3 e metoxila em C-3 [0y 3.86 (S) e O¢
60.36 (MeO-3)] de 3a

Assim, os flavondides monoisoprenilados 3 e 3a isolados, em mistura, de
Vellozia graminifolia foram caracterizados como  3,5-dihidroxi-3',4'-dimetoxi-
6,7:2, 1-[2-(1-metiletenil)furo] flavona (3) e 5-hidroxi-3,3',4'-trimetoxi-6,7:2,1-[2-
(1-metiletenil)furo] flavona (3a). O composto 3 ainda ndo foi registrado como um
produto natural, entretanto seu derivado metoxilado em C-3 (3a) foi anteriormente
isolado de outras espécies de Vellozia??. Com base na intensidade dos sinais
correspondentes a H-8 [0y 6.48 (3) e 6.43 (38)] no espectro de RMN H [Fig. 18]
(pag. 60) foi estimada a porcentagem de 3 (30%) e 3a (70%) na mistura.

O correto assinalamento dos &omos de hidrogénio e carbono nos espectros
de RMN 1H e 13C-Pendant;, respectivamente, foram acompanhados pelos
experimentos homonuclear 2D Hx'H-COSY e 2D !Hx!H-NOESY [Tabela VI]
(pag. 78) e heteronuclear 2D *Hx'3C-COSY-"Joy {n = 1, HMQC [Fig. 28] (pag. 70);
n=2e3 HMBC [Fig. 22] (pag. 63)} da mistura (3 + 3a) [Tabela V] (pag. 76). O
espectro HMBC mostrou que o hidrogénio HO-5 [3/3a: oy 12.89 (S)/12.89 (s)] esta
correlacionado com os aomos de carbonos quartendarios C-5 [3/3a  d¢
156.65/156.65; 2Jcyl, C-6 [3/3a 8¢ 108.20/108.39, 3Jc4] e C-10 [3/3a &

104.26/106.44, 3JCH]. Estes resultados indicam que o C-10 de 3a absorve 2.18 ppm

em campo mais baixo [Adc = 106.44 (38) - 104.26 (3)]. O espectro HMBC também
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revelou que os hidrogénios do carbono C-4" [3/3a: oy 3.39 (dd, J = 9.6,15.7 Hz) e
3.03 (dd, J = 7.4,15.7 Hz)/3.38 (dd, J = 9.5,15.6 Hz) e 3.02 (dd, J = 7.3,15.6 Hz)]
estdo correlacionado com C-6 [3/3a Jc 108.20/108.39; 2ZJoyl, excluindo
definitivamente qualquer ambiglidade para o assinalamento dos deslocamentos
quimicos dos &omos de carbono C-6 e C-10 de 3 e 3a em mistura. A comparacdo
dos deslocamentos quimicos dos carbonos quaternérios C-2, C-3 e C-4 de 3 e 3a
também mostraram variagdes no deslocamento quimico para campo mais baixo em
10.34 [AS = 155.73 (3a) - 145.39 (3)], 3.22 [Adc = 139.04 (3a) - 135.82 (3)] e 3.96
ppm [Adc = 179.00 (3a) - 175.31 (3)], respectivamente [Tabela V] (pag. 76). Estes
dados e as correspondentes variagbes podem ser usados para caracterizar 3-
hidroxiflavonas (flavondis) e derivados 3-metoxilados (3-metoxiflavonas).

O espectro HMBC da mistura (3 + 3a) foi expandido nas regiGes onde
aparecem sinais de metoxila {0y: 1.5-4.5/6c: 80-160} [Fig. 23] (pag. 65), metinico
{Oy: 4.5-8.0/6-: 80-180} [Fig. 24] (pag. 66), metilénicos {dy: 2.9-3.5/d:: 80-180}
[Fig. 25] (pag. 67) e nucleos arométicos {Oy: 4.5-8.0/0c: 80-200} [Fig. 26] (pag. 68)
para facilitar a interpretacdo da correlacdo entre os atomos de carbonos e
hidrogénios a longa distancia (Jey € 3Jcn).

O espectro homonuclear 2D Hx'H-NOESY [Fig. 29] (pag. 72), juntamente
com expansbes em certas regides, possibilitou analisar com mais detalhe a relacdo

espacial entre os hidrogénios metinico (3") e metilénicos (C-4") de 3 e 3a
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A andlise do espectro 2D ‘Hx'H-NOESY revelou picos transversais
correspondentes as interagbes dipolar-dipolar entre H-3" {3/3a o6y 5.35 (M)/5.35
(m)} e H-1"a {(3/3a &y 5.10 (sl)/5.10 (sl)} [Fig. 30] (fig. 73); 3H-5" {(3/3a dy
1.78 (s)/1.78 (s)} e pseudoaxial H-4"ax {3/3a oy 3.03 (dd, J = 7.4 e J = 15.7 Hz)/
3.02 (dd, J = 7.3 e 15.6 Hz) [Fig. 31] (pag. 74); acoplamento vicinal (trans-H-3"/H-
4d'ax) = Iy = 74 (3) e 7.3 Hz (3a) [Fig. 32] (fig. 75) e geminal (H-4"ax/H-4"eq) = Jg
= 158 (3) e 157 Hz (3a} [Fig. 30] (pag. 73). Consequentemente, a interacdo
dipolar-dipolar entre H-1"b [3/3a &y 4.92 (sl)/4.92 (sl)] e pseudoequatorial H-4"eq
[3/3a 8y 3.39 (dd, J,= 9.6 e J= 157 H2)/3.38 (dd, J, = 95 e J; = 156 H2)] (Fig.
32) também foi observado. Outros acoplamentos dipolares contidos no espectro

homonuclear 2D IHx'H-NOESY [Fig. 29] (pag. 72) estdo sumarizados na Tabela

VI (pag. 78).
492({‘13”) 5.10(3 ¢ 3a)
ST T "
1,78(3 ¢ 3a) &
NO
/F\‘ Ha“"'
He oH ©
3,03(3, J=7,4 ¢ 15,7 Hz) \ 3 R=H
3,02(3a,J=7.3 e 156 Hz) 3 39(3 J=0,6 ¢ 15,7 Hz) 3a R=Me

3,38(3a, J=9,5 € 15,6 Hz)

A estrutura acima demonstra as interagbes dipolar-dipolar observadas no espectro 2D
NOESY de 3 e 3a
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FIGURA 15. Cromatograma de 3 (pico b) e 3a (pico a), em mistura.
Analise obtida por CGAR-AT
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FIGURA 16. Espectro de RMN C-Pendant de 3 e 3a, em mistura (75 MHz, CDCL).

TMS como referéncia interna
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de 3 e 3a, em mistura. Analise obtida por CGAR-AT-EM
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TABELA V

Atribuicdo dos deslocamentos quimicos de RMN 'H (300 MHz) e
3C (75 MHz) para os flavonéides 3 e 3a, em mistura (CDCl),
incluindo os resultados dos experimentos heteronucleares

2D HMQC (*Hx"*C-COSY-'Jcy) e HMBC (‘Hx"C-COSY-"Jcg , n=2 e 3)*

76

6
3

CH,
1
4

CH;
50
HO-3

d¢

145.39
135.82
175.31
156.65
108.20
166.80
157.35
104.26
122.59
148.80
151.45
143.33

89.30
110.62
111.05
121.43
88.36

112.94
30.67

17.13

HMQC

3y

6.48 (s)

778 (d.J = 2.0)
7.01(d, J=8.6)
7.83(dd,J=2.0¢8.6)
5.35 (m)

5.10 (sh) / 4.95 (sh)
3.39(dd, 1=97¢158)
303(dd J=74¢58)

1.78 (s)
11.94 (s)

3

HMBC
e *Jen
H-2’.H-6"
HO-5
2H-4"" HO-5.H-8
H-8 2H-47"
HO-5.H-8
H-5
H-2’ H-5"
H-2 H-6"
3H-5"" 2H-4"
H-6"
H-2"
H-4"b 3IH-5°2H-17
3H-5"
2H-1"
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Continuagdo...

HO-5 12.89 (s) MeO-3
MeO-3’ 56.18 3.98 (s) MeO-3°
MeO-4’ 56.18 3.97 (s) MeO-4’

3a
2 155.73 - H-2° H-6’
3 139.04 - OMe-3
4 179.00 -
5 156.65 - HO-5
6 108.39 - 2H-4” HO-5.H-8
7 166.41 - H-8 2H4”
9 157.25 - H-8
10 106.44 - HO-5.H-8
1 123.14 - H-5
3 148.91 - H-2° H-5°
4 151.45 - H-2’ H-6’
2> 143.33 - 3H-5 2H-4"

CH

8 89.00 6.43 (s)

2 111.33 7.69(d, J=20) H-6’

5 110.00 7.00 (d. J=8.6)

6’ 122.26 7.73(dd, ] =2.0¢8.6) H-2’

3 88.36 5.35 (m) H-4"b 3H-5"2H-1"

CH,

17 112.92 5.10 (sl) / 4.95(s)) 3H-5"
47 30.67 3.38(dd, J= 9.6 ¢ 15.7)
3.03 (dd. J=7.9 ¢ 15.7)

CH;

5" 17.13 1.78 (s) 2H-1"’

HO-5 12.89 (s)

MeO-3 60.36 3.86 () MeO-3
MeO-3" 56.18 3.96 (s) MeO-3’
MeQO-4" 56.18 3.97 (9) MeO-4’

* Deslocamento quimico (8) ¢ constante de acoplamento (J em llz. entre parénteses) obtido do espectro RMN 'H uni-dimensional.
Multiplicidade dos sinais dos carbonos foram deduzidas pela analise comparativa dos espectros de RMN BC (PND ¢ Pendant). RMN bi-
dimensional 'H-'"H-COSY também foi usado para estes assinalamentos.



TABELA VI

Dados de 'Hx'H-COSY [acoplamento escalar] e 'Hx'"H-NOESY
[acoplamento dipolar] para os flavonéides 3 e 3a (300 MHz,CDCl;,9).

3’,

1”’a

1”’b
4’a

1”’b

4? ﬁax

On

7.82
5.34

5.10

4.92
3.39

7.78
7.01

5.34

4.92

3.03

3

4’a
4’b
1”’b
5
5
4>’b

on

Hx'H-COSY

7.01
3.39
3.03
4.92
1.78
1.78
3.03

H

6’

3”

1”’b
4a

"Hx'H-NOESY

3.96
3.98
7.82
5.10
3.39
3.03
1.79
5.10
1.78
3.39
1.78

2’
533

3,’

1”’b

4”’ax

Ou

7.73
5.34

5.10

4.92
3.38

7.69
7.00

5.34

4.92

3.02

3a
H

5
4’a
4”’b
1”’b
50
g
4’b

On

7.00
3.38
3.02
4.92
1.78
1.78
3.02

3.96
3.97
7.73
5.10
3.38
3.02
1.78
5.10
1.78
3.39
1.78
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ESQUEMA 10

Provaveis caminhos de fragmentacio para justificar os principais picos
registrados nos espectros de massas de 3 e 3a

3 OH m=z396 (F70) (M}, CyuHO0,)

3a OMe m/z 410 (100) (M]+, C,H,,0;)

CcO

3 H  miz381(100) +
OMe
s b W \
o |
o = OR
I K Me OH
3 Me R
N OMe
| ]/ 3 H m/z 353 (0)

3a Me m/z 395 (100)

O// 3 mz165(5) 3a Me m/z 367 (21)

3a m/z 165 (30)

OMe

OMe

R

3 H miz 355 (5)

3a Me m/z 410 (0)



41.3.1 5-hidroxi-3,3',4'-trimetoxi-6,7:2,1-[ 2-(1-metil etenil)furo]

flavona (3a)

O flavonoide 3a foi preparado a partir da mistura (3 + 3a), por metilacéo
seletiva da hidroxila em C-3 de 3, utilizando solucéo etérea de diazometano. O
composto 3a apresentou ponto de fusdo entre 134-135° C e absor¢des na regido do
IV [Fig. 33] (pag. 82) para carbonila conjugada (0 1667 cm™) e anel aromético (v

1608 e 1508 cml). Este resultado contribuiu para a confirmacdo das estruturas dos

produtos de partida (3 + 3a), descritos no item 4.1.3 (pag. 49).

O espectro de RMN 13C-Pendant™ [Fig. 34] (pag. 83) apresentou 22 carbonos

com suas respectivas multiplicidade [Tabela VIII (pag. 90). O espectro de RMN 'H
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[Fig. 35] (pag. 85) de 3a apresentou sinais para trés metoxilas [dy: 3.85 (3H, s) e
3.94 (6H, )], uma hidroxila quelatogénica [8y: 12.90 (*H, s)] e quatro prétons
arométicos [8; 7.70 (dd, J = 853 e 2.12 Hz), 7.68 (d, J = 2.06), 6.97 (d, J = 8.5 Hz)
e 6.43 (5)]. Estes dados juntamente com o espectro de RMN H [2D Hx'H-COSY]

[Fig. 36] (pag. 88) confirmam a formula molecular (Cy3H,,07) com sua respectiva
expansdo [C]y; [C=0] [H-C-O], [CH]4 [CH5], [CH3] [OCH5]; [OH] para a flavona
3a

O espectro heteronuclear 2D Hx3C-COSY-"Joy [n=1, HMQC] [Fig. 37]
(pag. 89) tambeém foi analisado para o correto assindlamento dos deslocamentos

quimicos de cada um dos hidrogénios [Tabela VII] (pag. 90).
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FIGURA 33. Espectro na regifio do IV de 3a. Pastilha de KBr
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TABELA VII

Atribui¢iio dos deslocamentos quimicos (3 e 5¢) de RMN 'H (300 MHz) e
13C (75 MHz) para o flavonéide 3a (CDCl;), incluindo dados de

"Hx'H-COSY (acoplamento escalar) e do experimento
heteronuclear 2D HMQC (IHx"’C-COSY-lJCH)*

C HMQC 'Hx'H-COSY
8¢ Ou
2 155.50 -
3 138.92 -
4 178.84 -
5 156.50 -
6 106.21 -
7 166.25 -
9 157.10 -
10 108.21 -
I 122.99 -
3 148.76 -
4 151.30 -
27 143.18 -
CH
8 88.82 6.43 (s)
2 111.20 7.68 (d, 2.06) H-6
5 110.85 6.97 (d. 8.5) H-6"
6’ 122.07 7.70 (dd, 8.5 e 2.12) H-2" H-5°
3” 88.19 5.32(dd, 9.8 € 7.6) H-4"a,H-4"¢
CH,
17 112.73 5.08 (s/) H-1"b
4.93 (s1) H-17a,3H-5"
4 30.51 3.32(dd, 15.8 € 9.8) H-4"a,H-3"
3.01(dd, 9.8 ¢ 7.6) H-47¢ H-3”
CH;
5” 16.96 1.76 (s) H-4"b
OMe-3 60.19 3.85 (s)
OMe-3’ 56.01 3.94 (s)
OMe-4’ 56.01 3.94 (s)

* Deslocamento quimico (8) e constante de acoplamento (J em Hz, entre parénteses) foram
obtidos do espectro RMN 'H uni-dimensional. Multiplicidade dos sinais dos carbonos foram
deduzidas pela analise comparativa dos espectros de RMN “C (PND e Pendant).
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4.1.4 3,5,3'",4'-tetrametoxi-6,7:2,1-[ 2-(1-metiletenil ) furo] flavona (4)
4'-hidroxi-3,5,3'-trimetoxi-6,7:2,1-[ 2-(1-metiletenil)furo]

flavona (4a) em mistura

O espectro na regido do IV [Fig. 38] (pag. 94) da mistura (4 + 4a) apresentou
bandas de absorcdo para grupo hidroxila (v 3300 cm™) e para carbonila (v 1630
cm?d). A andlise do cromatograma, obtido por CGAR-AT [Fig. 39] (pag. 95),
mostrou a presenca de dois compostos em concentragdo majoritaria (Picos ¢ e d).

No espectro de RMN 13C PND [Fig. 40] (pdg. 96) e DEPT {0= 90 [Fig. 41]
(pag. 98) e 135° [Fig. 42] (pag. 100)} podemos deduzir o deslocamento quimico e a
multiplicidade para cada carbono de 4 e 4a [Tabela VIII] (pag. 106). Esta andlise
em comparagdo com 0S espectros de massas de baixa resolugdo {m/z 424 [M]+',
CosH2407 (4) e m/z 410 [M]+', Cy3Hxp0; (4a)}, obtidos por CGAR-AT-EM [Fig. 43]
(pdg. 101), e o espectro de RMN H [Fig. 44] (p4g. 105) levaram a expansdo das
respectivas formulas moleculares para: [C]y; [C=0O] [H-C-O] [CH], [CH5], [CH4]
[OCHzl4 (4) e [C]yy [C=O] [H-C-O] [CH]4 [CHyl, [CH3] [OCHzJ3 [OH] (4a). Nao
foi notada a presenca de hidroxilas quelatogénicas em C-3 e/ou C-5 no espectro de

RMN H [Fig. 44] (péag. 105).
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As formulas moleculares Cy4H,40; (4) e CxHnO; (48) sdo compativel com
0 esqueleto flavonico (CqsH190, grau de insaturagdo onze) sustentando um
grupamento isoprendide envolvido em um anel furanico. Este grupamento foi
evidenciado pelos deslocamentos quimicos de 2H-1" [4/4a: &y 5.08 (s) e 4.93
(9)/5.08 (s) e 4.93 (s)], H-3" [4/4a &y 5.28 (M)/5.23 (m)], 2H-4" (4/4a &y 3.47 (dd,
J= 95 e 15.6 Hz) e 3.13 (dd, J= 7.3 e 15.6 Hz)/3.47 (dd, J= 9.5 e 15.6 Hz) e 3.13

(dd, J= 7.3 e 15.6 Hz)] e 3H-5" (4/4a oy 1.75 (s)/1.75 (S)] e pelos aomos de

carbonos C-1" até C-5" [4/da . 112.27/112.27 (CH,-1"), 142.32/142.32 (C-2"),
87.07/87.07 (CH-3"), 33.39/33.39 (CH,-4") e 16.42/16.42 (CH3-5")]. A presenca do
anel aromatico 1,3,4-trissubstituido [Anel B 3',4-dimetoxilado (4) e 3-metoxi,4'-
hidroxilado (4a)] pertencente aos flavondides 4 e 4a foi deduzido pela andlise dos
deslocamentos quimicos de H-2' (6 7.68 (m)/7.68 (m)], H-5 [4/4a oy 7.68
(m)/7.68 (m)] e H-6' [4/4a: Sy 7.68 (m)/7.68 (m)], o qual foi confirmado pelos
sinais dos C-1" até C-6 observados no espectro de RMN 13C [4/4a dc
122.62/122.31 (C-1), 110.90/110.72 (CH-2), 147.99/147.99 (C-3"), 150.49/148.72
(C-4'), 110.12/114.43 (CH-5) e 121.25/120.85 (CH-6')] [Tabela VIII] (pég. 106).
Estes assinalamentos foram acompanhados por comparagbes com o flavondide
monoisoprenilado 3a [Tabela IX] (pag. 104), identificado no item 4.1.3.1 (péag. 80).

Os picos de m/z 165 e 151 observados nos espectros de massas de 4 e 4a

[Fig. 43] (pag. 99), respectivamente, foram atribuidos aos fragmentos i6nicos
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descrito abaixo, confirmando o padrdo de substituicio do anel B de 4 e 4a As

demais fragmentacOes de 4 e 4a estdo contidas nos Esgquemas 11 (pag. 110) e 12

(pég. 111), respectivamente.

OMe OMe
OMe l N OH
=
O// O//
+ +
4 m/z 165 4a m/z 151

A diferenca de 14 daltons observada no espectro de massas entre 4 e 4a, o
qual foi confirmada por CGAR-AT-EM, foi atribuida a presenca do carbono
fendlico em C-4' (3¢ 150.49) de 4a e pela presenga da metoxila em C-4' [6y 3.96 (9)
e 3¢ 55.70 (MeO-4Y)] de 4.

Assim, os flavondides monoisoprenilados 4 e 4a isolados, em mistura, de
Vellozia graminifolia foram caracterizados como 3,5,3',4'-tetrametoxi-6,7:2,1-[ 2-
(1-metiletenil)furo] flavona (4) 4'-hidroxi-3,5,3-trimetoxi-6,7:2,1-[2-(1-metil etenil)

furo] flavona (44d), isolados anteriormente de outras espécies de Vellozia?,
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FIGURA 38. Espectro na regido do 1V de 4 e 4a, em mistura. Pastilha de KBr
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FIGURA 39. Cromatograma de 4 (pico c) e 4a (pico d), em mistura.
Anilise obtida por CGAR-AT
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TABELA VIII

106

Atribuiciio dos deslocamentos quimicos (5y ¢ 5¢) de RMN 'H (300 MHz)
e °C (75 MHz) para os flavonéides 4 e 4a, em mistura (CDCl;)*

NoREEEN e Y I

[
'l

Nos W

CH

2’

6’

d¢

155.10
140.12
174.76
152.93
106.89
16441
157.98
105.77
122.62
147.99
150.49
142.32

92.92
110.90
110.12
121.25
87.07

8H

6.61 (s)
7.68 (m)
7.00-6.80 (m)
7.68 (m)
5.28 (m)

d¢

155.10
140.12
173.69
152.93
106.89
164.41
157.98
105.77
122.31
147.99
148.72
142.32

92.92
110.72
114.43
120.85
87.07

4a

6.61 (s)
7.68 (m)
7.00-6.80 (m)
7.68 (m)
5.23 (m)



Continuagdo...
CH,
| ¢ 112.27
4” 33.39
CH;

5”7 16.42
MeO-3 60.14
MeO-5 59.26
MeO-3’ 55.70
MeO-4’ 55.70

5.08 (s)

4.93 (s)
3.47 (dd,]=9.5 e 15.6)
3.13 (dd, 1 =73 ¢ 15.6)

1.75 (s)
3.80 (s)
3.93 (s)
3.93 (s)
3.96 (s)

107

112.27 5.08 (s)
4.93 (s)
3339 3.47(dd,]=9.5¢ 15.6)
3.13 (dd, ] =173 e 15.6)

16.42 1.75 (s)
60.14 3.80 (5)
59.26 3.93 (5)
55.70 3.64 (s)

* Deslocamento quimico (8) ¢ constante de acoplamento (] em Hz, entre parénteses) obtidos do
espectro RMN 'H uni-dimensional. Multiplicidade dos sinais dos carbonos foram deduzidas pela
analise comparativa dos espectros RMN °C [PND ¢ DEPT (8 = 90° ¢ 135°)]



Comparacio dos dados de RMN C (75 MHz) de 4 e 4a
com o flavonéide 3a descrito no item 4.1.3.1

TABELA IX

CH

2’
5’

¢

155.10
140.12
174.76
152.93
106.89
164.41
157.98
105.77
122.62
147.99
150.49
142.32

92.92
110.90
110.12
121.25
87.07

4a

dc

155.10
140.12
173.69
152.93
106.89
164.41
157.98
105.77
122.31
147.99
148.72
142.32

92.92
110.72
114.43
120.85
87.07

3a

Oc

155.73
139.04
179.00
156.65
108.39
166.41
157.25
106.44
123.14
148.91
151.45
143.33

89.00
111.33
110.00
122.26
88.36

108
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Continuagdo...
CH,
1 112.27 112.27 112.92
4> 33.39 33.39 30.67
CH;

57 16.42 16.42 17.13
MeO-3 60.14 60.14 60.36
MeO-5 59.26 59.26
MeO-3’ 55.70 55.70 56.18

MeO-4>  55.70 - 56.18
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ESQUEMA 11

Provaveis caminhos de fragmentacio para justificar os principais picos
registrados nos espectros de massas de 4

OMe o:‘ +

o o
| miz 424 (M}, $00%)
OMe
OMe O
Me
Me o
y o Oz
B
OMe vz 400 (45)
OMe O
OMe co
/@V OMe<— . °
+ O// +OM°
OMe O
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ESQUEMA 12

Provaveis caminhos de fragmentagao para justificar os principais picos
registrados nos espectros de massas de 4a
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415 Acido  3p-hidroxilabd-8(17)-en-15-6ico  (5)

O material sdlido, obtido do fracionamento do extrato hexanico, foi
purificado por sucessivas recristalizacbes em acetona até ponto de fusdo constante

de 144 °C.

No espectro na regido do IV [Fig. 45] (pag. 114) destacaram-se absor¢oes
para ligagdo dupla 1,1-dissubstituida [v 1640, 850 cm™ (C=CH,), ligacdo dupla
exociclica] e para o grupo carbonila [1700 cm? (C=0)]. A presenca de grupo
carbonila e a observacdo de uma absorcdo larga entre o 3300 a 2600 cm™ (OH)
sugeriran a presenca de funcdo &cido carboxilico. Os espectros de RMN H [Fig.
46] (pég. 115) e 3¢ {PND e DEPT (6 = 90° e 135°)} [Fig. 471 (pé&g. 116) permitiram
reconhecer sinais para uma unidade carbindlica {dn/dc: 3.23 (dd, J= 10.8 e 4.1)/
78.89 [C-3]} e para quatro metilas {dn/dc: 0.95 (d, J= 6.0 Hz)/19.54 [C-16], 0.97
(s)/28.25 [C-18], 0.75 (s)/15.37 [C-19] e 0.66 (s)/14.44 [C-20]}.

O espectro de massas de baixa resolugdo {m/z 322 [M]+'} [Fig. 48] (péag.
117) juntamente coma analise comparativa dos espectros de RMN 13¢ [PND e
DEPT (0 = 90 e 135°)] e RMN 'H {1D e 2D IHx!H-COSY [Fig. 49] (p4g. 118)}
levaram a deducdo da formula molecular CygH340; com a seguinte expansdo: [C],

[CH,]; [CHal; [CH], [C=CH,] [COOH] [OH]. Esta formula molecular permitiu

supor tratar-se de um diterpeno (CogHz4) com grau de insuficiéncia quatro,



113

compativel com esqueleto biciclico (duas insuficiéncias) da classe labdano (CygHzy),
contendo uma ligagdo dupla e uma funcdo é&cido carboxilico. A presenca destes
grupos funcionais foi evidenciada pelos deslocamentos quimicos do grupamento

exometilénico em C-17 [dn/dc: 4.80 (sl) e 4.30 (s1)/106.64 (CH2) e 148.02 (C)] e

pela absor¢do do carbono C-15 (8¢ 173.79) referente ao &cido carboxilico.

A proposicdo da estrutura 5 foi reforcada pela interpretacdo de seu espectro
de massas onde os fragmentos mais importantes sdo mostrados no Esquema 13 (pég.
120). O assinalamento dos deslocamentos quimicos dos carbonos do diterpeno 5 no
espectro de RMN 13¢ foi acompanhado por comparacBes com substancias-modelo

descritas na literatura’

1 [Tabela X] (pdg. 119), sendo entdo posteriormente
confirmados por RMN, incluindo experimentos 2D, de seu derivado 5a
Assim, o diterpeno 5 isolado de Vellozia graminifolia foi caracterizado como

acido 3p-hidroxilabd-8(17)-en-15-6ico. Este diterpeno, pertecente a classe dos

labdanos, € registrado aqui pela primeira vez na familia Velloziaceae.
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TABELA X

Atribuigdo dos deslocamentos quimicos (55 e 5c) de RMN 'H (200 MHz)
e °C (50 MHz) para o diterpeno 5 (CDCl;), incluindo
comparagdes em RMN C com estruturas-modelo
descritas na literatura (Mod 1)”* (Mod 2)™

d¢ On

C 5 Mod 1 Mod 2 5

4 39.05 392 -

8 148.02 147.7 1494 -

10 3933 395 -

15 178.67 171.4 176.9 -

CH

3 78.89 78.9 323(dd,J=108¢4.1)

5 51.558 54.7

9 56.57 56.0 58.8

13 30.69 163.7 322
CH,

1 35.64 37.1

2 27.80 278 1.70* e 1.55%

6 2393 24.0

7 38.11 38.2

11 21.00 21.7 22.0

12 37.01 40.0 37.0

14 41.73 1149 425 2.30%e 190

17 106.64 106.9 107.5 4.80 (sl) € 4.47 (s))
CH;

16 19.54 19.2 80.4 0.95(d, ] = 6.0)

18 28.25 28.3 0.97 (s)

19 15.37 154 0.75 (s)

20 14.44 14.6 152 0.66 (s)

* Valores aproximados deduzidos pelo espectro 'Hx'H-COSY

COOH
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ESQUEMA 13

Provaveis caminhos de fragmentacéo para justificar os principais
picos resgistrados no espectro de massas de 5
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41.5.1 Obtencdo de 3p-hidroxilabd-8(17)-en-15-oato de metila (5a)

O tratamento de 5 com solucdo etérea de diazometano forneceu, como Unico
produto, 0 seu éster metilico correspondente (5a).

Os espectros de RMN H [Fig. 50] (pag. 123) e 13C [PND] [Fig. 51] (pag.
125) mostraram, respectivamente, sinais de metila de éster [dn/dc: 3.66 (3H,
5)/51.40] ausente no espectro do diterpeno 5, comprovando deste modo, a presenca
da funcdo é&cido carboxilico no composto natural.

No espectro de RMN 13¢c PND e DEPT {6 = 135° [Fig. 52] (pé&g. 126) e 90°
[Fig. 53)] (p&g. 127) podemos deduzir o deslocamento e a multiplicidade de cada
carbono [Tabela XI] (p4g. 136) de 5a. A localizacdo do grupamento acido
carboxilico em 5, envolvendo o &omo de carbono C-15, foi confirmado pelos
acoplamentos heteronucleares a longa disténcia entre este carbono [6c: 173.79] e os
hidrogénios do grupo metila [0y 3.65 (S); 3JCH] em MeO-15 e o grupo metilénico
[On: 2.28 (dd; J= 6.2 e 14.6) e 2.12 (dd; J= 8.0 e 14.6); 2JCH] em C-14, observados no
espectro HMBC [Fig. 56] (pag. 132) de 5a

O completo assinalamento dos aomos de hidrogénio e de carbono de 5a nos
seus espectros de RMN H e 13¢c, respectivamente, foram acompanhados pelos
experimentos  homonuclear 2D IHx!H-COSY [Fig. 54] (p4g. 128) e heteronuclear

2D Hx¥C-COSY-"Jey {n = 1, HMQC [Fig. 55] (p4g. 130); n = 2 e 3, HMBC [Fig.
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56] (pag. 132)}. O espectro HMBC mostrou correlagbes a longa distancia (3JCH)
entre os hidrogénios das metilas em C-18 [o4: 0.99 (s)], C-19 [dy: 0.77 (5)] e C-20
[04: 0.68 (s)] com o carbono terciario C-5 (8¢: 54.99), 2H.-11 (3y: 1.42) com oS
carbonos C-8 (dc: 148.13) e C-10 (8¢ 39.41), 2H-14 [dy: 2.28 (dd, J= 6.2 e 14.6
Hz) e 2.12 (dd, J= 8.0 e 14.6 Hz)] e 3H-16 [64: 0.94 (d, J= 6.6 Hz)] com C-12 (d:
36.07). As demais mteracOes estdo sumarizadas na Tabela XI (pag. 136). O espectro
HMBC de 5a foi expandido em determinadas regides [ver Fig. 561 (pag. 132) para

facilitar a interpretacdo da correlagdo entre os atomos de hidrogénio e carbono a

longa distancia (Jcy e 3Jcp).
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['Hx"*C-COSY-"Jcy(n=2e3) = "Hx"*C-HMBC] de 5a (300 MHz, CDCl;). TMS como referéncia interna

Gel
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TABELA XI

Dados espectrais (5y e 5¢) de RMN 'H (300 MHz) e C (75 MHz) para o
diterpeno Sa (CDCL;), incluindo os resultados dos experimentos
heteronucleares 2D HMQC (‘Hx"C-COSY-'Jcy)

e HMBC (‘Hx"*C-COSY-"Jcy, n=2 e 3)*

HMQC
C 8¢ Su
3 -
4 39.14
8 148.13 -
10 3941 -
15 173.79
CH
3 7924 3.25(dd)=4.1€e11.7)
5 54.99  1.08(dd,J=12.5¢2.0)
9 57.00 1.54
13 3125 1.92
CH,
] 37.44 1.79
1.17(d1,J = 13.2 ¢ 3.8)
2 28.31 1.68/1.57

HMBC
Ien *Jen
H-3,3H-18,
3H-19
H-7,H-9 H-11
3H-20,H-5 H-1 H-11
2H-14 MeQO-15
H-2 3H-18,3H-19 H-1
H-1,3H-18,
3H-19,3H-20
H-11 2H-17,3H-20
2H-14,3H-16

3H-20

H-1



Continuagdo...
6 24.36
7 38.55
11 21.36
12 36.07
14 42.25
17 107.02

CH;

16 19.88
18 28.68
19 15.77
20 14.84

MeO-15 51.75

1.74/1.36
2.39 (di, ] = 12.5)
1.96 (di, I=12.5 € 5.1)
1.42
1.36/1.12
2.28 (dd, J = 6.2 € 14.6)
2.12 (dd, J=8.0 e 14.6)
4.82 (sl)/ 4.49 (sl)

0.94 (d, ] = 6.6)
0.99 (s)
0.77 (s)
0.68 (s)
3.65 (s)

137

H-7a,H-5,
2H-17

H-11 2H-14,3H-16
H-13
3H-16

2H-14

H-3,3H-19

H-3,3H-18
H-1,H-9

* Deslocamento quimico (8) e constante de acoplamento (J em Hz, entre parénteses) obtidos
do espectro RMN 'H uni-dimensional. Multiplicidade dos sinais dos carbonos foram
deduzidas pela analise comparativa dos espectros de RMN Be [PND e DEPT (6 = 90" e
135°)]. RMN bi-dimensional "H-"H-COSY também foi usado para estes assinalamentos.
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4.1.5.2 Obtencdo de 3-oxolabd-8(17)-en-15-oato de metila (5b)

A oxidagdo da hidroxila em C-3 de 5a com reagente de Jones ofereceu como
produto final da reacdo, apods purificacdo em coluna de gel de silica e na forma de
um 6leo incolor, o 3-oxolabd-8(17)-en-15-0ato de metila (5b).

Os espectros de RMN H {1D [Fig. 57] (p4g. 139) e 2D HxH-COSY [Fig.
58] (pag. 141) mostraram auséncia de sinais na faixa de absorcdo de hidrogénio
carbindlico. Este dado juntamente com o0 espectro de massas de baixa resolugdo
[Fig. 59] (pag. 143), que apresentou ion molecular m/z 334 [M]+' compativel com a
formula molecular CyH3403, serviram como confirmagdo adicional da estrutura
molecular do diterpeno 5b. As fragmentacOes correspondentes aos principais picos
gue aparecem no espectro de massas estdo propostas resumidamente no Esquema 14

(pag. 144).
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ESQUEMA 14

Provaveis caminhos de fragmentacio para justificar os principais
picos resgistrados no espectro de massas de Sb
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4.1.6 Andise da estereoquimica do diterpeno 5

A estereoquimica relativa do diterpeno labdénico (5) foi determinada por
RMN através do experimento homonuclear 2D ‘Hx'H-NOESY dos derivados
metilado 5a [Fig. 60] (pag. 147) e oxidado 5b [Fig. 61] (pag. 149).

Os picos tranversais indicaram interagbes dipolares entre H-17a [dy 4.82 (dl)]
e H-7eq [Sy 2.39 (dI,J = 125 Hz)], H-17b [dy 4.49(sl)] e 2H-11 (8 1.42), H-9 (5
1.54) e H-5 (864 1.08), 3H-19 (84 0.77) com H-2ax (04 1.57) e 3H-20 (&4 0.68)
Outros acoplamentos dipolares deduzidos do espectro homonuclear 2D HxH-
NOESY de 5a estdo sumarizados na Tabela XII (pag. 151). A configuracdo relativa
do diterpeno &cido 3B-hidroxilabd-8(17)-en-15-6ico (5) e as demais interaces
dipolares observadas no espectro Hx'H-NOESY de 5a estdo mostradas no
Esquema 15 (pag. 152).

O diterpeno 3B-hidroxilabd-8(17)-en-15-6ico foi isolado, até o momento, de
Araucaria imbricata’®, uma espécie de conifera encontrada na América do Sul e
Austrdlia. Chandra et al propde, neste artigo, a estereoquimica relativa trans entre 0s
anéis do diterpeno natural 3B-hidroxilabd-8(17)-en-15-0l {[a]D + 29° (c 0.6,
CHCI3)} e revela que a sua dispersdo ofica rotatoria é similar & exibida pelo &cido

3B-hidroxilabd-8(17)-en-15-6ico {éster metilico: [a]p + 52° (c 0.5, CHCI3)}.
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Recentemente, foi publicado™ a sintese total enantiosseletiva em 14 etapas,
do diol I {[a]p+ 27.7° (¢ 0.63, CHCL)} definindo, através da comparagio entre as

rotagdes Oticas, a configuragéo absoluta (135) do diterpeno natural.

A rotagdo Otica do diterpeno 3B-hidroxilabd-8(17)-en-15-61co (5), 1solado de

Vellozia graminifolia apresentou [a]p - 28.3° (¢ 1.00, CHCI3).
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Dados de 'Hx'H-NOESY [acoplamento dipolar| para o diterpeno 5a

TABELA XII

151

(300 MHz,CDCl;,5).

H On H On
17a 4.82 Teq 239
17b 4.49 11 1.42

3 3.25 2eq 1.68

lax 1.17

5 1.08

18 0.99

9 1.54 5 1.08
18 0.99 6eq 1.74
5 1.08

19 0.77

19 0.77 2ax 1.57
6ax 1.36

18 0.99

20 0.68

20 0.68 2ax 1.57
6ax 1.36

11 1.42

19 0.77




ESQUEMA 15

Configuracio relativa e interacdes dipolares observadas no espectro homonuclear 2D 'Hx'H-NOESY de 5a

(431
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4.2 Andlise de triterpenos no extrato hexanico de Vellozia

graminifolia por CGAR-EM

A CGAR-EM tem sido usada, nas Ultimas trés década, como uma importante
ferramenta na elucidacdo estrutural de triterpendides’™. O trabalho de Djerassi et
al’®, publicado em 1963 sobre o padrdo de fragmentacdo de triterpenos pentaciclicos
(oleananos e ursanos), marca o inicio de uma série de outros trabalhos utilizando a
mesma técnica para identificacdo desta classe de compostos. Recentemente,
Shiojima et al’’ publicou o estudo da fragmentacdo de mais de cem, entre saturados
e insaturados, triterpenos pentaciclicos pertecentes a diversos esqueletos.

Assim, o extrato hexanico de Vellozia graminifolia foi fracionado (ver item
5.3) (pag. 167) antes de ser analisado por CGAR-EM. Este procedimento foi
adotado porque o extrato bruto ja havia sido analisado anteriormente’® e porque o
extrato apresentou consideravel presenca de substéncias graxas, 0 que congestionava
0 cromatograma.

A andlise por CGAR [Fig. 62] (pag. 155) desta fragcdo mostrou uma série de
compostos. Os espectros de massas, obtidos por CGAR-EM [Fig. 63] (pag. 156),
continuam sugerindo consideravel presenca de hidrocarbonetos lineares ([M]* - 29,

[M]'* - 43, [M]™" - 57, [M]"™* - 71 ..). A presenca de triterpenos pentaciclicos nesta

fracdo foi excassa. Os trés primeiros cromatogramas apresentados na Figura 63
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(Pag. 161) sugerem, pelos ions moleculares e fragmentacbes caracteristicas, a
presenca de compostos pertecentes a esta classe. O estudo descrito no item 4.2 (Pég.
35), deste trabalho, confirmam esta andlise através da identificacdo dos seguintes

triterpenos  pentaciclicos:

-
-

-amirona a-amirona
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4.3 Anédlise de flavondides em Vellozia graminifolia por

CGAR-AT-EM

Os flavondides monoisoprenilados identificados, em mistura, no item 4.1.3
(pdg. 49) foram separados por CGAR-AT revelando, em seu respectivo
cromatograma [Fig. 15] (pag. 56), picos em 20.143 (3a; pico a) e 20.274 minutos (3;
pico b). A andlise por CGAR-AT-EM [Fig. 17] (pag. 59) mostrou picos intensos
correspondentes aos fons moleculares {m/z 396 [M]™" (3)e 410 [M]™ (3a)l.

Os flavonbides identificados no item 4.1.4 (padg. 91) também foram
analisados por CGAR-AT [Fig. 39] (pag. 95) apresentando picos em 20.575 (4, pico
c) e 21.002 (4a, pico d) minutos, correspondendo aproximadamente a 33% da area
total dos picos registrados no cromatograma. Os espectros de massas obtidos por
CGAR-AT-EM [Fig. 43] (pag. 101) confirmam os ions moleculares m/z 424 [M]'+ e
410 [M]* para 4 e 4a respectivamente.

Estas analises obtidas por CGAR-AT-EM mostraram que 0s espectros de
massas pertecentes a classe dos flavondides monoisoprenilados apresentam intensos
ions moleculares e fragmentagBes concordantes com os descritos na literatura [M-15
(M-Me), M-43 (M-OMe) e M-55 (M-CH,=CCH3)]"%.

Numa andlise mais detalhada dos espectros de massas, dos demais compostos

eluidos com 4 e 4a, notamos a possivel existéncia de novas estruturas pertecentes
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a classe de flavondides monoisoprenilados. A presenca de ions moleculares e
fragmentagbes muito proximas aos mesmos reforcam esta hipotese. Os picos a e b
registrados no cromatograma de 4 (pico c) e 4a (pico d) [Fig. 39] (pag. 95),
apresentaram ions moleculares idénticos aos flavondides 3a {m/z 410 [M]'+} e 3
{m/z 396 [M]'+}, respectivamente (Estes dados foram obtidos manualmente no
computador). A identificacdo destes compostos foram feitos através da eluicdo de 3
e 3a juntamente com 4 e 4a. O aumento da area de a e b [Fig. 64] (pag. 165), em
relacdo aos outros picos, estabeleceu a identificagdo de 5-hidroxi-3,3',4'-trimetoxi-
6,7:2,1-[2-(1-metiletenil) furo] flavona (3a) 3,5-dihidroxi-3',4'-dimetoxi-6,7:2,1-[2-

(1-metiletenil)furo] flavona (3), em mistura com os flavondides 4 e 4a
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FIGURA 64. Cromatograma obtido através da coeluicio entre 3 e 3a
e 0s picos a e b, contidos na mistura de 4 (pico ¢) + 4a (pico d).

Anadlise obtida por CGAR-AT
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EXPERIMENTAL

5.1 Coleta e identificacdo da planta Vellozia graminifolia

O espécimen de Vellozia graminifolia, coletada na Chapada da Diamantina
em Minas Gerais, foi classificada pela Professora Nanuza Luiza de Menezes,

Instituto de Boténica da Universidade de S&o Paulo (USP).

5.2 Obtencéo dos extratos

A espécie coletada (raizes, caule, galhos e bainhas foliar) permaneceu a

temperatura ambiente por vinte dias para secagem. Apds este periodo, as partes
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foram moidas e em seguida maceradas, em recipientes fechados, por 15 dias com
solventes organicos na ordem crescente de polaridade. Os solventes foram
destilados, separadamente, a pressdo reduzida e temperatura controlada utilizando

evaporador rotatério [Esquema 161 (pag. 170).

5.3 Preparacdo do  extrato  hexanico para CGAR-EM

Uma aliquota do extrato hexanico bruto (654 mg) foi filtrada em uma coluna
capilar contendo silica gel (1,8 g), utilizando hexano 100% (50 mL) e
posteriormente uma mistura de hexano/acetato de etila 50% (50 mL) como eluentes,
obtendo duas fragOes distintas. A primeira foi descartada, analisando-se somente a

segunda fragdo (247 mg).

54 Isolamento e purificagdo dos constituintes  quimicos

As fragbes cromatograficas foram lavadas com acetona ou hexano/acetato de
etila, com leve aguecimento para permitir somente a dissolucdo de substancias
impregnadas na amostra. Ap0s o resfriamento o sobrenadante foi cuidadosamente
removido com auxilio de pipeta Pasteur. Este procedimento foi repetido diversas

vezes até a obtencdo de cristais.
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5.4.1  Fracionamento do  extrato  hexanico

12,86 g do extrato hexanico foram fracionados por cromatografia liquida em
coluna contendo 112 g de silica gel e eluido com solventes na ordem crescente de
polaridade (Hexano-Acetato de etila-Metanol). Foram coletadas 29 fragbes de
aproximadamente 120 mL, que sob presséo reduzida e temperatura controlada foram
concentradas e reunidas com base na andlise obtida por C.C.D. [Tabela XIlII]

(pag.171).

5.4.2 Fracionamento do extrato acetato de etila

Uma aliquota (12.1 g) do extrato acetato de etila foi adsorvida em silica
(30.67 g) e colocada no topo de uma coluna de gel de silica (143 g) empacotada com
hexano, no qua foi eluida com solventes na ordem crescente de polaridade. Com
esse procedimento obteve-se 18 fragcdes, de aproximadamente 120 mL cada, as quais
foram concentradas sob pressdo reduzida e a temperatura controlada. [Tabela XIV]
(pag. 172).

Apols estes procedimentos as fracbes 4-14 apresentaram tempo de retencéo
muito semelhantes em C.C.D. com eluente tolueno-acido acético (4:1). Estas fracdes
eram constituidas de um rastro de 5 a 6 manchas bastante coloridas. Como passo
seguinte reuniu-se todas estas fragdes (6.76 g) e por cromatografia em coluna liquida
recheada com Sephadex LH 20, tentou-se purificar estes constituintes. O uso de

metanol 100% ndo separou qualquer componente. Entretanto, no topo da coluna
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permaneceu retida uma espécie de graxa. A andlise por C.C.D., utilizando o mesmo
sistema tolueno-acido acético (4:1), das fracbes obtidas (25 fragdes de 12 mL cada)
notou-se que as fracbes 4 até 18 continuavam apresentando os mesmos indices de
retencdo, mas com 5 pontos definidos e coloridos. Assim sendo, uniu-se estas

fracbes perfazendo um total de 4.8 g de peso.

5.4.3 Fracionamento do extrato metanolico

O extrato metandlico de aparéncia bastante resinosa (17.6 g) foi submetido a
particio com os solventes tetracloreto de carbono (CCly) e butanol (BuOH)
fornecendo 0s respectivos sub-extratos. Estes procedimentos estdo descritos no
Esquema 17 (pag. 173).

Os sub-extratos CCl, (4.74 g) e BuOH (8.98 g) foram submetidos a
cromatografia em coluna de gel de silica, separadamente, sendo entdo eluidas com
mistura de acetato de etila e metanol na ordem crescente de polaridade. Os sub-
extratos CCl, e BuOH forneceram 19 e 16 fragOes, respectivamente, que foram
coletadas com aproximadamente 120 mL cada Estas fragdes foram entdo
concentradas em evaporador rotativo com temperatura controlada e analisadas por
cromatografia em camada delgada analitica em diversos sistemas de eluentes. Com
estes procedimentos ndo foi possivel isolar nenhuma substéncia em ambos os sub-

extratos.



ESQUEMA 16

Obtencio dos extratos de Vellozia graminifolia

Vellozia graminifolia
hexano
Extrato Hexanico Residuo

Acetato de etila

| |

Extrato Acetato de Etila Residuo

Metanol

|

Extrato Metandélico Descartadc
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TABELA XIII

Fracionamento do extrato hexinico

171

ELUENTE (%) FRACOES COMPOSTOS
Hexdno Acetato de Etila REUNIDAS ISOLADOS
100 0 1 1
98 2
a 2a9 2a, 2b, 2¢
82 18
80 20 10 3e3a
78 22
a 11al19
48 42
46 44 20 5
44 46
a 21 a29

0 100




TABELA XIV

Fracionamento do extrato acetato de etila

ELUENTE (%)
Hexano Acetato de Etila
100 0
95 5
90 10
80 20
70 30
60 40
50 50
40 60
30 70
20 80
10 90
0 100
Ac.de Etila MeOH

95 5
90 10
80 20
60 40
30 70

0 100

FRACOES

O 0 1 N W AW N -

o — o

13
14
15
16
17
18

172



173

ESQUEMA 17

Parti¢cdo do extrato metanélico por solventes organicos

EXTRATO METANOLICO

1. MeOH aquoso 80% (1L)
2. particdo CCL4 (1 L)

FRACAO CCl
4.5 g)

FraggoMeOH aquoso

parti¢do
butanol (1 L)

FRACAO BuOH
(9.4 g) Descartadc
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5.5 Derivatizacbes

5.5.1 Metilagho  usando  diazometano

5.5.1.1 Preparo do diazometano

Uma solucdo de 1 g de Diazald (N-nitroso-toluol-4-sulfometilamida) em 20
mL de éter etilico foi mantida sob refrigeracdo em banho de gelo, em seguida
adiciou-se 3 mL de uma solucdo a 4% de KOH em etanol 96%. O éter etilico foi
destilado em kit apropriado (Aldrich), em banho-maria a 50° C e o destilado de cor

amarela (solucdo etérea de diazometano) foi coletado em banho de gelo.

55.1.2 Metilagdo dos flavondides 3 e 3a, em mistura,

Solucdo etérea de diazometano (ver item 5.5.1) foi adicionada a temperatura
ambiente sobre os cristais de 3 e 3a (11.9 mg), em mistura, até persistir a coloracéo
amarelada do diazometano e cessar o0 desprendimento de nitrogénio. O solvente foi
evaporado com nitrogénio e recristalizado em acetona. Obteve-se assim, 0 composto

4 (12.0 mg) como Unico produto, em forma de cristais amarelos. P.f. 134° C.
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55.1.3 Metilagdo do diterpeno 5 com diazometano

Solugéo etérea de diazometano foi adicionada, a temperatura ambiente, sobre
cristais de 5 (11.9 mg) até persistir a coloracdo amarelada do diazometano e cessar 0
desprendimento de nitrogénio. O solvente foi evaporado com nitrogénio obtendo-se

0 éster 5a (22.0 mg) como Unico produto, na forma de um o6leo incolor.

5.5.2 Oxidagdo com reagente de Jones

5521 Preparo do reagente de Jones

Num frasco de 5 mL, imerso em banho de gelo, adicionou-se 0.30 g de
trioxido de cromo e 0.25 mL de &acido sulfurico concentrado, diluindo-se a mistura

com 1 mL de &gua destilada

5.5.2.2 Oxidagdo do diterpeno 5a com reagente de Jones

A uma solucdo de 5 (9.6 mg) em acetona (5 mL), adicionou-se o reagente de
Jones, lentamente, até persistir a coloracdo alaranjada do reagente. O excesso de
reagente foi destruido pela adicdo de isopropanol e o solvente evaporado sob pressdo

reduzida a temperatura controlada. Apos o material reacional foi suspendido em
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cloreto de metileno e particionado com agua. A fase orgéanica foi seca com sulfato de
magnésio anidro e o0 solvente evaporado sob pressdo reduzida e purificado por
cromatografia em coluna flash usando acetato de etila/metanol (3:1) como eluente.

Foi obtido como produto final um o6leo incolor (6.4 mg).

5.6 Materiais e equipamentos utilizados

5.6.1 Solventes e adsorventes

Os solventes utilizados nos processos cromatograficos, extracdes e
critalizagbes foram todos destilados em distiladores com coluna Vigreux de 1.5 m de
comprimento.

Os fracionamentos e separacfes cromatogréficas foram efetuados em colunas
de vidro contendo gel de silica 60 como adsorvente, fabricacdo Merck de granulacéo
70-230 mesh (0.063-0.2 mm). Para cromatografia em camada delgada analitica
(CCD) foram utilizadas cromatoplacas em folhas de aluminio contendo silica gel de
fabricagdo Merck (PF ,54) com espessura de 0.5 mm.

As revelacOes foram efetuadas em cuba saturada com vapores de iodo e sob

l&mpada de ultra-violeta Mineralight (comprimento de onda de 254 e 365 mm).
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Os critérios de pureza adotados foram: obtencdo da faixa de ponto de fusdo
de + 1° C, obtencdo de uma Unica mancha na cromatografia em camada delgada
analitica, com diferentes sistemas de eluentes e os reveladores acima citados e a
obtencdo de um Unico sinal, aém do solvente, em cromatografia gasosa de alta
resolucéo.

As misturas de solventes foram feitas em volume por volume (v/v).

5.6.2 Equipamentos

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

Os espectro de absor¢do na regido de infravermelho foram registrados por
espectrometro Perkin-Elmer (modelo 1420), utilizando filme em pastilha de NaCl ou
pastilhas comprimidas de KBr. Os valores para as absor¢des foram medidas em
unidades de numeros de onda (cm'l) sendo os espectros calibrados com filme de

poliestireno de 0.5 mm de espessura através da absorcdo em 1601 cmt

como
referénciainterna.
Os espectros de RMN 4 e foram registrados a 200 MHz em aparelho Bruker

AC-200 (UFRRJ) e a 300 MHz em aparelho Bruker AC-300 (UFRJ).
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Os deslocamentos quimicos foram medidos em valores adimensionais &
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) medidas em Hertz (Hz). Foram utilizados
CDCl3 como solvente e tetrametilsilano como referéncia interna. Os espectros
bidimensionais *Hx'H-COSY, HMQC, HMBC e os experimemos de NOESY foram
obtidos no aparelho Bruker AC-300.

Os espectros de RMN 13¢ [PND] foram obtidos a 50.3 MHz em aparelho
Bruker AC-200 e a 75 MHz em aparelho Bruker AC-300. Foram utilizados CDCl3
como solvente e tetrametilsilano como referéncia interna. Os deslocamentos
quimicos medidos em unidades adimensionais & (ppm). Os espectros DEPT (6= 90°
e 135° foram obtidos a 50.3 e 75 MHz, sendo que 0s espectros 13¢-Pendant foram
obtidos 75 MHz

As andlises por CGAR e CGAR-EM foram realizadas em cromatégrafo a gas
Hewlett-Packard 5790A e cromatografo a gas Hewlett-Parckard 5880 acoplado a
Espectrometro de Massas computadorizado (HP 5987A) de analisador quadrupolo
(ionizagdo por impacto de elétrons, 70 eV), respectivamente. Integrador HP 3396-11.
As condicbes de andlise para as fracbes apolares foram as mesmas para os dois
aparelhos: H,; vazdo: 2 mL; injetor: 280° C (com divisdo de fluxo); detector de
ionizacdo de chama: 300 °C; coluna capilar (25m x 0.3 mm) com fase estacionaria
SE 54 (5% fenil em metil silicone), df = 0.25 nm; Programagdo: 100 a 290 °C, taxa

8° C/min..
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As andlises por CGAR-AT foram realizadas em cromatografo a gés Hewlett-
Packard 5890-11 corn detector de ionizacdo de chama (Hewlett-Packard, Palo Alto,
USA) e injetor "on-column" (Carlo Erba, Itédlia). Integrador HP 3396-1. As
condi¢des de andlise foram: H2: vazdo: 50 cm/sec; coluna capilar (10 m x 0.3 mm)
com fase estaciondriaz Silarem 30 [(30% fenil-30% difenilenosilileter-40%

metilpolisiloxana), BGB Suica], di = 0.1 pm As amostras foram injetadas usando o

modo "'cold on-column” (volume de inje¢do: 0.2 pL), com injetor a temperatura

ambiente e detector a 400 °C. Programacdo: 40-370 °C, taxa: 12 °C/min..

As andlises por CGAR-EM-AT foram realizadas em espectrometro de massas
computadorizado (HP 5987A) de analisador quadrupolo (ionizagcdo por impacto de
elétrons, 70 eV), A programacdo da coluna e o modo de injecdo foram as mesmas
usadas na andlise cromatogréfica

Os espectros de massas (diterpenos) foram obtidos em espectrometros VG
Auto Spec Q por ElI a 70 eV utilizando-se 0 PFK como referéncia.

A medida de rotacdo Otica foram realizadas em polarimetro Perkin-Eimer

234-B (caminho otico de 0,1 dm), a temperatura ambiente.
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