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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo quimico das folhas de um espécime de
Nectandra membranacea (Spreng.) Hassler; a planta foi coletada no topo da serra do
Camorim (Macigo da Pedra Branca), municipio do Rio de Janeiro em fevereiro de 1997,
e registrada no herbario da FEEMA sob o n° 85743-8 e classificada pelo botanico Dr.
Rogério R. de Oliveira.

As folhas foram submetidas a extracdo por percolacdo a frio com hexano e
posteriormente etanol a temperatura ambiente.

O extrato hexanico foi fracionado em coluna de CCR, usando como eluentes:
hexano (puro), mistura de hexano-cloroférmio com polaridades crescentes; cloroférmio
(puro) e metanol (puro), através de fracionamento cromatografico, CCP e cristalizacdo
foram isolados um sesquiterpeno - Espatulenol I, dois esterodides - Sitosterol 1l e Tetra-O-
acetil-pB-D-glicopiranosil sitosterol VI e seis neolignanas, trés diidrobenzofuranicas: rel-
(7R,8R)-A"-3,4,5,3’-Tetrametoxi-7.0.4’,8.5’-neolignana  Ill, rel-(7R,8R)-A"-3,4,3’-
Trimetoxi-7.0.4’,8.5’-neolignana IV e rel-(7R,8R)-A"-4-Hidroxi-3,5,3’-trimetoxi-
7.0.4’,8.5’-neolignana V e trés biciclicas: rel-(7S,85,2’R,3’S,5’S)-A%#"-2"-Hidroxi-
3,4,5,5°-tetrametoxi-4’-0x0-8.5",7.3’-neolignana VII, rel-(7S,85,1’R,3’S,4’R)-A>#-4’-
Hidroxi-3,4,5,5’-tetrametoxi-2’-0x0-8.1",7.5’-neolignana VIII e rel-(7S,8S,2’S,3’S,5’S)-
A®®-2’-Hidroxi-3,4,5,5 -tetrametoxi-4’-0x0-8.5’,7.3’-neolignana I1X. Quatro desses

compostos (V, VI, VIl e X) sdo relatados pela primeira vez na literatura.
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A identificacdo das substancias e elucidacdo das estruturas foram realizadas
através de métodos espectroscopicos RMN H e RMN 3C (incluindo DEPT,
HOMOCOSY, HETECOSY, HMQC, HMBC e NOESY) EM e IV.

Com base no isolamento de neolignanas benzofurénicas e biciclicas
confirma-se a presenca destes tipos de substancias na familia Lauraceae; com relacgao
aos esteroides sdo também encontrados em plantas deste género.

Do ponto de vista biossintético observa-se uma clara tendéncia na producéo
de metabdlitos da via do &cido chiquimico com formacéo de neolignanas com esqueleto

8.5 e 8.1’ e com maior grau de evolugéo quimica.
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ABSTRACT

The phytochemical study of the leaves from the Nectandra membranacea
(Spreng.) Hassler specimen collected in the city of Rio de Janeiro and identified by Dr.
Rogerio R. de Oliveira the FEEMA, is described.

The hexane extract of the leaves has led to the isolation of one sesquiterpene:
spatulenol (1) two steroids: p-sitosterol (II) and sitosterol tetra-O-acetil-B-D-
glucopyranoside (V1), six neolignans: rel-(7R,8R)-A"-3,4,5,3"-Tetramethoxy-7.0.4’,8.5°-
neolignan IlI, rel-(7R,8R)-A"-3,4,3’-Trimethoxy-7.0.4’,8.5’-neolignan 1V, rel-(7R,8R)-A"-
4-Hydroxy-3,5,3’-trimethoxy-7.0.4°,8.5’-neoligian  V; rel-(7S5,85,2’R, 3’S,5’S)-A%€-2’-
Hydroxy-3,4,5,5’-tetramethoxy-4’-o0xo0-8. 5’,7.3’-neolignan VII, rel-(7S,8S,1’R,3’S,4’R)-
A>®-4’-Hydroxy-3,4,5,5’-tetramethoxy-2’-0x0-8.1°,7.3’-neolignan  VIII and rel-
(7S,85,2°S,3’S,5°S)-A% #-2°-Hydroxy-3,4,5,5’-tetramethoxy-4"-0x0-8.5’,7.3’-neolignan IX.

Four of these compounds (V, VI, VIII and IX) are reported by the first time in
the literature.

These compounds were identified by their *H and **C, infra-red and mass-
spectra. The 2D heteronuclear NMR techniques for observing coupling through one bond
(*H x *H - HOMOCOSY, H x 3C HETCOSY), *H x *C HMQC Jc+ and two or three

bonds (*H x *3C HMBC) - COLOC.



1. INTRODUCAO

1.1 Familia Lauraceae

Alguns dos membros da familia s&o conhecidos desde os tempos remotos como
Cinnamomum camphora (L.) Sieb., registrados em documentos da China no ano de 2.800
A.C. por suas propriedades medicinais [1].

No Brasil, os primeiros dados sobre a familia datam de 1540, quando, em uma
viagem desde 0s Andes ao estuario do rio Amazonas, os soldados espanhdis encontraram
“Cinnamomum-tree”” registrado como Cinnamomum zeylanicum Nees mas,
provavelmente uma Aniba canelilla (H.B.K.) Mez. [2].

Anderson (1956), na obra “Plants of the Bible”, fez numerosas referéncias a
utilizacdo de algumas espécies desta familia pelos antigos Hebreus.

A relacdo de Lauraceae com outras familias tem sido alvo de divergéncias na

interpretacdo morfoldgica por partes dos sistematas. Tais divergéncias resultam em



sistemas de classificacdo inteiramente diferentes. Essa problematica promove varias
alteracOes de posicionamento de ordens e de familias em Angiospermae [6].

Em 1853, Lindley posicionou a familia Lauraceae dentro da ordem Daphnales
junto com as familias: Thymelaeaceae, Polycarpicae e Cassytheaceae. Outros sistematas
também tentaram relacionar a familia com outros taxons suprafamiliares, dentre eles:
Baillon (1870), Bentham (1880-1883), Eichler (1886), Pax (1891), Hallier (1912), Bessey,
Rendle (1925), Engler e Diels (1936), Hutchinson (1926) e Stelbins (1974) [3].

Dahlgren (1980) posiciona a familia dentro da ordem Laurales, na superordem
Magnoliiflorae, que compreende um dos grupos vegetais mais primitivos dentro da
subclasse das dicotiled6neas [4].

De acordo com Record & Mell (1924), provavelmente ndo existe nenhuma
outra familia com integrantes tdo importantes e tdo dificeis de classificar e descrever.
Assemelham-se de tal maneira que é quase impossivel distingui-las no campo, o que torna
0s estudos problematicos e demorados.

Os limites entre andlise dos géneros sdo quase sempre vagos e
permanentemente questionados, trazendo dificuldades de classificacdo para a familia,
devido a problemas dos caracteres morfoldgicos taxonomicamente Uteis e imprescindiveis
para avaliar suas relagdes de afinidade.

A classificagdo das lauraceas tem sido também variadamente interpretada pelos
boténicos, ao criarem sistemas em grande parte artificiais, relevando caracteres como
inflorescéncia, flor e frutos. Os primeiros trabalhos sobre a sistemética na familia foram

realizados por Nees (1831, 1833 e 1836) e Meissner 1864.



Jussieu (1789) reuniu as espécies conhecidas de lauraceas na ordem Lauri, 0s
géneros; Laurus, Aiouea e Ocotea e as relacionou com os géneros Myristica, Virola e
Hernandia.

Nees (1836), em sua monografia “Systema Laurinarum”, procurou encontrar um
sistema natural com base nas delimitacBes dos géneros, analisando principalmente a forma
dos estames e 0 sexo da flor, dando assim, passos para a unificacdo da familia. Deve-se a ele
a primeira organizagao da familia em treze tribos e trinta e quatro géneros.

Meissner (1864), desenvolveu varios trabalhos envolvendo a familia. A
monografia “Prodromus Systematic Naturalis” representou um grande adianto aos
trabalhos de Ness. O autor estruturou a familia em quatro tribos, trés subordens e
quarenta e seis géneros. As subordens foram divididas: Laurineae, Gyrocarpeae e
Cassytheae. A subordem Laurineae foi dividida em dois grupos sem nomes, de acordo
com a presenca ou auséncia do invélucro por baixo das bracteas das flores. Os grupos
sem invoélucro incluiram trés tribos, principalmente diferenciados pelo desenvolvimento
do tubo da flor no fruto. As tribos foram subdivididas de acordo com o nimero de partes
da flor e essas subdivisdes ndo foram nomeadas. O grupo com flores involucradas incluiu
somente lima tribo (Litsaeaceae), que foi subdividida de acordo com os nimeros de
células de antera, no qual as subtribos receberam os seguintes nomes: Tetranthereae e
Daphnidieae [3].

Baillon (1870) reconheceu oito tribos e as trés dltimas foram incorporadas em

Hernandiaceae. As demais correspondem mais ou menos as de Meissner (Oreodaphneae



na classificacdo de Baillon foi chamada de Ocoteae). Alguns géneros da tribo
Clyptocaryeae, de Meissner, foram modificados para tribo Cinnamomeae.

Bentham (1880) dividiu a familia em quatro tribos: Perseaceae, sem involucro,
Litseaceae, com involucro, Cassytheae e Hernandieae. Como Meissner, teve as mesmas
dificuldades na andlise da caracteristica dos frutos. A subdivisdo de Perseaceae foi feita de
acordo com o numero de células de antera e o desenvolvimento dos tubos florais no fruto.
Bentham reconheceu somente trinta e trés géneros proprios de Lauraceae.

Pax (1889), em sua dissertacdo sobre “Lauraceae”, descreve uma nova
revisao da familia além de novos taxons. Baseou sua classificagdo em nimeros de células
de antera e subdividiu a familia nas tribos Lauroideae e Persoideae, colocando o género
Cassytha dentro da tribo Lauroideae. Curiosamente, os trabalhos de Dadswell &
Eckersley (1940) e Desch (1941), com o estudo anatdmico da madeira em plantas dessa
familia, fortaleceram a subdiviséo de Pax.

Mez (1889), em sua monografia “System of American Lauraceae”, descreve
novos géneros e vérias especies. Dividiu a familia em duas subordens: Laureae e
Cassytheae. A subordem Laureae foi subdividida em duas tribos: Perseae e Litseae. As
subdivisbes foram feitas de acordo com nimeros de células de antera, e pela presenca ou
ndo de um invélucro na inflorescéncia [3].

Kostermans foi um dos pesquisadores que mais contribuiu para a reviséo
completa da familia, tendo inUmeros trabalhos entre as décadas de 30 e 70. Publicou em
(1957) uma nova classificacdo, (Tab. 1, pag 6) e dividiu a familia em duas subfamilias:

Lauroideae (arvores ou arbustos) e Cassythoideae (ervas), reconhecendo cinco tribos.



Uma tribo foi identificada pela inflorescéncia involucro, e as outras quatro pela
inflorescéncia ndo invélucro, com presenca ou auséncia da ctpula. Desse modo, urna
tribo foi organizada pela completa auséncia da clpula (Ex. Persea, Bellschrniedia), a
segunda, possuindo a base dos frutos embutidos em uma clpula (Ocotea e Nectandra), a
terceira, tendo o fruto completamente dentro do tubo floral cercado pela cupula (Ex.
Cryptocarya) e a quarta tendo o ovario inferior e o fruto cercado por Hypanthium (somente
Hypodaphnis).

Em uma comparacdo contemporanea a classificacdo de Hutchinson (1964),
Kostermans € claramente superior, ndo apenas pelos caracteres utilizados, mas pelo
profundo conhecimento na familia Lauraceae, sendo essa classificacdo aceita nos Gltimos
30 anos.

Richter (1981) classificou a familia atraves de reconhecimento na anatomia das
raizes e madeira, na qual dividiu-a em trés grandes grupos: Perseeae, Laureae e
Cryptocaryeae.

Van de Werrff & Richter (1996) recentemente propuseram uma supragenérica
classificagdo, baseando-se somente na estrutura da inflorescéncia, sustentando esses
grupos e reconhecendo-os nas tribos [5].

Rohwer (1993) baseando-se nos caracteres florais, evolucdo dos taxons,
informagdes anatdmicas, embrioldgicas e quimicas, subdividiu a familia em grupos e
subgrupos de géneros, separando os cinguenta e dois géneros em duas tribos: Laureae e

Perseeae [6].



Tabela 1: Divisdo da familia Lauraceae em subfamilias, tribos e subtribos segundo
Kostermans, 1957

Subfamilias

Tribos

Subtribos

Género

|Lauroideae

Perseae

Perseineae

Beilschmiediineae

Persea = Machilus = Nothaphoebe
Phoebe

Apollonias

Beilschmiedia

Dehoasia

Efldiandria

Mezilaurus

Hexapora

Potameia

Cinnamomeae

Cinnamomineae

Anibeneae

Actinodaphne
Cianamomum
Dicypelliurn
Ocotea = nectandra= pleurothyruim
Sassafras
Umbelluaria
Aiouea

Aniba
Endliche.ria
Licaria
Systemonodaphne
Urbanodendron

Litsea

Litseineae

Laurineae

Litsea
Neolitsea
Lindera
Laurus

Cryptocaryaeae

Eusideroxyleneae
Cryptocaryneae

Eusideroxylon
Cryptocarya
Ravensara

|Cassythoideae

Hypodaphneae

Hypodaphnis
Cassytha




1.2 Distribuicéo Geografica

Ocorre em florestas umidas subtropicais e tropicais do mundo, podendo ser
encontrada até 4.000 m de altitude, integrando-se a vegetacao da floresta almontana e
em solos bem drenados ou pantanosos. Em lugares de climas mais secos tornam-se mais
raras [3]. Vérias espécies sdo adaptadas as condi¢es climaticas, sendo encontrados
aproximadamente cinglienta géneros e 2500-3500 espécies caracterizadas por tipos
arbdreos ou arbustivos. O género Cassytha com espécies parasitas de caule trepador,
constitui uma excecdo. A grande maioria das espécies tem importancia econdmica ou
fitossocioldgica devido a sua grande representatividade e distribuicdo. Estdo bem
representadas na América Central, América do Norte e Asia tropical, tendo um grande
nimero de espécies na Australia e Madagascar mas pouco presente na Africa. No Brasil
é descrita por dezenove géneros e trezentos e cinquenta espécies [7].

Na Europa sdo mais encontradas em regides proximas a costa mediterranea
(Latiras nobilis L.). Na China, Coréia e Nepal sdo do género Litsea, e no Japdo, onde
também se encontra Lindera. Na Africa-do-Sul algumas espécies ocorrem em menor
numero sendo uma delas Ocotea bullata E. Mey, porém em Madagascar encontram-se
duas espécies: Beilschmiedia tawa Benth e B. tarairi Benth.

Alguns géneros sdo panamericanos nativos como: Beilchmiedia,
Cryptocarya, Persea, Phoebe, Litsea e Cassytha, outros s&o restritos a Asia e Australia:
Actinodaphne, Cinnamomum, Dehaasia, Endiandria, Eusideroxylon, Lindera, Hexapora

e Neolitsea.



Os géneros indigenas Persea, Laurus e Apollonias estdo presentes nas ilhas
Atlanticas. A espécie Apollonias barbujana constitui um dos principais elementos
arbdreos da floresta sempre verde das ilhas Canarias e Madeira.

Os géneros americanos mais encontrados sdo: Ocotea, Nectandra, Aiouea,
Aniba, Dicypellium, Licaria, Mezilaurus, Phyllostemonodaphne, Urbanodendron e na

América do Norte encontra-se Beilschmiedia, Ciyptocarya Litsea [3].

1.3 Importancia Econémica

Embora as lauraceas sejam consideradas elementos florestais de grande
importancia, poucas espécies tém atingido mais que posic¢do econdmica. O produto mais
importante comercializado é o abacate (Persea americana Miller) no qual o fruto é
utilizado principalmente como alimento, sendo sua polpa empregada também como base
na producdo de cosméticos. Na sequéncia de produtos comestiveis e de especiarias
incluem-se Laurus nobilis Linn., Cinnamomum zeylanicum Breyn., Czyptocarya
moschata Mez e Decypellium caiyophyllacezim [6].

O género Cinnamomum fornece canfora a partir da destilacdo da madeira de
Cinnamomum canfora Nees, e uma leve fragrancia é obtida a partir das flores em botéo
de C. cassia Nees. O “6leo de Cinnamomum” produzido a partir do arbusto ou de
pequenas arvores de C. zeylanicum Breyn. é usada em medicina e como aromatizante.

As madeiras de espécies de Ocotea sdo utilizadas nas fabricacdes de moveis

e em construcdo, sendo muito apreciadas por sua resisténcia. Ocotea bullata E. Mey €



comumente usada no sul da Africa para a fabricacdo de méveis. O 6leo essencial obtido
de O. opifera Vellosa é empregado para combater o reumatismo, artritismo e paralisias.
De O. pretiosa (Nees) Me; “Canela imbuia” e O. porosa Nees sdo extraidos 6leos
essenciais, usados em perfumarias.

O estudo fitoquimico de Ocotea glaziovii Mez. levou ao isolamento de
“Glaziovina” (Fig. 36, pag. 15), uma substancia empregada nos EUA como ansiolitico
que ndo possui contra indicagdes.

O género Sassafras que ocorre tanto no leste da Asia (China) quanto na parte
atlantica da América do Norte fornece um material aromatizante muito usado em
cosméticos, que é obtido da casca de suas raizes e Sassafras albidum Nees, espécie nativa
do sudeste da América do Norte onde sua madeira é usada na fabricacdo de cercas.

As folhas do Loureiro Laurus nobilis Linn. ou “magnoélia da virginia”
produziam 6leo valioso para a perfumaria e eram usadas pelos antigos romanos e gregos
para confeccionar coroas com as quais homenageavam guerreiros e atletas vitoriosos.

A madeira de Aniba perutilis Hemsl. é valiosa em construcédo e confeccao de
moveis. A. rosaeodora Ducke., popularmente conhecida como “pau rosa” € uma
importante fonte de 6leos essenciais. Essa planta encontra-se em extingdo devido ao
corte e exportacdo desenfreados de sua madeira.

Edlicheria sericea Nees, arvore encontrada na floresta da india e Venezuela,
fornece uma 6tima madeira para a fabricacdo de modveis. Nectandra pichury Nees é uma

espécie aromatica usada no Brasil como tonico e adstringente [2].
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1.4 Principais Classes de Constituintes

O perfil quimico de lauraceas ndo foi ainda elaborado, devido a existéncia de
poucos trabalhos envolvendo o estudo fitoquimico de espécies dessa familia, mas um
trabalho de revisdo de quimiossistematica foi publicado por Gottlieb e col. Ela é
portadora de alcaldides benzilisoquinolinicos, arilpropandides, lignanas, neolignanas,
nitroderivados, ésteres derivados de acido benzoico, pironas, flavondides, benzofenonas,
acidos graxos, alcenos e alcinos de cadeia longa, monoterpenos e sesquiterpenos. A
quimica da familia é complexa, apresentando componentes micromoleculares de grande

diversidade estrutural [2].

1.5 Género Nectandra

Esse género foi primeiro descrito por Rottboell (1778) com duas espécies N
sanguinea e N. bijuga baseando-se nas anotacdes de Rolander. O nome Nectandra tem
origem em urna misteriosa interpretacdo da estrutura das flores, possuidora de nove
estames com I6bulos de néctar.

Nectandra é o segundo maior género de Lauraceae, com cento e quatorze
espécies, das quais, aproximadamente 10 % s&o conhecidas, sendo Ocotea o género
principal possuindo entre trezentas a quinhentas espécies [7]. S@o arbustos ou arvores,
que podem chegar até 40 m de altura, e normalmente estdo entre 8 a 15 m. O género

apresenta certa semelhanca morfoldgica com o género Ocotea, levando assim a
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semelhancga nos nomes dos géneros e de espeécies tais como: Nectandra (Ocotea) rodiei
R. Shomb., Nectandra (Ocotea) pichurim (HBK) Mez. e Nectandra elaiophora (Ocotea
barcelensis) Barb Rodr. [8,9,10]. A maioria das espécies sdo arvores arbustos
encontradas em bosques umidos.

O género se distribui na América tropical e subtropical, incluindo as Antilhas.
O maior centro de diversidade se encontra nas falhas orientais, nos Andes e na regiao
adjacente a Amazodnia Peruana.

Na pesquisa bibliografica realizada durante o presente trabalho, foram
encontradas vinte e uma espécies estudadas. O estudo fitoquimico tem recebido muita
atencdo especialmente de Gottlieb e seu grupo. Entretanto este género € pouco
conhecido, observando-se um perfil quimico caracterizado pela freqtiéncia de lignoides
e arilpropandides. Nessas classes encontra-se; Bis- aril propandide (C¢C3-CsC3) como as
lignanas e neolignanas resultantes da dimerizacdo de duas unidades fenilpropanoidicas,
fenilpropandides com esqueleto bésico CesCs, como alilfendis ou propenilfenois,

derivados biossinteticamente do acido cindmico e alcool cinamilico [11].



Tabela 2: Classes de metabolitos secundarios encontrados no género Nectandra
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Material para

Espécies Substancias isoladas Ref.
estudo

N. amazonums Fruto 1, 2, 4, lignanas furofuranicas 58 e 59 12
(Nees.) Brasil
|N. coto Rushy. EUA Casca 9,9a,9b, 11e 12 13
N. pichurim Mez. Folhas AlcalGides aporfinicos: 18 e 19 9
(O. pichurim HBK.)
N. miranda (San) Madeira Neolignanas: 40, 41, 43 e 43a, 44, 47, 47a, 48, 49 e 50 14
dev. Brasil
N. elaiophora Barb. Madeira 13 10
Rodr. (O. barcellensis)
|N. glabrescens (Beth) Fruto 7b, 7c, 8a, 8b Neolignanas 41 e 42 Flavondides 15a e 15b 12
Brasil
N. megapotamica (S. Casca Alcalbides inddlicos 16 e 17 15
preg.) Chodat et Massler
Brasil
|N. polita Colémbia Madeira 6, 7b, 7a. Neolignanas, 46, 46a e 46b 16
N. puberula (Schott) Casca 6,3, Neolignanas 45, 55, 56, 5a e 56b 17
Nees. Brasil
|N. rigida (Nees.) Brasil Casca Alcal6ide aporfinicos: 20. Neolignanas: 41, 52, 55 e 57 18
|N. rodiei (Shomb.) Brasil Casca AlcalGides: 38a e 38b 8
|N. rubra (Mez.) Brasil Madeira  [5ae 5b 19
|N. saligna Argentina Casca AlcalGides aporfinicos: 21 e 27. 20
|N. sp (Kubitzki) Brasil Madeira Neolignanas, 43, 47, 47a, 48 e 51 21
N. turbacensis (HBK) Madeira 14. lignanas furofuranicas. 57, 59, 60, 61 e 62 22
Nees Brasil
|N. grandeflora Raizes Alcal6ides aporfinicos 23, 24 e 18 23
N. salicifolia (HBK) Raizes 18, 26, 23, 25, 27, 28, 29, 30, 36, Alcaldides aporfinicos 24
Nees Costa Rica 31, 32, 33, 34, 35, Alcalbide

benziltetrahidroisoquinolinico

36 Alcal6ide isoquinolinico

39 Alcalbide benzilisoquinolinicos
N. membranacea Folhas Alcaloides aporfinicos: 22, 18, 37 25
Costa Rica, Brasil Oleo essencial: Monoterpenos 63. Sesquiterpenos: 65, 66, 67 [ 26
N. mollis Brasil Folhas 6leo essencial: monoterpenos: 64, sesquiterpenos: 67, 68 e 26

69.

Substancia aromatica 70.
|N. nitidula Brasil Folha 0leo essencial: monoterpenos: 63, sesquiterpenos: 71, 72 e 26

73.

Folhas 6leo essencial: monoterpenos: 64, sesquiterpenos: 66, 73 e 69| 26

|N. reticulata Brasil




Figura 1: Substancias isoladas de espécies do género Nectandra.
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Figura 1: (Continuagéo)
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Figura 1: (Continuagéo)
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Figura 1: (Continuagéo)
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Figura 1: (Continuagéo)
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1.6 Descricao botanica da Planta

A espécie Nectandra membranacea (Spreng.) Hassler € uma arvore com tronco
de casca lisa, esverdeada, ramulos sub-angulosos, tomentosos, folhas alternas, lanceoladas,
membranaceas a cartaceas, 10,0-16,0-21,0 cm comp., 2,7-2,9-4,1 cm larg., apice agudo a
acuminado, base aguda, sub-revoluta, principalmente na base, discolor verde, padrdo de
nervacdo camptddroma, face adaxial glabrescente, nervura priméria e nervuras secundarias
plano-achatadas, face abaxial glabrescente a tomentosa, com nervuras primarias e
secundarias delgadas, proeminentes, reticulado laxo, nervuras terciarias perpendiculares a
nervura primaria; peciolo delgado, 0,8-2,0 cm comp., canaliculado. Inflorescéncia tirsoide
heterocladico disjunto, paracladios de 1 ordem, 28,5 cm comp., paracladios de 2 ordem 11,0-
16,4 cm comp., paracladios de 3 ordem 3,0-5,5 cm comp., paracladios de 4 ordem 1,0-1,5
cm comp., pedicelos 0,4-0,5 cm comp., com profilos terminados em 3 flores. Flores
hermafroditas, aureo-tomentosas, 0,4-0,6 cm comp., célice curto, conico, tépalas 1,5-1,6
mm comp., oblongo-lanceoladas, levemente papilosas, anteras de primeira e segunda séries
transversalmente elipticas a trapeziformes, apice obtuso a truncado, 0,5-0,7 mm comp.,
papilosas, introrsas, 0,3-0,4 mm comp., glabro, mais delgado que antera, anteras da terceira
série retangulares a obtrapeziformes, extrorsas, 0,5-0,6 mm comp., papilosas, filetes com
mesma largura que antera, 0,6-0,7 mm comp., com glandulas globosas, glabras, Quarta série
estaminodial clavada, 0,5-0,6 mm comp., pilosa e papilosa, hipanto piloso, ovario elipsoide

0,75 mm comp., glabro, estilete 0,75 mm comp., estigma indiviso; Fruto baga globosa, 1,1-
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1,4 mm comp., 0,6-0,7 mm didm., envolvida por ctpula, 0,6-0,7 cm comp., 1,0-1,2 cm

diam., cobrindo metade do fruto, pedicelo clavado.

Tempo de floracdo: junho a dezembro na Costa Rica e Panam4, junho a
outubro nas Antilhas, maio a setembro e algumas vezes em dezembro na Venezuela,
janeiro a marco no sudeste e oeste do Brasil, dezembro a janeiro na Bolivia, na Colémbia,
Equador e Peru onde encontram-se os mais complicados exemplos, provavelmente

dependendo da altitude ou de exposicao solar.

Distribuicdo: no Brasil ocorre nos estados do Espirito Santo, Santa Catarina,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Rondénia além de paises da

América Central.

Nomes populares: canela (Minas Gerais); canela branca do brejo e canela
fogo (Rio de Janeiro); canela caqui (Parand); Injuva branca (Sdo Paulo); louro

graveto(Bahia); canela branca, canela nhacara e canela branca miuda (Santa Catarina).

Importancia econdmica: Essa espécie é prépria para obras internas de
carpintaria e caixotaria. E empregada na medicina para cura de feridas através do uso

externo de substancias extraidas da casca [1,7].



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e Métodos

Para extracOes, particdes e sistemas cromatograficos foram utilizados solventes
PA das marcas Merck, Grupo Quimico e Vetec (os quais foram destilados para maior grau
de pureza, em aparelhagem de destilagdo com coluna vigreux, de 1,5 m de comprimento).

A eliminacdo dos solventes do extrato orgénico, das fragcbes de colunas
cromatogréficas e outros processos foi realizada em evaporador da marca BUCHI modelo
RP-2 a pressao reduzida.

Nas separacdes cromatograficas em (CC) foi utilizada silica gel Merck ou
Vetec com 70-230 mesh (0,063-0,2 mm) como adsorvente. Para (CCDA) utilizou-se
silica gel G e H com espessura de 0,25 mm, e para (CCDP) silica gel GF 254 com
espessura de 1,00 e 4,00 mm. Em ambos os casos a silica foi suspensa em agua destilada
e distribuida sobre placas de vidro, sendo preliminarmente desengordurada com agua,

detergente e acetona, utilizando-se espalhador da marca Quieft. As revelagbes foram
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efetuadas por irradiacéo ultravioleta a 254 e 360 nm de comprimento de onda e/ou com
vapores de iodo em cuba saturada e também em spray de sulfato de cério. Os espectros
uni (1D) e bidimensionais (2D) foram obtidos em espectrometros AC-200 e Advance
500 da BRUCKER, operando a 200 e 500 MHz para (RMN *H), 50,3 e 125 MHz para
(RMN C) com pulsos de freqiiéncia e transformada de Fourier existente na UFRRJ e
UFC. As amostras para analise foram dissolvidas em CDCls, tendo TMS como referéncia
interna. Os deslocamentos quimicos foram medidos em unidades ppm (8) e as areas
relativas dos sinais foram obtidas por integracdo eletrdnica. As constantes de
acoplamento (J) foram medidas em (Hz).

Os espectros no IV foram obtidos em espectrometro Perkin EImer modelo
1420 e foram registrados em pastilhas de KBr ou filmes em janelas desmontaveis de
NaCl. Os valores para as bandas de absorc@es, foram medidos em unidade de numero de
ondas (cm™) e os espectros calibrados com filme de poliestireno de 0,5 mm de espessura,
utilizando-se a absorcdo em 1601 cm-1 como referéncia.

Adotou-se como critério de pureza, a obtencdo de uma mancha Unica em
camada delgada de silica gel, variando-se por trés vezes o sistema de eluentes. As
misturas de solventes foram feitas (v/v) e revelacdo com vapor de iodo e/ou através de
nitidez do ponto de fuséo.

Os pontos de fusdo (Pf) determinados em bloco de Kofler com microscépio
ndo foram corrigidos.

Os espectros de massas foram obtidos em aparelho GC/MS modelo Hewlett

Packard 5890 A, existente na UFRRJ.
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2.2 Coleta da Planta

A espécie utilizada para o estudo foi coletada no topo da Serra do Camorim
(Macico da Pedra Branca) municipio do Rio de Janeiro em fevereiro de 1997, e registrada
no herbario da FEEMA sob o (n” 85743-8). A classificagdo botanica foi realizada pelo

Dr. Rogério R. de Oliveira.

2.3 Preparacao dos Extratos

O material foi separado em folhas, caules e galhos, e submetidos a secagem
durante 30 dias. Posteriormente foram triturados em moinho de facas, obtendo-se 680 g
de folhas e 2.250 g de madeira, que foram submetidos a extracdo por percolacéo a frio
com hexano e posteriormente etanol 95 % a temperatura ambiente.

A destilagéo dos solventes foi realizada a presséo reduzida. Obtiveram-se as

seguintes quantidades (Quadro 1):
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Material vegetal Extrato hexanico Extrato etandlico
Folhas (680 Q) 6,25 ¢ 56,9 ¢
Caule e galhos (2.250 g) 146 g 99,3 ¢

Quadro 1: Quantidade de material vegetal estudado e de extratos brutos obtidos de N.
membranacea (Spreng.) Hassler.

Esquema 1: Metodologia utilizada para obtencdo dos extratos e dos constituintes
quimicos das folhas de N. membranacea (Spreng.) Hassler.

2.4 Isolamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos do Extrato Hexanico das

Folhas

O extrato hexanico das folhas (6,25g) foi fracionado em coluna de
cromatografia utilizando para isso 150 g de silica gel, usando como eluentes: hexano
(puro), mistura de hexano-cloroférmio com polaridade crescente, cloroférmio (puro) e

metanol (puro) - Quadro 2.
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Fracoes Eluente Relacéo
1-62 Hexano (100 %)
63-147 Hexano + Cloroférmio (9:1)
148-162 Hexano + Cloroférmio (8,5:1,5)
163-170 Hexano + Cloroféormio (8:2)
171-266 Hexano + Cloroférmio (7:3)
267-420 Hexano + Cloroférmio (5:5)
421-464 Hexano + Cloroformio (3:7)
465-491 Cloroformio (100 %)
492-499 Metanol (100 %)

Quadro 2: Fracionamento cromatografico em coluna do extrato hexanico (6,25 g) e os
respectivos eluentes utilizados.

As 499 fracOes de 250 ml cada, apds destilagdo do solvente sob pressao
reduzida a vacuo foram analisadas por CCDA e reunidas, aquelas que se apresentaram
com o0 mesmo Rf.

As fragbes reunidas foram submetidas a varios processos de purificacdo
como: CC, CCDP de 1 e 4 mm, e recristalizacdo que forneceu sesquiterpeno, esterodides,

neolignanas diidrobenzofuranicas e biciclicas.

2.5 Fracbes Analisadas e Resultantes do Fracionamento Cromatografico do

Extrato Hexanico de N. membranacea (Spreng.) Hassler.

Fracdo 72-94: apresentou aspecto oleoso de cor amarela. A fracdo foi
submetida a CCDP, camada de 4 mm de silica gel. A analise da placa preparativa sob

lampada de UV, conduziu a separac¢do de quatro fracdes. O material extraido com CHCI3
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e metanol, filtracdo e evaporacdo do solvente, conduziu a identificacdo de espatulenol
(1), 74,00 mg na fracéo 4.

Fracdo 135-136: Esta fracdo apresentou cristais em forma de agulha, imersos
em material de aspecto oleoso de cor amarelo. Tratamento com metanol a quente
forneceu uma parte cristalina e outra oleosa. A fracdo cristalina, apds recristalizaces
sucessivas com metanol, forneceu a substancia Il, 52,0 mg como cristais incolores e Pf.
136-138 °C sendo identificada como -sitosterol.

Fracdo 209-216: Apresentou material de consisténcia pastosa, cor marrom
escura, que foi analisada por CCDP de 1 mm. Apds anélise sob lampada de UV a 254 nm,
extracdo com cloroférmio/metanol e filtragdo, separaram-se trés fragdes. A fracdo I revelou
tratar-se de uma mistura de duas substancias: rel-(7R,8R)-A"-3,4,5,3’-Tetrametoxi-7.0.4’,
neolignana (111) e rel-(7R,8R)-A"-3,4,3’-Trimetoxi-7.0.4’, 8.5’-neolignana (V).

Fracdo 282-287: A fragdo mostrou uma coloragdo marrom escura, na qual
apresentou 3 (trés) manchas por analise em CCDA. Tentativas de purificagdo por
recristalizacdo em acetona, metanol ou mistura, ndo conduziram ao resultado desejado.
Essa fracdo reunida foi submetida a novo fracionamento cromatografico em coluna de
silica gel, utilizando-se hexano, cloroférmio:hexano (3:7) e metanol como eluentes.
Recolheram-se vinte e sete fracdes. A analise dessas fracdes por CCDA, reuniu-se em 1-
9, 10-16, 17-22, 23, 24, e 25-27. A fragdo 10-16, material amarelo, revelou tratar-se de
(7R,8R)-A""-4-Hidroxi-3,5,3’-trimetoxi-7.0.4’, 8.5 -neolignana (V). A fracédo 23, apds

secagem, apresentou cristais incolores em forma de agulhas 43,0 mg. A analise dos dados
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espectrais permitiu identificar o material como sendo Tetra-O-acetil--D-glicopiranosil
sitosterol (V1).

Fracdo 469: Material de aspecto verde escuro e pastoso. A analise por CCDA
revelou a presenca de varias substancias, podendo observar-se, apos revelacdo em vapores
de iodo, quatro manchas fracas menos polares e cinco manchas fortes mais polares.
Tentativas de purificacdo da parte mais polar por CCDP, usando como eluente, hexano e
cloroférmio (3,5:6,5) e eluicdo por duas vezes, conduziu a separacao de sete fracoes. Apos
extracdo com cloroférmio e metanol, filtracdo e evaporacéo do solvente, conduziu a duas
fracOes que se apresentaram com menor teor de graxa, permitindo a identificacdo dos
componentes apds analise espectral: rel-(7S,8S,2’R,3’S,5’S)-A%#'-2’-Hidroxi-3,4,5,5-
tetrametoxi-4’-0x0-8.5°,7.3’-neolignana  (VI1), rel-(7S,8S,1'R,3’S,4’R)-A%#-Hidroxi-
3,4,5,5’-tetrametoxi-2’-0x0-8.1,7.3’-neolignana (VIII), e rel-(7S,8S,2°S,3’S,5°S)-A%"8'-2’-

Hidroxi-3,4,5,5’-tetrametoxi-4’-0x0-8.5°,7.3’-neolignana (1X).

2.6 Constituintes Quimicos Isolados das Folhas de N membranacea (Spreng.)

Hassler.

O presente trabalho desenvolvido com esta espécie permitiu o isolamento e a
caracterizagdo de seis neolignanas (I1, 1V, V, VII, VIII e 1X), dois esteroides (11 e VI) e

um sesquiterpeno (1).
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2.7 Dados Fisicos e Espectroscopicos dos Constituintes de N. membranacea

(Spreng.) Hassler.

Espatulenol (1) CisH230H, 6leo de cor amarelo. IV v 7€ (cm™) 3393, 3080, 2927, 2863,
1636, 1455, 1375, 1293, 1096, 888. RMN *H (200 MHz, CDCls, Hz, 8): 0,40 (dd, J=11,1;
9,4 Hz, H-6), 0,60 (dl, J = 9,4 Hz, H-7), 0,90 (m, H-8b), 1,01(s, H-12), 1,02 (s, H-13), 1,25
(s, H-15), 1,30-1,86 (m, H-3), 1,50-1,80 (m, H-2), 1,27 (dd, J = 15,8; 11,1 Hz, H-5), 1,90
(m, H-8a), 1,95 (m, H-9b), 2,12 (d, J= 15,8 Hz, H-1), 2,36 (m, H-9a), 4,63-4,64 (m, H-14).
RMN 23C (50 MHz, CDCls, Hz, 5): 16,29 (C-12), 20,20 (C-11), 24,72 (C-8), 26,03 (C-15),
26,35 (C-2), 27,43 (C-7), 28,61 (C-13), 29,88 (C-6), 38,82 (C-9), 41,70 (C-3), 53,36 (C-1),
54,26 (C-5), 80,91 (C-4), 106,22 (C-14), 153,37 (C-10). EMIE (70 eV) m/z (int. rel): 220
(M*,9), 205 (51), 202 (16), 177 (13), 159 (33), 91 (47), 43 (100).

B-Sitosterol (1), C29Ha90, cristais em forma de agulha incolores, Pf 136-138 °C (metanol),
Lit. 137-138 °C [28]. IV v KB (cm) 3423, 2936, 2856, 1737, 1646, 1463, 1376, 1329,
1132, 1058, 802. RMN *H (200 MHz, CDCls, Hz, 8): 0,65 (s, H-18), 0,78 (d, J = 4,0 Hz,
H-27), 0,79 (d, J = 4,0 Hz, H-26), 0,82 (t, J = 5,7 Hz, H-29), 0,89 (d, J = 6,0 Hz, H-21),
0,93 (s, H-23), 0,98 (s, H-19), 1,51 (m, H-7), 1,98 (m, H-8), 2,25 (m, H-4), 3,51 (M, H-3),
5,31 (d, J = 6,5 Hz, H-6). RMN C (50 MHz, CDCls, Hz, §): 11,8 (C-18), 12,0 (C-29),
18,8 (C-21), 19,0 (C-26), 19,2 (C-27), 19,4 (C-19), 21,1 (C-11), 23,0 (C-28), 24,3 (C-15),

26,0 (C-23), 28,2 (C-16), 29,1 (C-25), 31,6 (C-2), 31,9 (C-7), 31,9 (C-8), 33,9 (C-22), 36,1
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(C-10), 36,5 (C-20), 37,2 (C-1), 39,8 (C-12), 42,3 (C-13), 42,3 (C-4), 45,8 (C-24), 50,1
(C-9), 56,0 (C-17), 56,8 (C-14), 71,7 (C-3), 121,7 (C-6), 140,7 (C-5).

209-221 - rel-(7R,8R)-A"-3,4,5,3’-Tetrametoxi-7.0.4’,8.5’-neolignana (I11). Oleo de cor
amarela. [a]2° + 31° (CHC1s ¢ 0,075). IV v £iime - 3471, 2929, 2854, 1713, 1594, 1499,
1460, 1423, 1365, 1328, 1231, 1129, 1007, 964, 893, 836, 724. RMN !H; (500 MHz,
CDCls, Hz, 8): 1,39 (d, J = 6,4 Hz, H-9), 1,85 (d, J = 6,3 Hz, H-9°), 3,45 (dg, J = 9,2; 6,4
Hz, H-8), 3,82 (s, OCHs-4), 3,83 (s, OCH3-3,5), 3,84 (s, OCHz-3"), 5,07 (d, J = 9,2 Hz, H-
7), 6,09 (dg, J = 16,2; 6,3 Hz, H-8), 6,35 (d, J = 16,2 Hz, H-7"), 6,63 (s, 2H-2,6), 6,75 (s,
H-6), 6,78 (s, H-2’). RMN 13C; (125 MHz, CDCls, Hz, 5): 17,86 (C-9), 18,05 (C-9°),
45,74 (C-8), 56,00 (OCH3-3"), 56,23 (2 OCH3-3,5), 60,89 (OCH3-4), 93,82 (C-7), 103,59
(C-2,6), 109,35 (C-27), 113,35 (C-6"), 123,66 (C-8), 130,92 (C-7’), 132,84 (C-17), 133,15
(C-5°), 135,90 (C-1), 138,02 (C-4), 144,23 (C-3’), 146,55 (C-4"), 153,38 (C-3,5).
-rel-(7R,8R)-A’-3,4,3’-Trimetoxi-7.0.4’,8.5’-neolignana (IV). Oleo de cor amarela.
RMN !H (500 MHz, CDCls, Hz, 8): 1,46 (d, J = 6,6 Hz; H-9), 1,91 (d, J = 7,1 Hz, H-9"),
3,45 (dg, J=9,1, 6,6 Hz, H-8), 3,84 (s, OCH3-3’), 3,88 (s, 2 OCH3-3,4), 5,22 (d, J = 9,1,
H-7), 5,70 (dg, J = 16,5; 6,6 Hz, H-8"), 6,40 (d, J = 16,2 Hz, H-7), 6,61 (s, H-2"), 6,64
(s, H-6"), 6,72 (m, H-5), 6,77 (m, H-6), 6,80 (M, H-2). RMN 13C (125 MHz, CDCls, Hz,
8): 17,91 (C-9), 18,76 (C-9), 45,01 (C-8), 56,00 (OCH3-3"), 56,14 (2 OCH3-3,4), 94,98
(C-7), 109,35 (C-2), 111,91 (C-27), 112,68 (C-5), 116,39 (C-6), 120,04 (C-6), 123,66
(C-8%),130,92 (C-7’), 131,65 (C-1), 133,51 (C-5’), 133,55 (C-17), 144,23 (C-3’), 145,04

(C-4%), 146,07 (2C-3,4).
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282-287 - rel-(7R, 8R)-A"'-4-Hidroxi-3,5,3’-trimetoxi-7.0.4’,8.5’-neolignana (V), 6leo de
cor amarela. [«]2° + 71° (CHC13 ¢ 0,115). IV v /e (cm1): 3424, 2921, 2851, 1730, 1682,
1607, 1495, 1460, 1326, 1215, 1119, 963, 837. RMN (500 MHz, CDCls, Hz, 9): 1,47
(d, J = 6,6 Hz, H-9), 1,95 (d, J = 6,5 Hz, H-9"), 3,55 (dq, J = 9,5; 6,6 Hz, H-8), 3,97 (s, 2
OCH3-3,5), 3,98 (s, OCH3-3"), 5,15 (d, J = 9,5 Hz, H-7), 6,19 (dg, J = 15,5; 6,5 Hz, H-8"),
6,45 (d, J = 15,5 Hz, H-7), 6,75 (s, H-2,6), 6,85 (s, H-6"), 6,87 (5, H-2"). RMN %C (125
MHz, CDCls Hz, §): 17,61 (C-9), 18,42 (C-9°), 45,75 (C-8), 55,97 (OCH3-3"), 56,41 (2
OCHs-3,5), 94,13 (C-7), 103,52 (C-2,6), 109,28 (C-2°), 113,32 (C-6"), 123,61 (C-8"),
130,94 (C-77), 131,25 (C-1), 132,33 (C-1°), 133,22 (C-5’), 134,83 (C-4), 144,21 (C-3),
147,08 (C-3,5), 147,22 (C-47). EMIE (70 eV) m/z (int. rel): 356 (M'*, 100), 341 (40), 325
(9), 208 (1), 207 (17), 189 (1), 181 (9), 175 (1), 167 (18), 148 (1), 91 (9).

Tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosil sitosterol (1), cristais incolores, Pf. 162-164°C (CHC1s)
IV v KBr (cm?): 2957, 2863, 1751, 1685, 1462, 1375, 1224, 1163, 1104, 1046. RMN H
(400 MHz, CDCls, Hz, 5): 0,67 (s, H-18), 0,81 (d, J = 7,0 Hz, H-27), 0,83 (d, J = 6,8 Hz,
H-26), 0,84 (t, J = 7,3 Hz, H-29), 0,92 (d, J = 6,5 Hz, H-21), 0,98 (s, H-19), 1,40 (m, H-
7a), 1,95 (m, H-7h), 1,99 (m, CH3sCO-), 2,01 (m, CH3CO), 2,04 (m, CH3CO), 2,07 (m,
CHsCO), 2,10 (m, H-4), 3,48 (mn, H-3), 3,67 (m, H-57), 4,11 (dd, J = 12,2; 2,6 Hz, H-6h),
4,25 (dd, J = 12,2; 4,9 Hz, H-6’a), 4,59 (d, J = 7,9 Hz, H-17), 4,95 (dd, J = 9,4; 7,9 Hz,
H2%), 5,06 (t, J = 9,4 Hz, H-4"), 5,20 (t, J = 9,4 Hz, H-3"), 5,35 (d, J = 5,2 Hz, H-6). RMN
13C (100 MHz, CDCls, Hz, 8): 11,84 (C-18), 11,93 (C-29), 18,77 (C-26), 19,04 (C-21),

19,33 (C-19), 19,78 (C-27), 20,61-20,67 (4 CHsCO), 23,10 (C-28), 24,27 (C-15), 26,15
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(C-23),.28,21 (C-16), 29,21 (C-25), 29,46 (C-2), 31,89 (C-7,8), 33,97 (C-22), 36,12 (C-
20), 36,72 (C-10), 37,21 (C-1), 38,93 (C-4), 39,78 (C-12), 42,34 (C-13), 45,88 (C-24),
50,09 (C-17), 50,21 (C-9), 56,77 (C-14), 62,15 (C-6"), 68,64 (C-4’), 71,57 (C-2’), 71,72
(C-5%), 72,96 (C-3"), 80,05 (C-3), 99,64 (C-1°), 122,14 (C-6), 140,37 (C-5), 169,22
(CH3CO-27), 169,34 (CHsCO-4"), 170,26 (CH3CO-6"), 170,60 (CH3CO-3").

469-4 - rel-(7S,85,2°R,3’S,5’S)-A%"#-2"-Hidroxi-3,4,5,5’-tetrametoxi-4’-0x0-8.5*,7.3’-
neolignana (V11), 6leo incolor. [a]2° - 48° (CHC13 ¢ 0,17). IV v /ii™e (cm™1): 3473, 3076,
2935, 2840, 1755, 1709, 1640, 1591, 1508, 1460, 1427, 1355, 1327, 1240, 1187, 1126,
1069, 1005, 921, 825. RMN *H (500 MHz, CDCls, Hz, 8): 1,10 (d, J = 6,6 Hz, H-9), 2,24
(dd, J = 8,4: 6,6 Hz, H-8), 2,58 (d, J = 4,3 Hz, H-3"), 2,90 (d, J = 8,4 Hz, H-7), 2,94 (m, H-
7°), 3,46 (s, OCHz-5"), 3,73 (s, OCHs-4), 3,74 (s, 2 OCHs-3,5), 4,65 (d, J = 4,3 Hz, H-2"),
5,07 (d, 1 = 9,7 Hz, H-9’b), 5,09 (d, J = 17,2 Hz, H-9"a), 5,54 (sl, H-6"), 5,78 (m, H-8"),
6,28 (s, H-2,6). RMN 23C (125 MHz, CDCls, Hz, 5): 11,83 (C-9), 35,96 (C-7°), 45,29 (C-
7), 46,06 (C-8), 52,97 (OCH3-5"), 56,15 (2 OCH3-3,5), 58,67 (C-3"), 60,82 (OCHs-4),
76,11 (C-2’), 85,26 (C-5’), 104,21 (C-2,6), 117,46 (C-9°), 126,17 (C-6), 134,94 (C-8"),
136,40 (C-4),140,35 (C-1°), 140,54 (C-1), 153,24 (C-3,5), 209,02 (C=0, C-4’). EMIE
(70 eV) m/z (int. rel.): 388 (M, 100), 347 (16), 329 (6), 301 (5), 222 (17), 221 (30), 209
(28), 208 (88), 193 (37), 181 (15), 167 (5), 165 (10), 137 (8), 91 (12).

469-5(3) - rel-(7S,8S,I’'R,3’S,4’R)-A>"¥-4’-Hidroxi-3,4,5,5’-tetrametoxi-2’-0x0-8.1,7.3’-
neolignana (VI111). Oleo incolor. [a]3° + 153° (CHCls ¢ 0,7). IV v [i™e (cmh): 3443, 3075,

2929, 2854, 1750, 1637, 1590, 1508, 1459, 1427, 1329, 1241, 1126, 1068, 1006, 921, 825.
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RMN *H (500 MHz, CDCls, Hz, 8): 1,13 (d, J = 6,5 Hz, H-9), 2,03 (dd, J = 8,0; 6,5 Hz, H-
8), 2,28 (dd, J = 14,2; 6,2 Hz, H-7°h), 2,39 (dd, J = 14,2; 8,8 Hz, H-7"a), 2,78 (d, J = 5,1 Hz,
H-37), 3,02 (d, J = 8,0 Hz, H-7), 3,64 (s, OCH3-5"), 3,81 (s, OCHs-4), 3,83 (s, 2 OCHa-
3,5), 4,46 (s, H-6"), 4,72 (d, J = 5,1 Hz, H-4"), 5,08 (d, J = 9,0 Hz, H-9’b), 5,10 (d, J= 15,7
Hz, H-97a), 5,91 (in, H-8"), 6,41 (s, H-2,6). RMN 13C (125 MHz, CDCl3, Hz, 8): 12,43 (C9),
35,39 (C-7°), 46,42 (C-7), 48,39 (C-8), 52,95 (C-1"), 55,34 (OCHs-5’), 56,04 (2 OCHa-
3,5), 58,12 (C-3’), 60,88 (OCHz-4), 74,17 (C-4"), 98,62 (C-6"), 104,50 (C-2,6), 117,95
(C9), 133,88 (C-8°), 136,60 (C-4), 140,25 (C-1), 153,31 (C-3,5), 153,94 (C-5), 210,33
(C2°). EMIE (7 eV) m/z (int.rel.): 388 (M, 100), 327 (9), 301 (5), 208 (32), 195 (18),
193 (18), 165 (9), 133 (9), 91 (14).

-rel-(7S,8S,2°S,3’S,5°S)-A%#-2’-Hidroxi-3,4,5,5’-tetrametoxi-4’-0x0-8.5,7.3’-neolignana
(1X). Oleo incolor. RMN H (500 MHz, CDCls, Hz, §): 1,12 (d, J = 6,5 Hz, H-9), 2,19 (m,
H-8), 2,28 (d, J = 7,7 Hz, H-7), 2,59 (d, J = 3,5 Hz, H-3"), 2,99 (m, H-7"), 3,57 (5, OCHa-
5%), 3,82 (s, OCH3-4), 3,84 (s, 2 OCH3-3,5), 4,60 (d, J = 3,5 Hz, H-27), 5,20 (d, J = 9,6 Hz,
H-9'b), 5,21 (d, J = 17,5 Hz, H-9’a), 5,72 (s, H-6"), 5,88 (M, H-8"), 6,37 (s, H-2,6). RMN
13C (125 MHz, CDCls, Hz, 8): 12,71 (C-9), 37,14 (C-7°), 46,02 (C-8), 48,93 (C-7), 53,35
(OCH3-5"), 56,15 (OCH3-3,5), 57,49 (C-3"), 60,85 (OCH3-4), 80,61 (C-2), 85,21 (C-5"),
104,13 (C-2,6), 118,03 (C-9°), 129,48 (C-6"), 134,77 (C-8"), 136,98 (C-4), 139,08 (C-1),

140,32 (C-1), 153,46 (C-3,5), 213,22 (C-4").



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacdao Estrutural do Sesquiterpeno |

O espectro de IV da substancia (Fig. 2, pag. 36) revelou bandas de absor¢do em
3550-3200 cm'! referente a estiramento do grupo OH associado, 2927-2823 cm™ que estdo
em acordo com estiramento simétrico e assimétrico de grupos CHs ,CHz e CH, 1636 cm'*
referente a estiramento do grupo C=C, 1152 cm’ atribuida ao sistema C-O de alcool
terciario. O espectro de RMN *3C (Fig. 3, pag. 37) possui sinais referentes a 15 atomos de
carbono cuja multiplicidade foi definida com base na analise dos espectros de DEPT de

90° e 135° (Tab. 3, pag. 34).
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Tabela 3: Identificacdo dos carbonos CHs, CH2, CH e C da substéancia I através de RMN
13C (PND e DEPT, 50,3 MHz)

C CH CH> CHs
153,37 54,26 106,22 28,61
80,91 53,36 41,70 26,03
20,20 29,88 38,82 16,29
(=C) 27,43 26,35 (CH3)3
(C-OH) (CH)4 24,72

©) (=CH)

(CH2)4
CsOH CsH4 CsHio CsHg — C15H230H

O espectro de massas (Fig. 8, pag. 42) apresentou pico molecular (M** em 220
u.m.a. sendo compativel com a formula molecular C15H240, entdo um sesquiterpeno com
4 insuficiéncias, possuindo urna ligacéo dupla e 3 ciclos (Esquema 2, pag. 43) Analise dos
espectros de RMN 'H (Fig. 3, pag. 37) e RMN 3C (Fig. 4, pag. 38) mostrou sinais de
ligacdo dupla, caracterizada pelos carbonos em 6¢ 153,37 (C-10) e &c 106,22 (C-14) este
sendo um CH> caracterizado pelos sinais em &n 4,66 (s, H-14) e 61 4,63 (s, H-14) e banda
de absorgédo em 888 cm*, mostrando presenca de um grupo olefinico terminal.

Um sistema ciclopropano foi observado pelos sinais dos carbonos metinicos em
dc 27,43 (C-7) e &¢c 29,88 (C-6) e carbono quaternario presente em 6¢ 20,20 (C-11) contendo
0s protons correspondentes em o4 0,60 (dI, J = 9,4 Hz, H-7) e 61 0,40 (dd, J=11,1; 9,4
Hz, H-6). A constante de acoplamento em J = 9,4 Hz mostra a relagdo cis entre os 2
hidrogénios metinicos. A jungéo entre dois outros ciclos foi mostrada pelos deslocamentos
quimicos dos carbonos metinicos em &¢ 53,36 (C-1) e dc 54,26 (C-5) e hidrogénios 6u

2,12 (d, J = 15,8 Hz) e o1 1,27 (dd, J = 15,8; 11,1 Hz). A constante de acoplamento entre
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CH-1 e CH-5 de J = 15,8 Hz representa uma juncao cis e de J = 11,1 Hz evidencia também
a relagdo cis com CH-6. Estas deducdes sdo mostradas na analise do espectro de *H x 3C -
COLOC -"Jcu n =1, 2 e 3 (Fig. 7, pag. 41) evidenciando a interagdo de C-7 com 3H-12 e
3H-13; e C-6 com 3H-12 e 3H-13. Essas dedug¢des confirmam a estrutura do tipo Guaiano,
para a substancia. Analise comparativa dos dados espectrais da substancia *H x *H COSY
(Fig. 5, pag. 39), e H x 3C COSY (Fig. 6, pag. 40), com valores de dados na literatura

(Tabela 4), permitiram identificar a substancia I como espatulenol [27].

Tabela 4: Valores de RMN de (200 MHz, CDCls, ppm, Hz) e de **C (50 MHz, CDCls,
ppm, Hz) correlacdo 'H x 13C COSY e 'H x 13C COLOC "Jcu,n=1, 2, e 3 da
substéncia | e comparacdo com valores de literatura.

| Espatulenol [27]
C H x 3C - COSY - ey IH x 13C - COSY - "Jcn
dc Sn 2Jen 3Jen OH dc

1 53,36 2,12 (d,J=15,8) 1-1-14 1,0-2,5 (m) 53,3
2 26,35 1,50-1,80 (m) 1,0-2,5 (m) 26,6
3 41,70 1,86 - 1,30 (m) 3H-15 1,0-2,5 (m) 41,7
4 80,91 3H-15 1,0-2,5 (m) 80,9
5 54,26 | 1,27 (dd, J=15,8; 11,1) 3H-15 1,0-2,5 (m) 54,3
6 29,88 0,40 (dd, J=11,1;9,4) 3H-12;3H-13 0,45 (dd) 29,9
7 27,43 0,60 (dlI,J=9,4) 3H-12;3H-13 0,4-0,6 (m) 27,4
8a 24,72 1,90 (m) 1,0-2,5 (m) 24,7
8b 0,90 (m)

%a 38,82 2,36 (M) 2H-14 1,0-2,5 (m) 38,8
9 1,95 (m)

10 | 153,37 1,0-2,5 (m) 153,4
11 20,20 3H-12;3H-13 1,0-2,5(m) 20,2
12 16,29 1,01 (s) 3H-13 1,04 (s) 16,3
13 28,61 1,02 (s) 3H-12 1,05 (s) 28,6
14 106,22 4,63-4,66 (m) 4,65 (m) 106,2
15 26,03 1,25(s) 1,08 (s) 26,0




Figura 2: Espectro de IV do sesquiterpeno |
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Figura 3: Espectro de RMN de *H do sesquiterpeno | (200 MHz, CDCls)
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Figura 4: Espectro de RMN de 3C DEPT 90°, 135° do sesquiterpeno | (50 MHz, CDCls)
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Figura 5: Espectro de RMN 2D HOMOCOSY *H x *H do sesquiterpeno 1 (200 MHz, CDCls)
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Figura 6: Espectro de RMN 2D HETCOSY !H x C do sesquiterpeno | (50 MHz, CDCls)
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Figura 7: Espectro de RMN 2D COLOC *H x 3C "Jew n =1, 2, 3 do sesquiterpeno | (50 MHz, CDCls)
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Figura 8: Espectro de massas do sesquiterpeno |
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Esquema 2: Proposta de fragmentacdo para o sesquiterpeno |
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3.2 Determinacéo Estrutural do Esteroide 11

O espectro de infravermelho da substancia (Fig. 9, pag. 46) apresentou banda
de absorcdo larga em 3600-3200 cm’ atribuida a estiramento de grupo OH associado
intramolecular. Bandas de absorcdo entre 2936-2856 cm™ estdo em acordo com
estiramento simétrico e assimétrico de grupos CHs, CH2 e CH. Absorcdes em 1463-1376
cm! sdo compativeis com deformacdo no plano de CH, e CH, 1646 cm™ referente a
estiramento do grupo C=C com 802 cm? estdo em concordancia com dupla
trissubstituida e 1132 cm™ referente a banda de absorcdo do sistema C-O de alcool
secundario.

O espectro de RMN H (Fig. 10, pag. 47) dessa substancia apresenta dois
sinais em dn 0,65 (S) e 6+ 0,98 (s) e outros entre o4 0,78 (d, J =4,0 Hz), 64 0,79 (d, J =
4,0 Hz), 61 0,82 (t, J = 5,7 Hz) e 84 0,89 (d, J = 6,0 Hz) (Tab. 5, pdg. 45) que sdo
atribuidos aos grupos metilicos de um esteroide. A presenga de um multipleto em &4 3,51
é referente a freqliéncia de absorcdo de um atomo de hidrogénio localizado sob o &tomo
de carbono &c 71,1 (C-3), e um dubleto largo em 6n 5,31 atribuido ao hidrogénio
olefinico ligado ao &tomo de carbono com 6c 121,70 (C-6).

A comparacdo das freqliéncias de absorcdo dos atomos de hidrogénio (Fig.
10, pag. 47) e 13C (Fig. 11, pag. 48) com dados de literatura (Tab. 5, pag. 45) e de ponto

de fusdo (136-138 °C), permitiu identificar a estrutura da substancia como [-sitosterol.
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Tabela 5: Valores de RMH de *H (200 MHz, CDCls, ppm, Hz) e 3C (50 MHz, CDCls,
ppm, Hz) da substéncia Il e comparacdo com dados de literatura.

C o dc 3w [28] dc [28]
1 37.2 37.2
2 31,6 37.6
3 3,51 (m) 71.7 3,50 (m) 717
4 2,25 (m) 423 2,25 (m) 423
5 140.7 140.7
6 531 (d,J=6,5) 121,7 5,30 (m) 121,7
7 1,51 (m) 31.9 1,51 (m) 31.9
8 1,98 (m) 31.9 1,93 31,9
9 50,1 50,1
10 36,1 36,1
11 21,1 21,1
12 39,8 39,7
13 42,3 42,2
14 56.8 1,04 56.0
15 24.3 24.3
16 28,2 28,2
17 56.0 1.10 56.7
18 0.65 (5) 118 0.64 (s) 118
19 0.98 (s) 19.4 1.02 (s) 19.4
20 36.5 1,38 (s) 36.5
21 0.89 (d. J = 6.0) 18.8 091 18.8
22 33,9 33,9
23 0.93 (s) 26.0 1.19 26.0
24 458 458
25 29.1 1,73 29,1
26 [ 0.79(d.J=4.0) 19.0 0.82 19.4
27 0.78 (d. J = 4.0) 19.2 0.81 19.8
28 23.0 1.26 23.0
29 0,82 (t,J=57) 12,0 0,84 12,0




Figura 9: Espectro de IV do esteroide Il
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Figura 10: Espectro de RMN de *H do esteroide 11 (200 :MHz, CDCls)
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Figura 11: Espectro de RMN de **C do esteroide Il (50 MHz, CDCls)
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3.3 Determinacéao Estrutural das Neolignanas 11l e 1V

O espectro na regido do 1V (Fig. 12, pag. 60) dessa amostra revelou bandas
de absorcdo em 1594 e 1500 cm™ caracterizando a natureza aromatica. Absorcoes em
964 e 836 cm* indicaram padréo de substituicdo do anel aromatico tetra e trissubstituido.
Bandas de absor¢do em 1231, 1130 e 1007 cm foram atribuidas a estiramento =C-O-C
de grupo éter.

Os sinais dos espectros de RMN *H e 3C (Figs 13-17, pags. 61-65) e as
interacdes observadas nos espectros bidimensionais *H x *H - COSY; 'H x 3C HMQC
YJen (Figs. 19-22, pags. 67-70), permitiram deduzir os dados espectrais para duas
substancias, I11 e IV. A substancia Il apresentou-se como sendo o principal componente
da mistura, pela analise dos sinais de integracao referente aos atomos de hidrogénio em
oH 6,09 com 71,7 % para lll e 61 5,70 com 28,3 % para V. Os dados registrados de RMN
13C - DEPT 135° das substancias Il e IV (Fig. 18, pag. 66), permitiram assinalar os tipos

de atomo de carbono (Tab. 6, pag. 50).
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Tabela 6: ldentificagdo dos carbonos CHs, CH e C das substancias 111 e 1V, através dos
espectros de RMN 3C e DEPT.

CHs CH C
1 v 1 v 1 IV
17,86 17,91 45,74 45,01 132,84 131,64
18,05 18,76 93,82 94,98 133,15 (2) 133,55
2 (56,23) 56,00 2 (103,59) 109,35 135,90 144,23
60,89 (2) 56,14 109,35 111,89 138,02 145,04
56,00 113,35 112,58 144,23 146,07 (2)
123,66 116,39 146,55
130,92 120,04 2(153,38)
123,66
130,92
(CHz3)2(OCHa)s [ (CHs)2(OCHs)s | (CH)s(O) (CH)s(0) Cs C;

Esses dados conduziram a duas propostas de formula molecular para Il e 1V:
Il - C22H260s - 4(OCH3) = C18H140 (a)
IV - C21H2404 - 3(OCH3) = C18H150 (b)

Os numeros de atomos de carbono do esqueleto basico (Cis) juntamente com
os dados espectrais permitiram classificar os dois isdmeros como ligndide (C¢Cs + CsCa).

Pela andlise dos espectros de RMN *H e 1H x *H COSY (Figs. 13-15,19, pag.
61-63,67), observou-se a presenca de hidrogénios carbinélicos em 61 5,07 (d, J = 9,2 Hz,
H-7), 1l e 8n 5,22 (d, J = 9,1 Hz, H-7), IV que acoplam com os hidrogénios metinicos
em 3H 3,45 (dq, J = 9,2; 6,4 Hz, H-8), 61 3,45 (dg, J = 9,1; 6,6 Hz, H-8), IV, sendo que
esses acoplam também com os grupos metila representados por dubletos em 61 1,39 (d,
J =6,4 Hz, 3H-9), Ill e 6n = 1,46 (d, J = 6,6 Hz, 3H-9), IV, o valor da constante de

acoplamento entre H-7 e H-8 em J = 9,2 e 9,1 Hz indicou relagdo trans entre eles.
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Esses dados estdo em acordo com o sistema -CHOCH-CH3 de neolignanas
diidrobenzofuranicas [29].

O espectro de 2D de H x C HMBC - "Jcn, n = 2, 3 (Figs. 23,24, pag. 71,72)
reforca esta deducéo, quando da analise das interacfes de acoplamento a longa distancia.
Nota-se que 0 atomo de carbono com 6¢ 93,82 (C-7) tem interacdo de acoplamento a trés
ligacdes 3Jcn com atomo de hidrogénio com 8 1,39 (d, J = 6,4 Hz, 3H-9). O mesmo se
observa para o atomo de carbono localizado com &c 45,74 (C-8) em interacdo de
acoplamento a duas ligacdes 2Jcn com o hidrogénio on 1,39 (3H-9), para a substancia Il1.
Bem como na anélise a trés ligag6es do oc 94,98 (C-7) com interagdo sobre o atomo de
hidrogénio localizado com o4 1,46 (C-9), e do éc 45,01 (C-8) a duas ligagcBes com o
hidrogénio em 6 1,46 (3H-9) para a substancia IV.

O espectro de HMBC também expde a correlacdo nuclear a trés ligagdes do
atomo de carbono com d&¢ 93,82 (C-7) com én 6,63 sinal largo que corresponde aos
atomos de hidrogénios H-2 e H-6 do anel aromaético de I11. Esta correlagdo fixa a relacdo
meta entre os dois &tomos de hidrogénio presentes no anel, levando a colocacédo das trés
metoxilas nas posicdes C-3, C-4 e C-5. O deslocamento quimico dos carbonos de duas
metoxilas com 6¢ 56,23, mostra que estes substituintes ocupam posi¢ées equivalentes e
no plano do anel aromatico em C-3 e C-5. Quando a metoxila encontra-se em posicao
impedida estericamente, o sinal desloca-se para 6C 60,89 (C-4) [30].

Essa deducdo, encontra-se em acordo com o deslocamento quimico de dois

carbonos aromaticos em &¢c 153,38 (C-3,5) que apresentam 2Jcy com os hidrogénios
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localizados em H-2 e H-6 respectivamente, e dc 138,02 para o carbono que sustenta a
metoxila em C-4, 3Jcq com os 3H do grupo HsCO-4 e com os hidrogénios localizados em
H-2 e H-6 (Fig. 25, pag. 73), fortalecendo a estrutura parcial I11-a para a substancia Ill.

As bandas de absorcdo em 964 e 836 cm lembram presenca de hidrogénios
aromaticos isolados, e em posicdo orlo respectivamente [31]. Duas metoxilas com
deslocamento quimico de ¢ 56,14 e 61 3,88 (s) foram fixadas em C-3 e C-4 na substancia
IV pela anélise dos dados de *H x 3C HMQC (Figs. 20;22, pags. 68;70), ‘H x *C HMBC -
"J, n =2 e 3 (Figs. 23-25, pags. 71-73) e comparacdo com dados de literatura [32], ficando

assim definido o anel aromatico da unidade 1 da substancia IV como 3,4-dimetoxi-benzeno.

As duas outras unidades para cada substancia em mistura (CsCs) possuem a
mesma férmula molecular C10H1002, sendo ampliada para CH3zO[CeH20O(CH)2CHs] com
base na andlise das formulas (a) e (b) e (Tab. 6, pag. 50).

Um sistema AMX3 com configuracéo E (trans) foi localizado pelo exame dos
sinais com 6n 1,85 (d, J = 6,3 Hz, 3H-9’) atribuido a CHs, o deslocamento quimico e a

constante de acoplamento presente neste sinal revelaram sua proximidade com atomo de
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hidrogénio ligado & carbono sp? representado pelo sinal com &4 6,09 (dg, J = 16,2; 6,3
Hz, H-8”). A mesma constante de acoplamento € manifestada pelo sinal com 64 6,35 (d,
J = 16,2 Hz, H-7°) atribuido a hidrogénio olefinico e vizinho ao grupo arila [33]. O
mesmo sistema esta presente na substancia IV com os sinais o4 1,91 (d, J = 7,1 Hz, 3H-
9%), 8w 5,70 (dq, J = 16,5; 6,6 Hz, H-8"), e 8+ 6,40 (d, J = 16,2 Hz, H-7").

Esse arranjo é fortalecido pela analise do espectro de *H x 3C HMBC -"J,n =2
e 3 (Fig. 23-25, pag. 71-73), onde se nota a interacdo nuclear a trés ligagdes do atomo de
carbono com &¢ 130,92 (C-7°) com os hidrogénios com 64 1,85 (d, J = 6,3 Hz, 3H-9’), e
com os atomos de hidrogénio aromaéticos localizados com 6w 6,78 (s, H-2") e com dn 6,75
(s, H-67), permitindo-se postular a unidade 111-b presente na neolignana Ill, fato semelhante

ocorre para o sistema idéntico presente na substancia IV (Tab. 10, pag. 59).

Fortalecendo essa analise para a substancia Ill, registra-se a interacdo
heteronuclear simultanea de 6¢ 113,55 (C-6") com 6w 6,78 (s, H-2) e de ¢, 109,35 (C-
2’) com o 6,75 (s, H-6"). A unido entre as duas unidades de cada lignoide pode ser

deduzida no exame do mesmo espectro revelando uma interagéo 2Jcy entre 8¢ 133,15 (C-
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5”) com o atomo de hidrogénio da outra unidade em &4 3,45 (dgq J = 9,2; 6,4 Hz, H-8) e
a trés ligagdes com 64 1,39 (dg, J = 6,4 Hz, 3H-9).

O espectro correlagdo heteronuclear "Jcn n = 2, 3 (Fig. 25, pag. 73) revelaum
carbono oxigenado em dc 146,55 com interagéo a trés ligagbes com H-2" e H-6 levando-
nos a fixar esse atomo de carbono na posicdo C-4’ para Il e 145,04 para IV, mantendo
uma relagdo meta aos dois atomos de hidrogénio. Deste modo temos a unidade parcial

para a substancia Ill, e V.

Como as duas unidades I11-b e 1V-b sdo idénticas, o grupo metoxila é¢ 56,00
e on 3,84 (s) para 1l e 6¢c 56,00 e dn 3,84 (s) para IV sé pode estar localizado em C-3’
posicao livre, com base nos espectros de *H x 3C HMQC (Fig. 20-21, p4g. 68-69), 'H

X13C HMBC - "Jeu, n = 2, 3 (Figs. 23-25, pags. 71-73).

Os espectros de NOESY da amostra (Figs. 26-27, pags. 74-75) resumem
todos os efeitos NOE *H x 'H presentes na amostra. O espectro é representado por
picos ao longo da diagonal e os picos fora da diagonal representam as interacfes
espaciais 'H X 14 preximas. A andlise dos espectros permitiu  selecionar

dentre outros picos
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transversais, aqueles que serviram para comprovacao das estruturas Il e 1V (Figs. 26-

27, pags. 74-75 e tabs. 7-8, pags. 56-57).

Esses dados conduziram a formulagdo das duas substancias como rel-
(7R,8R)A"’-3,4,5,3"-Tetrametoxi-7.0.4",8.5’-neolignana (1) [14] e rel-(7R,8R)- A”-
3,4,3’-Trimetoxi-7.0.4’,8.5’-neolignana (IV) [35]. Essas substéncias ja se encontram
citadas na literatura sendo que este trabalho contribui com novos dados espectrais (Tabs.

9-10, pags. 58-59) para corroboracdo de suas estruturas.
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Tabela 7: Dados de NOE obtidos por experiéncia 2D 'H x ‘H NOESY para a substancia
1>

CH oH Picos transversais correspondentes a NOE com
2,6 6,63 (5) H-7; H-8
7 5,07 (d,J=9,2) 2H-2,6; 3H-9
8 3,45 (dg, J=9,2; 6,4) 2H-2,6; 3H-9
2’ 6,78 (s) HsCO-3’
6’ 6,75 (s) -
7 6,45 (d, J = 16,2) H-8’
8’ 6,09 (dg, J = 16,2; 6,3) H-7
CHs
9 1,39 (d,J=6,4) H-7; H-8
9 1,85 (d, J=6,3) H-8’
MeO-3 3,83 (s) H-2
MeO-5 3,83 (s) H-6
MeO-4 3,82 (s) -
MeO-3’ 3,84 (s) H-2’

* Resultados de experiéncias 2D de correlagdo heteronuclear e C-13 [*H x C COSY - "Jsy n = 1 (HMQC)
e n =2, 3 (HMBC)] foram também usadas nesta analise.



Tabela 8: Dados de NOE obtidos por experiéncia 2D *H x *H NOESY para a substancia

(AVAH
CH o Picostransversais correspondentes a NOE com
2 6,80 (m) H-7; H-8; 3H-9
5 6,72 (m) -
6 6,77 (M) 11-7; H-8
7 5,22 (d, J=9,1) 2H-2,6; 3H-9
8 3,45 (dg, J = 9,1; 6,6) 2H-2,6; 3H-9
2’ 6,61 () 3H-9’; MeO-3’
6’ 6,64 () -
7 6,40 (d,J =16,2) H-8’
8’ 5,70 (dg, J = 16,5; 6,6) H-77; 3H-9’
0-21
9 1,46 (d, J = 6,6) H-2; H-7; H-8
9’ 1,91 (d,J=7,1) H-8’
MeO-3 3,88 (s) H-2
MeO-4 3,88 (s) -
MeO-3’ 3,84 (s) H-2’

* Resultados de experiéncias 2D de correlagdo heteronuclear e C-13 ['"H x C COSY -"Jeun=1en=

2, 3 (HMBC)] foram também usadas nesta analise.
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Tabela 9: Valores de RMN de *H (500 MHz, CDCls ppm, Hz) e de *C (125 MHz,
CDCls) correlagéo, ‘H x *C HMQC YJch e *H x 3C HMBC - "Jcn, n =2, 3 da
substancia I11 e comparacdo com valores de literatura.

HMQC HMBC Literatura [14]
C H x BC - ey H x BC - "Jen
oc oH 2JcH 3JcH oH
1 135,90 - 2H-2,6 - -
2,6 103,59 6,63 () - 6,65 - 6,50 (M)
3,5 153,38 - 2H-2,6 2Me0-3,5 -
4 138,02 - 2H-2,6; MeO-4
7 93,82 5,07 (d, J = 9,2) 3H-9; 14-6; H-2 | 4,93(d,J=9,1)
8 4574 | 3,45(dg,J=9,2;6,4) | 3H-9 3,40-2,80 (M)
9 17,86 1,39 (d, J=6,4) H-7 1,40 (d, J=6,5)
r 132,84 H-8’ -
2’ 109,35 6,78 (5) H-6"; H-7’ 6,65 - 6,50 (M)
3 144,23 - MeO-3’ -
4 146,55 - H-2’; H-6’ -
5’ 133,15 - 3H-9; H-8 -
6’ 113,35 6,75 () H-27; H-7 6,60 - 6,50 (m)
7 130,92 6,35 (d, J = 16,2) H-2’; H-6"; 3H-9" | 6,25 (d, J =15,0)
8’ 123,66 |6,09 (dg, J=16,2;6,3) | 3H-9’ 5,95 (dd, J = 15,0; 5,5)
9’ 18,05 1,85 (d, J=6,3) 1,85 (d, J=5,5)
2Me 0-35| 56,23 3,83 (s) 3,86 ()
Me O-4 | 60,89 3,82 (s) 3,73 (5)
Me O-3" | 56,00 3,84 (s) 3,80 ()
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Tabela 10: Valores de RMN de *H (500 MHz, CDCls ppm, Hz) e de *C (125 MHz,
CDCls) correlagéo, *H x *C HMQC - YJch e *H x B*C HMBC - "Jcun=2, 3
da substancia IV e comparacdo com valores de literatura.

HMQC HMBC Literatura [14]
C H x 3C - Ycn H x BC - "Jen
dc oH 2JcH 3Jen OH
1 131,65
2 109,35 6,80 (M) 6,40 - 7,00 (m)
3 146,07
4 146,07
5 112,68 6,72 (M) 6,40 - 7,00 (m)
6 120,04 6,77 (M) 6,40 - 7,00 (m)
7 94,98 5,22 (d,J=9,1) 3H-9, H-2,6 5,01 (d, J = 9,0)
8 45,01 |[3,45(dg,J=9,1;6,6)| 3H-9 3,70 - 3,00 (m)
9 17,91 1,46 (d, J = 6,6)
1 133,55 1,36 (d, J=17,0)
2’ 111,91 6,61 (s) 6,60 (s)
3 144,23
& 145,04 H-2’, H-6°
5 133,51 H-8 3H-9°
6’ 116,39 6,64 (s) 6,62 (s)
7 130,92 | 6,40(d,J=16,2) 3H-9° 6,40 - 7,00 (m)
8 123,66 | 5,70 (dg, J=16,5;6,6) | 3H-9’ 6,40 - 7,00 (m)
o 18,76 1,91(d,J=171) 3H-9 1,85 (dd, J =5,0; ind.)
Me O-3 | 56,14 3,88 (s) 3,86
Me O-4 | 56,14 3,88 (s) 3,86
Me 0-3’ | 56,00 3,84 (s) 3,81




Figura 12: Espectro de 1V das neolignanas Il e IV
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Figura 13: Espectro de RMN de *H das neolignanas 11 e IV (500 MHz, CDCls)
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Figura 14: Espectro de RMN de *H, regido 0,6-4,6 ppm das neolignanas I11 e 1V (500 MHz, CDCls)
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Figura 15: Espectro de RMN de *H, regido 5,0-7,5 ppm das neolignanas Il e IV (500 MHz, CDCIs)
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Figura 16 : Espectro de RMN de "*C das neolignanas Il e IV (125 MHz, CDCls)
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Figura 17: Espectro de RMN de *3C, regido 100,0-150,0 ppm das neolignanas Il e IV (125 :MHz, CDCls)
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Figura 18: Espectro de RMN de 3C DEPT 135° da neolignanas 11 e IV (125 MHz, CDCls)
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Figura 19 : Espectro de RMN 2D HOMOCOSY !H x H das neolignanas 111 e IV (500 MHz, CDCls)
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Figura 20: Espectro de HMQC *H x 3C, regido 3,0-5,1 x 40-70 das neolignanas Il e IV (125 MHz, CDCls)
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Figura 21: Espectro de *H x *3C HMQC, regiéo 0,0-7,0 x 0,0-130,0 das neolignanas Il e IV (125 :MHz, CDCls)
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Figura 22: Espectro de *H x 13C HMQC, regido 4,7-7,5 x 90,0-135,0 das neolignanas Il e IV (125 MHz, CDCls)
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Figura 23 Espectro de HMBC H x 3C - "Jcn n = 2, 3, regido 0,0-10,0 x 0,0-200,0 das neolignanas Il e IV (125 MHz, CDCls)
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Figura 24: Espectro de *H x 3C HMBC - "Jcn n = 2, 3, regido 0,0-8,0 x 60,0-115,0 das neolignanas 111 e IV (125 MHz, CDCls)
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Figura 25: Espectro de HMBC - "Jch n = 2, 3, regido 1,0-10,0 x 120,0-195,0 ppm das neolignanas 11l e IV (125 MHz, CDCls)
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Figura 26: Espectro de NOESY, regido 0,0-10,0 x 0,0-10,0 ppm das neolignanas Il e 1V (500 :MHz, CDCls)
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Figura 27: Espectro de NOESY, regido 3,2-7,0 x 1,0-6,0 das neolignanas 11l e IV (500 MHz, CDCls)
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3.4 Determinacéo Estrutural da Neolignana V

Com base nos espectros de RMN de *C (Fig. 32;33, pag. 89-90) e DEPT 135°
(Fig. 34, pag. 91, tab. 12, pag. 84,) determinou-se 0 niumero de atomos de carbono CHs,
CH e quaternarios. Esses dados em conjunto com o sinal do ion molecular presente no
espectro de massas em M™* 356 u.m.a. (Fig. 46, pag. 103) permitiram deduzir a formula
molecular C21H2405 para substancia V. Tornou-se possivel ainda ampliar esta formula
para Cg(CH) s(CHs3)2(OCHS3)30OH. Subtraindo-se dessa formulacdo, 3 OCHs, e um OH
resulta em C1gH140 como esqueleto basico, possibilitando classificar a substancia como
neolignana.

O espectro de infravermelho (Fig. 28, pag. 85) confirmou a natureza
aromatica da substancia pela presenca de bandas de absorcdo em 1607, 1495 e 891 cm'?
presenca de hidrogénios aromaticos isolados. Absorcdo em 1682 e 963 cm™ de ligacdo
dupla, em trans, e funcédo éter assimétrico foi assinalada pelas bandas de absor¢do em
1215 e 1119 cm referente ao sistema =C-O-C- respectivamente.

A interpretacdo do espectro de massas (Esq. 3, pdg. 104) mostrou um
fragmento em m/z 208 u.m.a. conduzindo a formulacéo de uma unidade CsC3 possuidora
de dois grupos metoxila e um grupo hidroxila. Assim a unidade oriunda de dois

rearranjos 1,4 de &tomo de hidrogénio no espectrdmetro de massas pode ser escrita.



77

Andlise dos dados presentes nos espectros de RMN de *H (Fig. 29-31, pag. 86-
88), 1°C (Figs. 32-33, pags. 89-90) e *H x 'H COSY (Fig. 35, pag. 92) permitiram identificar
trés sinais simples largos e atribuidos a quatro hidrogénios aromaticos o+ 6,87, 6,85 e 2H
em dn 6,75. Um sistema -CHO-CH-CHjs foi observado pela anélise dos sinais em oy 5,15
(d,J=9,5Hz, H-7), 61 3,55 (dg, J = 9,5; 6,6 Hz, H-8) e esse sinal acoplando com um grupo
metila adjacente fixado em o 1,47 (d, J = 6,6 Hz, 3H-9). A constante de acoplamento
observada de 9,5 Hz conduz a colocagdo dos atomos de hidrogénios H-7 e H-8 na relacéo
trans, comum em neolignana do tipo diidrobenzofuranicas [29,34].

O deslocamento quimico dos carbonos de duas metoxilas em ¢ 56,41 indicam
que esses substituintes ocupam posicOes equivalentes e sem impedimento conforme

discutido anteriormente na deduc&o estrutural das substancias 111 e IV.
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A atribuigdo do sinal com deslocamento quimico em 64 3,97 (S) para 0s atomos
de hidrogénio das metoxilas localizadas em C-3 e C-5 foi assegurada pela andlise do
espectro de correlacdo heteronuclear *H x **C HMQC - Ycn (Figs. 36-38, pags. 93-95) que
revelou a interacdo desses atomos de hidrogénio com os carbonos representados pelo sinal
em oc 56,41, confirmando auséncia de metoxila estericamente impedida, como fica
demostrado pelos deslocamentos quimicos indicados na substancia modelo Mo-1 [30].

Essa deducéo apresenta-se em acordo quando, no exame do espectro de *H x 13C
HMBC - "Jch, n = 2 e 3 (Fig. 42, pag. 99), revelando o deslocamento quimico de dois
carbonos aromaticos em o¢c 147,08 (C-3,5) que interagem a duas ligagdes com 2 (dois)
hidrogénios em 64 6,75 (H-2,6) e a trés ligacdes com os hidrogénios dos grupos HsCO-3,5.
O atomo de carbono oxigenado e quaternario com dc 134,83 também apresentou interagéo
a trés ligacdes com os atomos de hidrogénio com on 6,75 (s, 2H-2,6). O carbono metinico
em oc 45,75 (C-8) também mostra interacdo heteronuclear a duas ligacbes com 0s
hidrogénios em &n 5,15 (H-7) e on 1,47 (3H-9) e a trés ligagcbes com um hidrogénio em on
6,85, provavelmente localizado na outra extremidade da substancia (Fig. 40, pag. 97).

O sinal em 6n 6,75 (s) corresponde, deste modo, aos hidrogénios localizados em
H-2 e H-6 e guardando uma relacdo meta. Essa analise (Fig. 41, pag. 98) foi definida pelo
exame da correlacdo heteronuclear entre 0 6c 94,13 (C-7) a trés ligacdes com o sinal desses
dois atomos de hidrogénio 6n 6,75 (s, H-2,6) e com hidrogénio localizado em 61 1,47 (d, J
= 6,6 Hz, 3H-9) definindo-se desse modo a unidade estrutural \V-a para a estrutura parcial

da substancia V.
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Um sistema propenil benzeno foi evidenciado pela presenca do sinal duplo
correspondente a trés hidrogénios em o1 1,95 (d, J = 6,5 Hz, 3H-9”) acoplando com um
atomo de hidrogénio olefinico localizado em 64 6,19 (dg, J = 15,5; 6,5 Hz, H-8”) mantendo
uma configuracdo E (trans) com atomo de hidrogénio olefinico cujo sinal aparece em 6n
6,45 (d, J = 15,5 Hz, H-7") (Figs. 29-31,35, pags. 86-88,92) [33]. Esse sistema (V-b) é
confirmado na anélise do espectro de *H x *C HMBC - "Jcu n = 2, e 3 (Fig. 42, pag. 99)
onde se observam as correlacdes heteronucleares entre o carbono éc 130,94 (C-7°) a trés
ligagbes com os hidrogénios 3H-9’ e com os hidrogénios em 2H-2’,6°. Nota-se também a
interacdo heteronuclear do atomo de carbono 6c 123,61 (C-8’) a duas ligagdes com 0s
hidrogénios 3H-9’. Esse espectro revelou também uma das ligagdes entre as duas unidades
V-a e V-c (8.5) através da correlacéo heteronuclear entre o atomo de carbono é¢ 45,75 (C-
8) em trés ligacbes com o atomo de hidrogénio em o1 6,85 (s, H-6) (Fig. 40, pag. 97).

Revelando também a interagdo do 5¢c 18,42 (C-9’) em 2Jcq com H-8" e em 3Jcw com H-7".
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O padréo de substituicdo do anel benzeno para a segunda unidade aromatica
(V-c) também se apresenta como tetrassubstituida com formula molecular CioH1002
como em Il e IV. Quatro carbonos quaternarios, e dois metinicos, sendo esses ultimos
atomos de hidrogénio possuindo deslocamento quimico de 61 6,87 (S) e 6,85 (S)
sugerindo um acoplamento meta. Entre eles esta relacdo é reforcada pela analise do
espectro de 'H x 1*C HMBC - 3Jcw (Fig. 41, pag. 98) onde o atomo de carbono aromatico
com dc 109,28 (C-2’) esta correlacionado com atomo de hidrogénio em 6y 6,85 (s, H-
6’) e 6¢c 113,32 (C-6’) com atomo de hidrogénio em on 6,87 (s, H-2").

As demais interacdes de acoplamento a longa distancia para esta unidade sdo
mostradas nos espectros de *H x 3C HMBC e (Fig. 40-42, pag. 97-99 e tab. 12, pag. 84),
sendo resumidas na representacdo estrutural da subunidade V-c. Essas analises

corroboram as deducdes estruturais para V e também para Il e IV.
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O padrdo de substituicdo para o anel aromatico da unidade V-c foi também
confirmado pela analise comparativa dos valores de carbono e hidrogénios com dados
de literatura para licarina A, B, C e D [14, 33, 35], e com as substancias Ill e IV (Tab. 9-
10, pag. 58-59).

Os espectros de NOESY (Figs. 43-45, pags. 100-102) e condensados na
estrutura parcial V, (Tabela 11, pag. 83) confirmaram a estrutura V, e revelaram as
interacdes espaciais entre os atomos de hidrogénio 3H-9, H-7, H-8 e destes a longa
distancia com os hidrogénios aromaticos H-2 e H-6, evidenciando a livre rotacdo do anel.
Os hidrogénios dos dois grupos HzCO-3,5 ocasionam efeito NOE nos seus vizinhos H-
2 e H-6 respectivamente. Observa-se também interacdo espacial do grupo propenil com
os hidrogénios aromaticos e vice-versa, exibindo a rotacao entre os carbonos C-1’ e C-

7’ proporcionando a existéncia das estruturas parciais V-d e VV-e em equilibrio.
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Todos os dados discutidos permitiram postular a estrutura de rel-(7R,8R)-A"-
4-Hidroxi-3,5,3’-trimetoxi-7.0.4’,8.5’-neolignana (V) para esta substancia encontrada

nas folhas N. membranacea, ainda nao citada na literatura cientifica.



Tabela 11: Dados de NOE obtidos por experiéncia 2D *H x *H NOESY para a substancia

V*,
CH OH Picos transversais correspondentes a-NOR com -
2,6 6,75 (s) H-7; H-8
7 5,15 (d, J=9,5) 2 H-2,6; H-8; 3H-9
8 3,55 (dg, J=9,5; 6,6) 2 H-2,6; 3H-9; H-7
2’ 6,87 (s) H-7’; H-8’; MeO-3’
6’ 6,85 (s) H-7": H-8
7 6,45 (d, J = 15,5) 2 H-2’6’
8’ 6,19 (dg, J= 15,5; 6,5) 2H-2°,6’; H-7
CH3
9 1,47 (d, J = 6,6) 2H-2,6; H-7; H-8
o’ 1,95 (d, J = 6,5) H-77; H-8’
MeO-3 3,97 (s) H-2
MeO-5 3,97 (s) H-6
MeO-3’ 3,98 (s) H-2

* Resultados de experiéncias 2D de correlacio heteronuclear e C-13 [*H x **C COSY -"Jeyn=1en=

2, 3 (HMBC)] foram também usadas nesta analise.




84

Tabela 12: Valores de RMN de *H (500 MHz, CDCls ppm, Hz) e de *C (125 MHz,
CDCls) correlagdo DEPT, *H x 3C HMQC - "Jcn e *H x 3C HMBC - "Jcn,
n = 2 e 3 da substancia V.

HMQC HMBC
C 1H 3C — Jcn IH x 3C - "Jen
oc oH 2JcH 3JcH
1 131,25 - H-7
3,5 147,08 - 2H-2,6 2Me0-3,5
4 134,83 - 2H-2,6
1’ 132,33 -
3 144,21 - H-2’ MeO-3’
4 147,22 - H-2’; 1-1-6’
5 133,22 - H-8 3H-9
CH
2,6 103,52 6,75 (S) H-7
7 94,13 5,15(d, J =9,5) 2H-2,6; 3H-9
8 45,75 3,55 (dg, J =9,5; 6,6) H-7; 3H-9 H-6’
2’ 109,28 6,87 (s) H-6’
6’ 113,32 6,85 (s) H-2’
7 130,94 6,45 (d, J = 15,5) 3H-9’; H-2"; H-6’
8 123,61 6,19 (dq, J =15,5; 6,5) 3H-9’
CHs
9 17,61 1,47 (d, J = 6,6) H-7
9’ 18,42 1,95 (d, J=6,5) H-8’ H-7°
2MeO-3,5 56,41 3,97 (s)
MeO-3’ 55,97 3,98 (s)




Figura 28: Espectro de 1V da neolignana V
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Figura 29: Espectro de RMN de *H da neolignana V (500 MHz, CDCls)
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Figura 30: Espectro de RMN de *H, regiéo 1,4-4,4 ppm da neolignana V (500 MHz, CDCls)

87



Figura 31: Espectro de RMN de *H, regido 4,8-7,8 ppm da neolignana V (500 MHz, CDCls)
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Figura 32: Espectro de RMN de *C da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 33: Espectro de RMN de °C, regido 108,0-150,0 ppm da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 34: Espectro de RMN de *C - DEPT 135° da neolignana V (125 :MHz, CDCls)
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Figura 35: Espectro de RMN 2D HOMOCOSY, regido 0,0-8,0 x 0,0-8,0 ppm da neolignana V (500 MHz, CDCls)
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Figura 36: Espectro de RMN 2D - x 13C HMQC, regiéo 1,0-7,0 x 20,0-135,0 ppm da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 37: Espectro de RMN 2D H x 3C HMQC, regido 0,5-2,7 x 10,0-36,0 ppm da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 38: Espectro de RMN 2D *H x *C HMQC, regido 3,0-4,6 x 40,0-70,0 ppm da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 39: Espectro de RMN 2D *H x 3C HMQC, regi&o 4,7-7,6 x 90,0 -130,0 ppm da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 40: Espectro de RMN 2D *H x *C HMBC, regiéo 0,0-7,0 x 10,0-55,0 ppm da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 41: Espectro de RMN 2D *H x *C HMBC, regiéo 0,0-10,0 x 65,0-115,0 ppm da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 42: Espectro de RMN 2D *H x *C HMBC, regiéo 1,5-10,0 x 120,0-195,0 ppm da neolignana V (125 MHz, CDCls)
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Figura 43: Espectro de NOESY, regido 0,4-10,0 x 0,4-10,0 ppm da neolignana V (500 MHz, CDCls)
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Figura 44: Espectro de NOESY, regido 3,0-7,6 x 0,5-3,2 ppm da neolignana V (500 MHz, CDCls)
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Figura 45: Espectro de NOESY, regido 3,2-7,0 x 3,2-7,0 ppm da neolignana V (500 MHz, CDCls)



103

Figura 46: Espectro de massas da neolignana V
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Esquema 3: Proposta de fragmentacéo para a substancia V
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3.5 Determinacdo Estrutural do Esteroide VI

O espectro de 1V (Fig. 47, pag. 113) apresentou bandas de absorcéo entre
2957 e 2863 cm referente ao estiramento simétrico e assimétrico de grupos CHs, CHx
e CH, banda de absorcdo fraca em 1680 cm™ devido a estiramento de grupo olefina
trissubstituido. Absorcdes em 1163 e 1046 cm™ atribuidos a ‘/C-O-C alifatico de éter
assimetrico, absor¢es em 1751, 1224 e 1104 sugeriram presenca de funcao éster.

Espectro de RMN *3C e DEPT - 135° e 90° (Fig. 53, pag. 119; tab. 13, pag.
111) revelou a multiplicidade dos atomos de carbono, exibindo também sinais que
sugeriram presenca de unidade agucar (espectro de RMN *H reforcou esta analise). Os

dados permitiram deduzir a formula molecular para as duas unidades.

O espectro de RMN “H (Figs. 48-49, pags. 114-115) apresentou sinais simples
intensos com desdobramento quimico em &4 0,67 (s), 0,81 (d, J = 7,0 Hz), 0,83 (d, J =
6,8 Hz), 0,84 (t, J = 7,3 Hz), 0,92 (d, J = 6,5 Hz) e 0,98 (s) que correspondem a seis
grupos metila. Um sinal em 64 3,48 (m) e outro em 6w 5,35 (d, J = 5,20 Hz) foram
atribuidos a um hidrogénio carbindlico e hidrogénio de uma ligacdo dupla trissubstituida
em conformidade com analise do IV. O deslocamento quimico destes sinais e a feicdo do

espectro, foi compativel com a natureza esteroidal para a substancia em estudo.
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Comparagcdo dos dados obtidos nos espectros de RMN*C (Figs. 48-52, pags. 114-118)
para VI com valores citados na literatura (Tab. 14, pag. 112) levou-nos a sugerir a
estrutura do [ sitosterol para a unidade 1 da substancia em estudo.

Esta deducdo foi confirmada com o exame dos espectros de *H x 1*C HMBC
-"Jen n =2, 3 que permitiu fazer analise das interacGes de acoplamento (*H x 3C) através
de duas e trés ligacGes. Assim essa técnica foi usada para auxiliar na unido dos
fragmentos estruturais constituintes da substancia completa.

O espectro (Fig. 55, pag. 121) mostra que o &tomo de carbono em é¢ 37,21 (C-
1) possui uma interacao a trés ligacdes com o atomo de hidrogénio localizado em 6+ 0,98
(s, 3H-19); o carbono localizado em 6¢ 29,46 (C-2) tem uma interagdo de acoplamento a
trés ligacdes (3Jcr) com o atomo de hidrogénio indicado em 8 2,10 (m, 2H-4); 0 4tomo
de carbono determinado em &¢ 80,05 (C-3) tem urna interacéo a duas ligagdes (2Jcw) com
0 4tomo de hidrogénio determinado em &4 2,10 (m, 2H-4), e a trés ligagdes (3Jcn) com o
atomo de hidrogénio definido pelo on 4,59 (d, J = 7,9 Hz, H-1") (Fig. 56, pag. 122) (essa
interacdo evidencia a ligacdo entre a aglicona e o agucar); o atomo de carbono definido
com d¢ 140,37 (C-5) (Figs. 54;57, pags. 120;123) apresenta interacdes de acoplamentos
heteronucleares a duas ligagdes 2Jcn com o atomo de hidrogénio localizado com &4 2,10
(m, H-4) e a trés ligacbes (3Jcn) com os hidrogénios com &1 0,98 (s, 3H-19); o carbono
com d¢ 36,12 (C-10) (Fig. 54, pag. 120) apresenta interacdes em 2Jcn com 0s atomos de

hidrogénio com &1 0,98 (s, 3H-19), e a 2Jcu com os hidrogénios localizados com &y 5,35



107

(dl, J =5,2 Hz, H-6), e com &n 2,10 (m, H-4), ficando desse modo definido como VI-a o

anel A do esteroide.

Vi-a

Observamos também no espectro de HMBC (Figs. 55-57, pags. 121-123) as
correlacdes entre 0 atomo de carbono localizado em ¢ 122,14 (C-6) com interacdo a
duas ligagdes com os atomos de hidrogénio com &n 1,40 (m, H-7b), e 0 hidrogénio com
on 1,95 (m, H-7a) e a trés ligagdes 3icHy com 0 dtomo de hidrogénio com 6n 2,10 (m, H-
4) do anel A; atomo de carbono localizado em 6c 31,89 (C-7) possuindo interacdo
heteronuclear a duas ligacoes (2JcH) com o 4tomo de hidrogénio definido com &y 5,35
(dl, J=5,2 Hz, H-6); carbono com &¢ 31,89 (C-8) possuindo uma interacdo a trés ligagoes
@icH) com atomo de hidrogénio com &n 5,35 (dl, J = 5,2 Hz, H-6); carbono localizado
com 8¢ 50,21 (C-9) com interacéo heteronuclear a 3Jc com hidrogénio com 8 0,98 (s,

3H-19) definindo assim a seqiiéncia V1-b para o anel B do esterdide.
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A mesma andlise (Figs. 54-57, pags. 120-123) (Tab. 13, pag. 111)
utilizando os espectros de HMBC, foi realizada para os anéis C, D e parte alifatica

resultando nas estruturas parciais VI-c e VI-d.
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O exame dos dados presentes nos espectros revelou as conectividades entre
0s anéis A, B, C, D permitindo as atribui¢fes inequivocas dos deslocamentos quimicos
dos atomos de hidrogénio e carbono (Tab. 13, pag. 111). Os dados estdo em acordo com
a estrutura do B-sitosterol.

Para unidade agUcar foi proposta a estrutura do tetra-O-acetil-glicopiranose
com base nos dados de RMN *H e 3C - DEPT 135° e 90° (Figs. 48-53, pags. 114-119).
Comparacdo dos dados obtidos com valores encontrados na literatura para o derivado
acetilado sintético do P-D-glicopiranosil sitosterol confirmou a proposta.

Exame dos espectros de 'H x *C HMBC - n = 2, 3 (Figs. 54;56-57, pags.
120;122-123) para unidade 1l revelou a interacdo de acoplamento entre o carbono com
deslocamento quimico 8¢ 99,64 (C-1") em 2Jcx como hidrogénio localizado com 844,95
(dd, J=7,9; 9,4 Hz, H-2") e a trés ligacdes com os sinais de hidrogénio tendo 6+ 5,20 (t,
J=9,4 Hz, H-3’) e 6n 3,67 (M, H-5"); do atomo de carbono localizado em é¢ 71,57 (C-
2’) em 2JCH com o hidrogénio situado com Sy 5,20 (t, J = 9,4 Hz, H-3"); do 4tomo de
carbono com 8¢ 72,96 (C-3’) em 2Jcw com os hidrogénios localizados com 6+ 4,95 (dd, J
=7,9; 9,4 Hz, H-2") e com 64 5,06 (t, J = 9,4 Hz, H-4"), e a 3Jcy como hidrogénio com
on 3,67 (m, H-5’). O atomo de carbono situado em d&¢c 68,64 (C-4’) apresenta urna
interacdo de acoplamento a longa distancia (?JcH) com os hidrogénios com &y 5,20 (H-
3’) e com &n 3,67 (H-57) e a 3Jcn com os hidrogénios localizados com & 4,11 (dd, J =
12,2; 2,6 Hz, H-6’b) e com éx 4,25 (dd, J =12,2; 4,9 Hz, H-6’a). O carbono situado com

8c 71,72 (C-5) apresenta interacdo a longa distancia em 2JcH com atomos de hidrogénio
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em &1 4,11 (H-6"b) e com 84 4,25 (H-6"a) e a 3Jcn com o &tomo de hidrogénio do carbono
anomérico com N 4,59 (d, J = 7,9 Hz, H-1") e com o hidrogénio situado com 51¢ 5,20
(H-3’). Finalmente o carbono situado em oc 62,15 (C-6’) mostrou interacdo de
acoplamento em 3Jcr com os hidrogénios localizados com 84 5,06 (H-4").

Os espectros de HMBC também revelam as interacdes de acoplamento em
3Jcy dos carbonos (carbonila, da funcéo éster) localizados em 8¢ 169,22 (C-27), 170,60
(C-37), 169,34 (C-4") € 170,26 (C-6") com os atomos de hidrogénio situados em carbonos
carbindlicos com 81 4,95 (H-2"), 61 5,20 (H-3’), 615,06 (H-4") e com N 4,11 (H-6’b), dn
4,25 (H-6’a). Aestrutura V1-e revela a conectividade entre os &tomos de carbono em 2Jcx

ou 3Jcr com atomos de hidrogénio presentes na unidade .

Vl-e
Essas analises permitiram uma atribuicdo clara dos deslocamentos quimicos
dos atomos de hidrogénio e carbono (Tab. 13, pag. 111), dados que estdo de acordo com

a estrutura de tetra-O-acetil-3p-D-glicopiranosil sitosterol V1.
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Tabela 13: Dados resultantes de experiéncia de 1D e 2D, RMN H (400 MHz, CDCls,
ppm, Hz) e 3C (100 MHz, CDCls) - DEPT, e H x 3C HMQC e HMBC -

"Jen N =2, 3 com a substancia VI.

Cc SC 6H 2Jch 2JcH 80 SH 2Jch Ik

5 140,37 2H-4 311-19 CH;

10 | 36,72 3H-19 H-6, H-4 18 11,84 0,67 (s)

13 | 42,34 311-18 19 19,33 0,98 (s)

CH 21 19,04 0,92 (d, J=6,5)

3 180,06 3,48 (m) 2H-4 H-1 26 18,77 0,83(d, J=6,8) 3H-27

6 |122,14] 5,35(d,5,2) H-7a, 7b 2H-4 27 19,78 0,81 (d, J=7,0) 3 H-26

8 31,89 H-6 29 11,93 0,84 (t,J=73)

9 |50,21 3H-19 CH

14 | 56,77 3 H-18 1 99,64 4,59 (d,J=7,9) H-2 H-5%; H-3
17 | 56,09 3H-18, 3 H-21 2 71,57 | 4,95 (dd,J=7,9; 9,4) H-3

20 |36,12 3H-21 3 72,96 520 (t,J=9,4) H-27, H-4° H-5
24 | 45,88 3H-29, 3H-26, 3H-27| 4 68,64 5,06 (1,J=94) H-3",H-5" | 2H-6
25 29,21 3H-26, 3H-27 5 71,72 3,67 (m) 2H-6" |H-1"; H-3
CH, CH,

1 |3721 3 H-19 6’a | 62,15 [4,25 (dd, J=12,2; 4,9) H-4

2 2946 2H-4 6’b 4,11 (dd, J=12,2; 2,6)

4 |3893 2,10 (m) AcO

7 131,89 ]1,95(m) 1,40 (m) H1-6 2' 169,22 H-2’
11 | 21,04 3" 170,60 H-3
12 139,78 3 H-18 4 1169,34 H-4
15 | 24,27 6’ 170,26 2 H-6
16 | 28,21 CH,CO| 20,61 2,07 (m)

22 3397 3H-21 CH3CO| a 2,04 (m)

23 26,15 CHsCO| 20,67 2,01(m)

28 | 23,10 3 H-29 CH;CO 1,99(m)




112

Tabela 14: Dados de RMN *H (500 MHz, CDCls, ppm, Hz) e *C (125 MHz, CDCls) da
substancia VI e comparados com valores citados na literatura (em CDClIs).

C 3¢ 3c [36] | 8c[37] S 51 [37]
1 37,21 37,14 | 37,28
2 29,46 2940 | 29,56
3 80,05 80,40 | 79,59 3,48 (M) 3,47 (M)
4 38,93 3885 | 38,91 2,10 (m) 2,19 (d, J= 2,0)
5 140,37 140,28 | 140,31
6 122,14 12214 | 122,14 5,35 (d, J=5,2) 5,35 (dl, J = 4,0)
7a 31,89 31,81 | 31,94 a) 1,95 (m)
7b b) 1,40 (m)
8 31,89 31,81 | 31,94
9 50,21 50,10 | 50,20
10 36,72 36,67 | 36,15
11 21,04 2066 | 21,08
12 39,78 3967 | 38,78
13 42,34 4225 | 42,34
14 56,77 56,68 | 56,78
15 24,27 2426 | 24,30
16 28,21 2822 | 28,23
17 56,09 5597 | 55,97
18 11,84 11,84 | 11,94 0,67 (s)
19 19,33 19,79 | 19,35 0,98 (s)
20 36,12 36,9 | 36,73
21 19,04 19,36 | 19,04 0,92 (d, J=6,5)
22 33,97 3388 | 33,97
23 26,15 2594 | 26,16
24 45,88 4576 | 45,87
25 29,21 29,06 | 29,19
26 18,77 18,97 | 1879 0,83 (d, J=6,8)
27 19,78 19,79 | 19,80 0,81 (d, J=7,0)
28 23,10 22,99 | 23,10
29 11,93 11,84 | 11,98 0,84 (t,J=7,3)
1’ 99,64 99,58 | 99,70 4,59 (d, J=7.9) 4,57 (d, J=8,0)
2’ 71,57 71,40 | 71,70 | 4,95(dd,J=7,9;94) | 4,97 (t J=95;8,0)
3’ 72,96 7162 | 71,70 5,20 (t, J = 9,4) 5,14 (t, J = 9,5)
4 68,64 68,42 | 6870 5,06 (t, J = 9,4) 5,05 (t, J = 9,5)
5 71,72 72,84 | 73,00 3,67 (M) 3,65 (M)
6a 62,15 62,03 | 62,20 |4,25(dd,J=12,2;4,.9) 4,24 (dd,J=17,09; 4,52)
6'b 4,11 (dd, J = 12,2; 2,6) | 4,08 (dd, j = 17,09; 2,00)
AcO-2’ 169,22 169,29
AcO-3’ 170,60 170,69
AcO-4’ 169,34 169,38
AcO-6’ 170,26 170,35
CHsCO | 20,67-21,05 1,99-2,07 (m) 1,98-2,05
(6)CHs 0,65-0,96
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Figura 47: Espectro de IV do esteroide VI
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Figura 48: Espectro de RMN de *H do esteroide VI (400 MHz, CDCls)
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Figura 49: Espectro de RMN de *H, regi&o 4,05-5,45 ppm do esterdide VI (400 MHz, CDCls)



116

Figura 50 : Espectro de RMN de 3C, regido 0,7-180,0 ppm do esterdide V1 (100 MHz, CDCls)
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Figura 51: Espectro de RMN de *3C, regido 11,0-33,0 ppm do esteréide VI (100 MHz, CDCls)
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Figura 52: Espectro de RMN de *C, regido 31,0-74,5 ppm do esterdide VI (100 MHz, CDCls)



119

Figura 53: Espectro de RMN de 3C - DEPT 90° e 135° do esterdide VI (100 MHz, CDCls)
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Figura 54: Espectro de *H x 3C HMBC, regido 0,5-7,5 x 15,0-170,0 ppm do esteréide V1 (100 MHz, CDCls)
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3.6 Determinacéo Estrutural da Neolignana V11

As bandas de absor¢do mais informativas tiradas do espectro de 1V (Fig. 58,

padg 136) desta substancia permitiram assegurar a presenca dos seguintes grupos

funcionais (Tab. 15).

Tabela 15: Bandas de absorcéo registradas no espectro de 1V da substancia VII.

Substancia VII Grupos funcionais

3473 V-OH
1755 V-C=0em pentanel

1640, 920 v e 8 RC=CH:>

1709, 825 v e 5 R:C=CHR

1591, 1508 \ aromatico

1240, 1069 \/- C-O-C= alifatico, aromético

1126, 1069 V- C-0 alifatico

A férmula molecular C22H2s06 para a substancia V11, foi deduzida a partir da
andlise do ion molecular M** 388 u.m.a. observada no espectro de massas (Fig. 74, pag.
182). Esta deducdo recebeu apoio na analise dos espectros de RMN H (Figs. 59-61,
péags. 137-139) e RMN 3C (Fig. 62, pag. 140).

Essa formula foi ampliada para Cs(C=0)(CH2)-2(CH)8(CH3)(OCH3)4(OH) com
base na analise comparativa dos espectros de RMN 3C e DEPT (Tab. 16, pag. 125) (Figs. 62-
63, pags. 140-141). Deduzindo nessa formulacédo os quatro grupos OCHs e um OH obtemos
a formula C1sH1s0 que condiz com o esqueleto basico de um lignoide, formado por duas

unidades CsCs. Foi possivel observar a presenca de um sinal de carbono em d¢ 209,02 relativo
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a uma carbonila, ratificada no espectro de IV (Fig. 58, pag. 136), que apresenta vc=o0 em

1755 cm* caracteristico de carbonila de anel de cinco atomos [31].

Tabela 16: Identificacdo dos carbonos CHs, CH,, CH e C da substancia VII através da

analise dos espectros de RMN de *3C e DEPT.

CHs CH: CH C
11,83 35,96 45,29 85,26
52,97 117,46 46,06 136,40
(2) 56,15 58,67 140,35
60,82 76,11 140,54

(2) 104,21 (2) 153,24
126,17 209,02
134,94

CH3(CH30)4 (CH2):2 (CH)sOH CsC=0

As formulagBGes parciais Cas(CH)4CH3(OCHz3)3

unidade aromatica e

C2(C=0)(CH)4(CH2)2(OCHs)(OH) unidade alifatica com duas ligacdes duplas foram
propostas, com base nos dados espectrais em maos.

Andlise adicional dos espectros de massas, RMN H, 3C, COSY, HMQC,
HMBC e NOESY permitiram, ainda, a classificagdo da substancia como neolignana
biciclo octanica, atraves de comparacdo com dados de literatura [38,39].

As neolignanas biciclo [3.2.1] octanicas naturais descritas até 0 momento, sdo
classificadas em trés tipos de esqueletos estruturais (1), (2), e (3) (Pag. 126), podendo ter
as posicdes 5°, 4’ e 2’ oxigenadas. O grau de oxigenacdo pode variar de C-OR (R = H,

Me, Ac) a C=0.



126

A distincdo entre esses tipos de esqueletos basicos estruturais, envolvendo
dados espectrais e métodos de determinacdo das estereoquimicas relativa e absoluta,
encontram-se descritos na literatura [40].

A unidade aromatica CsC3, (VII-a) presente na substancia VII foi deduzida

através dos seguintes dados:

1) Uma das unidades C¢Cs do esqueleto bis-arilpropanoidico proposto para V11
deve possuir a unidade estrutural VIl-a, demonstrada parcialmente no

espectro de massas (Fig. 74, pag. 152) com registro do ion de m/z 208 (88
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%), 0 qual com analogia com dados de literatura e analise dos caminhos de
fragmentacéo (Esg. 4, pag. 153) é representado como:
1
|

3 CH;0

m/z 208

2) O grupo metila CHs-9 representado por um sinal duplo emdx 1,10 (d, J = 6,6
Hz) sugeriu a presenca de um carbono metinico em sua vizinhanga, localizado
em o 2,24 (dd, J = 8,4;6,6 Hz, H-8). A nova constante de acoplamento sugere
a vizinhanga de um novo hidrogénio metinico e identificado em 642,90 (d, J =
8,4 Hz, H-7). O valor de J = 8,4 Hz indicou relagdo trans entre os hidrogénios
H-7 e H-8 e 0 valor de o+ 1,10 para o grupo CHz-9, apontou para a posi¢éo endo
desse grupo em relacéo ao sistema biciclico [21,40].

3) Andlise do espectro de H x 'H COSY (Fig. 64, pag. 142) apoia essa
deducdo, indicando a correlacdo de acoplamento entre os hidrogénios oH
1,10 (d, J =6,6 Hz, 3 H-9) e 61 2,24 (dd, J = 8,4; 6,6 Hz, H-8) e este com o
hidrogénio determinado ao sinal em 612,90 (d, J = 8,4 Hz, H-7). O espectro
de 'H x 3C HMQC (Figs. 65-66, pags. 143-144) correlacionou os 4&tomos
de carbono com seus respectivos atomos de hidrogénio ligantes, sendo o

carbono com &¢ 45,29 (C-7) com o 4tomo de hidrogénio H-7, carbono com
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dH 46,06 (C-8) com o hidrogénio em Sy 2,24 (dd, J = 8,4; 6,6 Hz, H-8), e 0
atomo de carbono em &c¢ 11,83 (C-9) acoplando com o 4&tomo de hidrogénio
em dn 1,10 (d, J = 6,6 Hz, 3H-9).

4) O espectro de H x BC HMBC - "Jc n = 2, 3 definiu o sistema -CH-CH-CHj
pelos exames dos pontos de intersecdo devido as correlagdes heteronucleares
entre os atomos de carbono e hidrogénios (Fig. 67, pag. 145). O espectro exibe
a correlacdo a trés ligacbes do dtomo de carbono em ¢ 45,29 (C-7) com 0s
hidrogénios com 64 1,10 (3 H-9), 61 6,28 (s, H-2,6) e com o0 &tomo de
hidrogénio com 6w 4,65 (d, J = 4,3 Hz, H-2”) constituinte da outra unidade da
neolignana VII. O atomo de carbono com 3+ 46,06 (C-8) com interacdo em 2Jcw
com o1 1,10 (3H-9) e com 6+ 2,90 (H-7), e 0 &tomo de carbono com d¢ 11,83
(C-9) em 2Jcr com atomo de hidrogénio H-8 e em 2Jcn com H-7.

5) O padrdo de substituicdo do anel aromatico foi indicado com base no espectro
de H x C HMQC (Fig. 65, pag. 143) onde se mostra a correlagdo de
acoplamento do carbono &c 104,21 (C-2,6) com os hidrogénios em on 6,28 (S)
H-2,6. As metoxilas foram colocadas em C-3, 4 e 5 devido ao fato de que as
posicOes C-2 e C-6 estarem ocupadas com um atomo de hidrogénio cada,
resultado da andlise de interacOes heteronucleares a trés ligagdes do C-7 com
2H-2,6 (item 4) além da comparacdo com dados das substancias Il e V (com
mesmos padrdes de substituicdo). O espectro HMQC (Fig. 66, pag. 144)

também revela a correlagdo dos carbonos dc 52,97, 56,15 e 60,82 com 0s trés
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hidrogénios do grupo H3CO com 13,46 (S), 3,74 (S) e 3,73 (s) respectivamente.
Similarmente obtemos outros dados nos espectros de *H x *C HMBC - "JcH
n = 2, 3 (Figs. 68-69, pags. 146-147) através da analise dos pontos de
ligacdo heteronuclear entre: 5c 104,21 (C2,6) em 3Jch com H-7; do &tomo
de carbono com d¢c 153,24 (C-3,5) em 2Jcn com 2H-2,6 e em 3Jcy com 133
CO-3,5; e do carbono em &¢c 136,40 (C-4) em 3Jcn com os hidrogénios do
grupo H3CO-4 e com 2H-2,6. O diagrama das correlagdes heteronucleares
em "Jcu n = 2 e 3 esta colocado na unidade VII-a abaixo. Ficando assim

definida a estrutura V11-a para uma das unidades de VII.

O exame dos dados de RMN *3C e DEPT - 135° (Figs. 62-63, pags. 140-141;
tab. 16, pag. 125) permitiu ainda assinalar os sinais dos carbonos com ¢ 76,11 e 85,26
contendo uma hidroxila e uma metoxila respectivamente [21,27]. Além destes valores

foi possivel marcar os atomos de carbono monoprotonados sp3, com deslocamento
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quimico em 8¢ 58,67 e 76,11 este sendo carbono carbinélico, e sp? em 8¢ 126,17 e 134,94
além de um carbono metilénico sp® em &¢ 35,96.

Um grupo alila presente na unidade ndo aromatica (deducdo pagina 125) foi
indicado no espectro de RMN H (Figs. 59-61, pags. 137-139) pela presenca dos sinais
de absorcdo em on 2,94 (m, 2H-77), 61 5,78 (m, H-8’) e pelos sinais em 64 5,07 (d, J =
9,7 Hz, H-9’b) e 61 5,09 (d, J = 17,2 Hz, H-9’a). O deslocamento quimico em 6y 2,94
para (2H-7) evidencia sua localizacdo duplamente alilica [40]. Essas analises também
foram observadas no exame do espectro de *H x *H - COSY (Fig. 64, pag. 142) onde
temos a correlacdo de acoplamento entre os hidrogénios 3H 5,78 (m, H-8’) com o0s
hidrogénios em 61 5,07 (d, J = 9,7 Hz, H-9’b) e com &n 5,09 (d, J = 17,2 Hz, H-9’a), e
de H-8’ com os hidrogénios em 6+ 2,94 (m, 2H-7’), revelando também o acoplamento
entre os dtomos de hidrogénio em oy 2,58 (d, J = 4,3 Hz, H-3’) com o hidrogénio
localizado em 6 4,65 (d, J = 4,3 Hz, H-2’). O sinal simples largo em 64 5,54 (s1) foi
atribuido ao hidrogénio H-6’, sua feicéo revela a auséncia de hidrogénio em carbonos
vizinhos sendo o alargamento decorrente do acoplamento alilico, com 2 H-7" e H-2".

A presenca do sinal em 6n 4,65 foi atribuido a &tomo de hidrogénio de um
carbono carbindlico 8¢ 76,11 (C-2’) com base no exame do espectro de *H x 3C HMQC
(Fig. 65, pag. 143). O valor da constante de acoplamento de J = 4,3 Hz e do éc 76,11
sugeriu a colocacdo da hidroxila na posicdo endo em relacdo ao sistema biciclico [39].

O espectro de 'H x 'H NOESY (Fig. 73, pag. 151) revelou auséncia de

interacéo entre H-2" e H-7, apresentando os efeitos de interacdo espacial NOE entre o
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atomo de hidrogénio H-2’ com H-3’ e com 2H-7’ confirmando assim a localizacdo da
OH endo na substéancia VI1I.

O espectro de HMQC (Fig. 65, pag. 143) apresentou também a correlacdo dos
sinais com &¢ 126,17 C-6" com én 5,54 (sl, H-6"), do carbono éc 58,67 (C-3”) com o
hidrogénio em o6n 2,58 (d, J = 4,3 Hz, H-3") e para os demais sinais analisados
anteriormente (Tab. 18, pag. 135).

Os espectros de 2D ‘H x ¥C HMBC- 2Jcy n = 2 e 3 (Figs. 67-69, pags.
145147) mostram a interacdo do atomo de carbono em &c 35,96 (C-7°), 2Jch com 0s
hidrogénios &1 5,78 (m, H-8), e 3Jcn com &4 5,54 (sl, H-6) e com &1 5,07 (d, J = 9,7
Hz, H-9’b) e o1 5,09 (d, J = 17,2 Hz, H-9’a). Atomo de carbono com &c 134,94 (C-8°)
em 2J com 8 2,94 (m, 2H-7") e com &y 5,07 e 5,09 correspondendo ao H-9’b e H-9’4,
caracterizando a unidade alilica (CH2-CH=CH>).

A identificagdo do esqueleto C¢Cs para a segunda unidade da neolignana V11
foi realizada com base na andlise das interacdes de acoplamento a longa distancia do
atomo de carbono localizado em &¢ 140,31 (C-1°) possuindo 2Jcw com os hidrogénios
determinados em on 2,94 (2H-7") com &H 4,65 (H-2") e com o hidrogénio em dn 5,54 (H-
6°) e a trés ligagbes com o hidrogénio em é1 2,58 (H-3’). Comprovando a unido entre 0s
atomos de carbono C-1’ e C-7’ da unidade alilica. Estas dedu¢fes podem ser resumidas
na representacdo estrutural VI1-b, junto com as interagdes dos carbonos C-7°, C-8’e C-

9.
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O carbono metinico d¢c 76,11 (C-2’) carbindlico mostra uma interagéo 2Jcw
com o hidrogénio em & 2,58 (d, J = 4,3 Hz, H-3") e 3Jcy com o hidrogénio em 5H 5,54
(s, H-6’), com 2H-7" e com 61 2,90 (d, J = 8,4 Hz, H-7) corroborando uma das duas
ligacdes C-7-C3’ entre as duas unidades C3Cs. O carbono com ¢ 85,26 (C-5’) apresenta
uma interacéo heteronuclear em 2Jcn com 81 2,24 (dd, J = 8,4; 6,6 Hz, H-8) (mostrando
a segunda ligacdo Cs-Cg entre as duas unidades) e interagédo em 3Jcn com 84 2,58 (d, J =
4,3 Hz, H-3") com 64 1,10 (d, J = 6,6 Hz, 3H-9) e com 6+ 3,46 (s) HsCO-5’.

A carbonila foi definida para o carbono em C-4’ com base nas interacdes
observadas para o &tomo de carbono com &¢ 209,02 a duas ligagbes com Sy 2,58 (d, J =
4,3 Hz, H-3’) e a trés ligacdes com o hidrogénio em 61 5,54 (sl, H-6) e com o hidrogénio
em ox 2,90 (d, J = 8,4 Hz, H-7) confirmando a ligacdo entre as duas unidades VII-a e
VIl-c via C-3’ com C-7 (Fig. 68, pag. 146 e Tabela 18, pag. 135). O diagrama espacial
V1I-c revela algumas correlacdes heteronucleares em 2Jcn € 2Jcn presentes nos registros

resultantes do uso da técnica de HMBC na substancia VII.
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Vil-c

Efeitos NOE selecionados entre centros revelados pelos picos transversais
observados no espectro de *H x *H NOESY (Figs. 70-73, pag. 148-151), (Tab. 17, pag.
134) e estrutura VII-d foram importantes para a deducdo das conformacdes e das
estereoquimicas encontradas na substancia, definindo deste modo a estrutura V11 para

esta neolignana.
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Analise comparativa dos dados espectrais da substancia, com valores de
dados na literatura [21], permitiram identificar a substancia VII como rel-

(7S,8S,2’R,3’S,5°S)-A% #-2""Hidroxi-3,4,5,5’-tetrametoxi-4’-0x0-8.5’,7.3’-neolignana.

Tabela 17: Dados de NOE obtidos por experiéncia 2D H x *H- NOESY na substancia

VI,
on (H2) Picos transversais correspondentes a NOE com
CH
2,6 6,28 (s) 2 Me0-3,5; H-3”; H-8; 3 H-9; H-7
7 2,90 (d, J=8,4) 2 H-2,6; H-8, H-3’, 3 H-9
8 2,24 (dd, J=8,4; 6,6) 2 H-2,6; MeO-5’, H-7; 3 H-9
2' 4,65 (d,J=473) H-3"; 2 H-7°
3 2,58 (dl, J=4,3) 2 H-2,6; H-2’, H-7
6’ 5,54 (s1) MeO-5’; 2 H-77, 3 H-9
8’ 5,78 (m) 2 1-1-7°; H-9b
CH;
7 2,94 (m) H-2’; H-6"; H-8”; H-9b
9’a 5,09 (d,J=17,2) 21-1-7
9’b 5,07 (d,J=9,7) H-8’
CHs -
9 1,10 (d, J=6,6) 2 H-2,6; MeO-5’; H-7; H-8; H-6’
MeO-3 3,74 (s) H-2
MeO-5 3,74 (s) H-6
MeO-4 3,73 (s)
MeO-5’ 3,46 3) 1-1-6’; H-8; 3 H-9

* Resultados de experiéncias bidimensionais de correlagdo homo e heteronuclear de hidrogénio e carbono-13,
foram também usados nessa andlise.
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Tabela 18: Valores de RMN de *H (500 MHz, CDCl; ppm, Hz) e 3C (125 MHz, CDCls)
correlacdo *H x *C HMQC e *H x 3C HMBC - "Jcu n = 2, 3 da substancia
VIl e comparacdo com valores de literatura.

HMQC HMBC LITERATURA [21]
c IH x 2°C - ey IH x 18C = "Jeyy
dc OH e e OH dc
1 |140,54 - H-8; H-3’ 140,3
26 [104,21 6.28 (s) H-7 6,35 (5) 104,7
35 [153.24 - 2H-2,6 2Me0-3,5 153,7
4 |136,40 - MeO-4: 2H-2,6
7 |4529] 2.90(d,J=8,4) H-27;3H-9;2H-2,6 2,90 (dd, 1 =8.0;0,8) | 45,4
8 |46.06| 2,24 (dd,J=8.4:66) | 3H-9; H-7 2.30(q,d=7.0) | 46.0
9 |11,83| 1,10(d, T=6,6) H-8 H-7 1,05(d,3=7) 11.9
I” 14035 - H-6"2H-7";H-2’ H-3’ 140,3
2 7611 4.65(d,J=43) H-3’ H-6" H-7;H-7" | 472(d,J=50) | 763
3 5867 258(dJ=43) H-7 2,60 (dd, J=5,0;0,8) | 589
4 |209,02 - H-3’ H-67; H-7
5 |8526 - H-6";H-8  |MeO-5";H-3":3H-9 85,5
6 |126,17 5,54 (sl) H-27; 2H-7"; H-8 5,62 (sl) 126.6
7 |3596 2.94 (m) H-8’ H-67; 2H-9’ 3,00(d.J=7.0) | 364
8 [134,94 5,78 (m) 2H-9%: 2H-7’ 5.8-5.95 (m) 135.1
9a |117,46| 5,09 (d,J=17,2) 2H-7’ 5.0-5,25 (m) 117,3
9'b - 5,07 (d,1=9,7) 5,0-5,25 (m)
MeO-3.5| 56,15 3.74 (s) 3,81 (s) 56.3
MeO-4 | 60,82 3,73 (s) 3,79 (5) 60.8
MeO-5 | 52,97 3,46 (s) 3,54 (s) 52,9
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3473.7,3076.5,2935.3,2848.3,1755.5,1709.5, 1648.3, 1591, 2=
1588.9, 1460.0,1427.1,1355.6,1327.6,1240.5,1167.8, 1126, 7=
1869.0,1085.7,921.6,825.7,715.7,652.0=

) 3: My 489-4 MaCl HMHo:SA1e UFRRL 12: 27
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Figura 58: Espectro de 1V da neolignana VI
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Figura 59: Espectro de RMN *H da neolignana V11 (500 MHz, CDCls)
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Figura 60: Espectro de RMN *H, regido 1,9-4,10 ppm da neolignana VII (500 MHz, CDCls)
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Figura 61: Espectro de RMN *H, regido 4,5-6,45 ppm da neolignana VII (500 MHz, CDCls)
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Figura 62: Espectro de RMN *3C da neolignana V11 (125 MHz, CDCls)
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Figura 63: Espectro de RMN 3C- DEPT 135° da neolignana VIl (125 MHz, CDCls)
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Figura 64: Espectro de RMN 2D HOMOCOSY *H x H, regido 0,5-6,0 x 0,5-6,0 ppm da neolignana V11 (500 MHz, CDCls)
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Figura 65: Espectro de RMN 2D 'H x 3C HMQC, regi&o 0,2-8,0 x 10,0-140,0 ppm da neolignana VI (125 :MHz, CDCls)
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Figura 66: Espectro de RMN 2D HMQC *H x 13C, regido 0,5-4,0 x 25,0-70,0 ppm da neolignana V11 (125 MHz, CDCls)
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Figura 67: Espectro de RMN 2D *H x *C HMBC, regiéo 1,0-8,0 x 10,0-100,0 ppm da neolignana VII (125 MHz, CDCls)
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Figura 68: Espectro de RMN 2D 'H x 3C HMBC, regido 0,0-8,0 x 0,0-210,0 ppm da neolignana V1l (125 MHz, CDCls)
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Figura 69: Espectro de RMN 2D *H x *C HMBC, regiéo 0,5-7,0 x 100,0-170,0 ppm da neolignana V11 (125 MHz, CDCls)
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Figura 70: Espectro de NOESY, regido 1,7-7,5 x 0,0-8,0 ppm da neolignana V11 (500 MHz, CDCls)
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Figura 71: Espectro de NOESY, regiéo 1,5-4,0 x 0,5-4,0 da neolignana V11 (500 MHz, CDCls)
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Figura 72: Espectro de NOESY, regiéo 4,5-7,4 x 0,7-4,5 da neolignana V11 (500 MHz, CDCls)
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Figura 73: Espectro de NOESY, regido 4,4-7,0 x 2,0-4,0 da neolignana VI1I (500 MHz, CDCls)
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Figura 74: Espectro de massas da neolignana V1I
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Esquema 4: Proposta de fragmentacao para a substancia V11
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3.7 Determinacéao Estrutural das Neolignanas V111 e IX

O numero de atomos de carbonos, com seus respectivos ligantes de
hidrogénios (Tabela 19) de VIII e a foram determinados através da analise do espectro
de DEPT 135" (Fig. 80, pag. 174). Esses dados, juntamente com o pico do ion molecular
em /kr 388 u.m.a. revelado pelos espectros de massas (Fig. 90, pag 184) permitiram

propor a mesma formula molecular C22H2806 para as duas substancias.

Tabela 19: Identificacdo dos carbonos CH3, CH., CH e C das substancias VIII e IX
através dos espectros de RMN 13C e DEPT 135°.

CHs CH: CH C
VI IX VI IX VI IX VI IX
12,43 12,71 35,39 37,14 46,42 46,02 52,95 85,21
2(56, 04) 2(56, 15) 117,95 118,03 48,39 48,93 136,60 136,99
60,88 60,85 58,12 57,49 140,25 139,41
55,34 53,36 74,14 80,51 2(159, 31) 140,32
98,62 2(104, 13) 153,94 2(153, 41)
2(104, 50) 129,48 210,33 213,23
133,88 134,77
(CH3)(OCHa)4] (CHs3)(OCHz)4 (CH2)2 (CH2)2 (CH) s(OH) (CH)s(OH) C7(0) C7(0)

Subtraindo-se 0 numero de atomos correspondentes aos grupos metoxilicos e
hidroxila obtém-se C1gH150 que representa o esqueleto basico dos dois isbmeros.

O numero de atomos de carbono do esqueleto basico (Cig), juntamente com
os dados espectrais de RMN *H (Figs. 76-78, pags. 170-172), permitiram classificar os

dois isdmeros como ligndide (CeCs + CsCs).
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Essas deducdes receberam apoio na andlise dos espectros de 1D e 2D de RMN
'H e BC (Figs. 81-84, pags. 175-178) e junto com as interacdes de acoplamento
observadas no espectro de *H x **C HMBC - "Jcy, n = 2, 3 (Figs. 85-86, pags. 179-180)
permitiram identificar uma mistura das substancias VIII e IX. A substancia 1’X mostrou
ser semelhante a substancia anteriormente escrita VIl (Tab. 18, pag. 135) sendo o
principal componente da mistura, pela analise da integracdo dos sinais em 64 2,03 (M)
com 47,31 % para VIl e 84 2,19 (m) 52,58 % para IX.

A ocorréncia do pico de m/z 208 u.m.a. nos espectros de massas das
substancias VIII e de IX levou a postular-se presenca desse fragmento comum nas duas

substancias [21].

As trés metoxilas foram colocadas nos atomos carbonos C-3, C-4 e C-5,
baseando-se na comparacdo com dados espectrais das substancias I11 e VII e analise dos
espectros e *H x *C HMQC e HMBC (Figs. 83;86, pags. 177;180) (Tabs. 23-24, pags.
167168) revelando as relagdes heteronucleares tJcq e "Jcw, n = 2, 3 entre os atomos de

carbono e 4&tomos de hidrogénio.
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Essa deducéo foi confirmada pela analise dos espectros de HMBC - "Jcy n =
2 e 3 (Fig. 86, pag. 180) indicando a relacdo heteronuclear entre os &tomos de carbono
0c 153,31 (C-3,5) a duas ligacbes com os a&tomos de hidrogénio emdn 6,41 (s, H-2,6) e a
trés ligagbes com os hidrogénios em 6n 3,83 (s, H3CO-3,5), e do 4&tomo de carbono em
8¢ 136,60 (C-4) interagindo a 3J com os hidrogénios em &1 6,41 (s, H-2,6) e com &y 3,81
(s, HsCO-4), ficando assim deduzido o padrdo de substituicdo do anel aromatico para
ambas substancias como 3,4,5-trimetoxi-benzeno (unidade V1I1-a).

Um sistema alifatico 3C esta presente no espectro *H x *H COSY (Fig. 81, pag.
175) sendo observado na analise da correlacdo entre os atomos de hidrogénio que acoplam
entre si, citando o hidrogénio com 64 3,02 (d, J = 8,0 Hz, H-7) com o hidrogénio em 61 2,03
(dd, J =8,0; 6,5 Hz, H-8) e este com 6+ 1,13 (d, J = 6,5 Hz, 3H-9) para a substancia VIII. O
valor da constante de acoplamento de J = 8,0 Hz mostra uma relagéo trans entre 0s grupos
CHs e 3,4,5-CH3;0-CeH2 [22]. Esta correlagdo é fortalecida pelo exame do espectro de 2D
HMQC Ycn (Figs. 82-83, pags. 176-177) mostrando a correlacdo dos atomos de carbono com
seus respectivos atomos de hidrogénio substituintes; o &tomo de carbono carbinolico ¢ 46,42
(C-7) com o &tomo de hidrogénio emd+ 3,02 (d, J = 8,0 Hz, H-7), do atomo de carbono em dc
48,39 (C-8) com 612,03 (dd, J = 8,0; 6,5 Hz, H-8), e do 4tomo de carbono emd¢ 12,34 (C-9)
com os trés dtomos de hidrogénio em 611,13 (d, J =6,5 Hz, 3H-9). Essas analises se estendem
para a substancia 1X.

Esse sistema € confirmado no exame do espectro de 2D HMBC -"Jcun=2¢€

3 (Fig. 85, pag. 179) onde se observa as devidas correlagdes heteronucleares a distancia
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de duas e trés ligagbes. O 4tomo de carbono com sinal em 6¢ 46,42 (C-7) com interacédo
a duas ligacdes com o atomo de hidrogénio em 612,03 (dd, J = 8,0; 6,5 Hz, H-8) e a trés
ligacGes com os hidrogénios sinalizados em 6w 6,41 (s, H-2,6), e 11,13 (d, J = 6,5 Hz,
3H-9) e abrangendo também o sinal duplo localizado em &+ 4,72 atribuido ao hidrogénio
H-4" constituinte da outra unidade pertencente a neolignana VIII. O atomo de carbono
localizado em &¢ 48,39 (C-8) conta com uma interagéo 2Jcn com &n 3,02 (d, J = 8,0 Hz,
H-7) e com o sinal em &1 1,13 (d, J = 6,5 Hz, 3 H-9) e a 3Jcu com o sinal revelado em
2,78 (d, J = 5,1 Hz), atribuido ao hidrogénio H-3’ constituinte da segunda unidade da
substancia V1II. As interacdes a longa distancia entre os atomos C-7 com H-4’e C-8 com
H-3’ revelam uma das ligacdes entre as unidades VIIl-ae VIII-d. Os dados descritos
confirmam a presenca da unidade I11-a na substancia VIII. O espectro mostra outras

correlagOes atribuidas para a substancia IX (Tab. 24, pag. 168).
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Deducdes anteriores (Tab. 19, pag. 154) levaram-nos a postular a formula
molecular “expandida” para a segunda unidade da neolignana como CioH120s3,
(CH30)(OH)(CH2)2(CH)4C2C=0, para ambas substancias.

Presenca de uma carbonila em anel pentaciclico, 1750 cm™ e §¢ 210,33
[27,31] levou-nos a cogitar uma unidade (CesC3) alifatica como (4) e (5) constituinte de
neolignanas biciclicas, como em VII. Analise dos espectros de 2D sugeriu a presenca

dos dois sistemas

A presenca de um grupo -CH>-CH=H> foi observado no exame dos espectros
de 'H x 'H COSY (Fig. 81, pag. 175) e *H x *C HMQC (Figs. 82;84, pags. 176;178)
revelando as correspondentes interagdes entre os a&tomos que acoplam entre si, seja *H x
'H ou 'H x 3C. Assim podemos observar os pontos de interacdo entre os dtomos de
hidrogénio localizados em 61 2,39 (dd, J = 14,2; 8,8 Hz, H-7"a) com 61 2,28 (dd, J =
14,2; 6,2 Hz, H-7’b) e esses com o 4&tomo de hidrogénio em 645,91 (m, H-8’) e esse com

5+ 5,08 (d, J = 9,0 Hz, H-9°b) e 81 5,10 (d, J = 15,7 Hz, H-9°a).
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Essa analise é reforcada quando se observa no espectro de HMQC as ligacGes
entre os a&tomos com deslocamentos quimicos de d¢ 35,39 (C-7’) com 2H-7’; de 6¢c 133,88
(C-8’) com H-8’e de 6¢c 117,95 (C-9”) com 2H-9’, estudo analogo pode ser feito para os dados
de IX.

Nota-se nos mesmos espectros um sinal simples correspondente a atomo de
hidrogénio em &y 4,46 (s) fixado no carbono sp? localizado em ¢ 98,62 constituinte de um
grupo olefinico tri-substituido. Espectro de N (Fig. 75, pag. 169) revelou bandas de absorcéao

em 1700 e 825 cm® condizente com o fato exposto. A estrutura parcial revela essa analise.

Tal disposicao encontra suporte na analise do espectro ‘H x 13C HMBC - "Jcx n
= 2 e 3 (Fig. 86, pag. 180) onde se faz ver as interacbes heteronucleares entre 0 d&tomo de
carbono sp? e oxigenado em &¢ 153,94 (C-5") a duas ligagdes com o hidrogénio em &4 4,46
(s, H-6"), com o hidrogénio em 64 4,72 (d, J = 5,1 Hz, H-4’) e a trés ligaces com os 4&tomos
de hidrogénio em o 3,64 (s, H3CO-5’) e com 61 2,78 (d, J = 5,1 Hz). Observa-se a interagdo
do &tomo de carbono em dc 98,68 (C-67) a trés ligagdes com 6w 4,72 (d, J =5,1 Hz, H-4"), e

com dois hidrogénios, um localizado em 6+ 2,28 (dd, J = 14,2; 6,2 Hz, H-7’b) e outro com don
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2,39 (dd, J = 14,2; 8,8 Hz, H-7’a) e com atomo de hidrogénio da outra unidade em 6n
2,03 (dd, J = 8,0; 6,5 Hz, H-8) conduzindo a representacdo parcial Analises semelhantes

podem ser feitas para IX, (Tabela 24).

Tabela 20: Andlise comparativa dos atomos de hidrogénio e carbono da segunda
unidade (alifatica) e CH-7, CH-8 da substancia VIII com valores
encontrados na literatura.

CIH drvlll o+ [38] dn [41] dcVII | ac[38] | 8c[41]
I - - - 52,95 51,4 52,7
2 - - - 210,33 213,0 210,0
3 2,78 (d, J=5,1) 2,55 (dd, J=35;1,9) | 2,68 (dd,J=52;17) 58,12 57,7 58,2
4 472 (d,1=51) 452 (d,J=35) 4,66 (d, J=5,2) 74,17 79,1 74,0
5 - - - 153,94 154,8 153,8
6 4,46 (s) 4,49 (s) 441 (s) 98,62 100,8 98,5
77a | 2,39 (dd, J = 14,2; 8,8) - 2,32 (dd, J = 15,6; 7.,6)
7b | 228 (dd, J=14.2;62) 2,05-2,41 (m) 2,24 (dd, J=156;7,6) | 3539 354 35,2
8’ 5,91 (m) 5,75-6,07 (m) 5,87 (m) 133,88 134,1 133,9
9a 510 (d, J = 15,7) - ; ] ) ]
9b 5,08 (d, J=9,0) 4,93-5,12 (m) 5,09 (m) 117,95 118,1 117,7
7 3,02 (d, J = 8,0) 2,05-2,41 (m) 3,0(dd, 1=8,2;1,7) 46,42 479 456
8 | 2,03(dd,J=80;65) 20(,1=7,2; 6,6) 1,98 (dg, J=8,2; 6,6) 48,39 498 482

O valor de 6¢c 74,17 para C-4’ indica ser carbono carbindlico como observado

na tabela 20, que correlaciona valores de VIII com duas neolignanas possuidoras do
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mesmo padrédo de substituicdo na unidade alifatica, contendo grupo OH em C-4’ endo
[41] e exo ao sistema biciclico [38].

Os espectros de *H x *H COSY (Fig. 81, pag. 175) e *H x *C HMQC (Fig. 83,
pag. 177) revelou a interacdo de acoplamento doén 2,78 (d, J = 5,1 Hz, H-3’) e é¢ 58,12 (C-
3’) com o hidrogénio localizado emn 4,72 (d, J=5,1) €6¢ 74,17 (C-4’). O valor da constante
de acoplamento de J = 5,1 Hz entre os atomos revela um angulo de aproximadamente 40°
entre 0s dois dtomos de hidrogénio indicando a relacéo cis. A localizagdo do atomo de
hidrogénio H-4’ endo em relacdo ao sistema biciclo levaria a um angulo mais proximo a 90°
e 0 valor da constante de acoplamento menor [31,41]. Como em VI, o valor de dc 74,17 para
C-4’em V111 também sugere a localizacéo do grupo OH em endo. Essas analises se coadunam
com a comparacgdo dos valores na unidade alifatica da substancia V11 (Tab. 20) com dados
encontrados para neolignanas possuidoras do mesmo padréo de substituicdo na unidade e
isolada de Piper clarkii, tabela 20 [41] e de Aniba sp, tabela 23 [39]. Finalmente o espectro de
NOESY (Figs. 87;89, pags. 181;183) ndo apresentou a interacdo espacial entre hidrogénio H-
4’ e H-7, mostrando entretanto o efeito NOE de H-4" somente com H-3’; ficando
indubitavelmente localizada a hidroxila na posi¢ao endo.

As andlises descritas para a unidade VIII-c foram confirmadas no exame do
espectro de H x *C HMBC - "Jcu n = 2, 3 (Figs. 85;86, pags. 179;180) onde se apresentam
as interagdes entre o carbono em dc 74,17 (C-4’) a duas ligacbes com o a&tomo de hidrogénio
emdn 2,78 (d, J = 5,1 Hz, H-3’) e a trés ligacbes com o 4,46 (s, H-6") e com o atomo de

hidrogénio fixado em &y 3,02 (d, J = 7,0 Hz, H-7). Essa ultima interacdo heteronuclear exibe
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a ligac&o entre as duas unidades da neolignana via C-3’com C-7, corroborada pela interacéo
do &tomo de carbono com 6¢ 58,12 (C-3°) duas ligagbes com o dtomo de hidrogénio em on
3,02 (d, J=8,0 Hz, H-7) e com H-4’. Afixacdo do atomo de hidrogénio H-3’emén 2,78 (d, J
=5,1 Hz) é confirmada pela interacéo heteronuclear a *Jch com o carbono quaternario 5¢52,95
(C-17). Estas interacOes e outras estdo representadas na estrutura parcial VIII-d. Outras

interaces atribuidas a IX constam da tabela 24, pag. 168.

Viii-d

Desse modo resta ao carbono carbonilico determinado em 6¢ 210,33 a posigéo
(C-2°), para a substancia VIII.

Os espectros de NOESY (Figs. 87-89, pags. 181-183) revelou todas as
interacdes espaciais entre os atomos de hidrogénio e grupos possiveis de efeitos NOE.
As tabelas 21-22, pags. 164;166, mostram os NOEs selecionados entre outros revelados

pelos picos transversais para V111 e 1X observados nos espectros da amostra.



163

Observa-se no exame da (Tab. 21, p4g. 164) e estrutura VIll-e, que estes
resultados estdo em concordancia com as disposicOes espaciais dos atomos na molécula

da substancia VIII,

Vill-e

ficando assim definida a estrutura V111 como rel-(7S,8S,I’R,3’S,4’R)-A>"8"-4’-Hidroxi-
3,4,5,5’-tetrametoxi-2’-0x0-8.1°,7.3’-neolignana para esta substancia ainda ndo citada

na literatura cientifica até 0 momento.
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Tabela 21: Dados de NOE obtidos por experiéncias de 2D *H x 'H NOESY na amostra,
e registrado para VII1*.

CH OoH Picos transversais correspondem a NOE com
2,6 6,41 (s) 2 Me0O-3,5; H-3’; H-8; 3 H-9; H-7
7 3,02 (d, J=8,0) 2 H-2,6; H-8; 3H-9
8 2,03 (dd, J=8,0; 6,5) H-7; 2 H-2,6; 3H-9
3’ 2,78 (d,J=5,1) 2H-2,6; 11-4’
4 4,72 (d,J=51) H-3’
6’ 4,46 (s) MeO-5"; 3 H-9; 2 H-7’
8’ 5,91 (m) 2H-9; H-7’a
CH,
7’a 2,39 (dd, J=14,2; 6,2) H-6"; H-8’
7b 2,28 (dd, J=14,2; 6,2) H-6’
9’a 5,10 (d, J=15,7) H-8’
9’b 5,08 (d, J=9,0)
CHa3
9 1,13 (d, J=6,5) 2 H-2,6; H-7°b; H-7; H-6"; H-8
MeO-3 3,83 (s) H-2
MeO-5 3,83 (s) H-6
MeO-4 3,81 (s) -
MeO-5’ 3,64 (s) H-6", 2H-2,6

* Resultados de experiéncias bidimensionais de correlagdo homo e heteronuclear de hidrogénio e carbono-13,
foram também usados nessa analise.

O espectro NOESY (Figs. 87-89, pags. 181-183) para a substancia IX, tabela

22, e resumido na estrutura 1X-a, revela a presenca do efeito NOE entre H-2’e H-7

ausentes em V11 e VIII. Esse fato fixa a posicéo do grupo OH em exo ao sistema biciclico.

Essa afirmativa pode ser corroborada por algumas observacdes e analise na tabela 20,

pég. 160.

a) O proton H-7 em IX encontra-se mais protegido 6+ 2,28 (d, J = 7,7 Hz) do que

em VII e VIII 64 2,90 e 3,02 respectivamente ndo sentindo a presenca do

grupo OH em suas vizinhancas (posi¢éo exo).
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b) O valor de ¢ 80,61 (C-2") para X estd em concordancia com o observado por
Lordello e col. [27] que encontrou valores maiores que dc 78,00 para OH em
exo e dc 72,00 para quando OH se situa em endo. Como em VIl e VIII, &c
76,11 e 74,17 respectivamente.

c) O valor da carbonila de 6¢c 213,22 (C-4’) em IX s6 pode ser justificado pela
localizagdo do grupo OH na posicao exo [38] quando OH se situa em endo
como em VIl e VIII a carbonila se localiza em 6c 209,02 e 210,53
respectivamente.

d) A constante de acoplamento observada com valor de J = 3,5 Hz para H-2’e
H-3’ revela um angulo diedro entre os hidrogénios, proximo de 60° indicando
relacdo trans entre ambos [41]. Deste modo, a hidroxila estd localizada na
substancia, no C-2’ na posicao exo ao sistema biciclico, constituindo 1X de
um epimero em C-2’ da substancia V1. Levantamento bibliografico, mostrou

tratar-se de substéncia ainda ndo citada na literatura cientifica.
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Ficando assim definida a estrutura desta nova substancia como: rel-
(75,8S,2’S,3’S,5’S) A% 8 -4’ -Hidroxi-3,4,5,5 -tetrametoxi-4’-0x0-8.5",7.3’-

neolignana.

Tabela 22: Dados de NOE obtidos por experiéncias de 2D x NOESY na amostra, e
registrados para 1X*.

CH OH Picos transversais correspondem a NOE com
2,6 6,37 (s) 2Me0O-3,5; H-3’; H-7; H-8; 3H-9
7 2,28(d,J=7,7) 2H-2,6; H-2’; H-3’; 3H-9
8 2,19 (m) MeO-5; 2 H-2,6; 3H-9
4,60 (d, J=3,5) 2H-7°; H-3’; H-7
2,59 (d, J = 3,5) 2H-2,6; H-27; H-7
6’ 5,72 (s) MeO-5’; 3H-9
8’ 5,88 (M) 2H-7"; 2H-9"
CH
7’a 2,99 (m) H-2°; H-67; H-8’
9'a 5,21 (d,J=17,5)
9’b 5,20 (d, J = 9,6) H-8
CH
9 1,12 (d, J=6,5) 2H-2,6; H-6"; H-7; H-8
MeO-3 3,84 (s) H-2
MeO-5 3,84 (s) H-6
MeO-4 3,82 (s) -
MeO-5’ 3,57 (s) 2H-2,6; H-6"; H-8

* Resultados de experiéncias bidimensionais de correlacdo homo e heteronuclear de hidrogénio e
carbono-13, foram também usados nessa anélise.
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Tabela 23: Valores de RMN de 'H (500 MHz, CDCls, ppm, Hz) e °C (125 MHz,
CDCls), correlagdo *H x 3C HMQC e *H x 3C HMBC - "Jcn = 2, 3 da
substancia V11l e comparacdo com valores e literatura

HMCQ HMBC LITERATURA [39]
C 1H x 18C-COSY- NcnH IH x 13C-COSY- "JcH
dc OH 2JcH 3JcH OH dc
1 140,25 - 2 H-2,6; H-7 H-8; H-3 137,1
3 153,31 - 2H-2,6 2 Me0O-3,5 148,9
5 153,31 2H-2,6 2 MeO-3,5 6,75 (d, J=8,0) 111;3
4 136,60 - 2 H-2, 6; MeO-4 147,5
r 52,95 - 2H-7 3 H-9; H-3’ 52,95
2’ 210,33 - 210,4
5’ 153,94 - H-6"; H-4° MeO-5’; H-3’ 153,9
CH
26 104,50 6,41 (s) H-7 6,61-6,68 (m) 110,8
7 46,42 3,02 (d, J=8,0) H-8 H-47;2 H-2,6:3 H-9 3,02(dd, J=8,7;1,7) 455
8 48,39 | 2,03 (dd, J=8,0;6,5) | H-7;3H-9 H-3 1,99 (dg, J = 8,7; 6,6) 483
3 58,12 2,78 (d, J=5,1) H-47; H-7 2,72 (dd, 1=7,7;5,2) 58,3
4 74,17 4,72 (d, J=5,1) H-3’ H-6"; H-7 467(d, 1=32) 74,1
6 98,62 4,46 (s) H-47; H-8; 2H-7’ 4,43 (s) 98,6
8’ 133,88 5,91(m) 2H-7";2 H-9’ 5,90 (ddd, J =17,0; 7,3; 2,8) | 134,0
CH:2
T’a 35,39 | 2,39 (dd, J=14,2, 8,8) H-6"; 2 H-9’ 2,37 (dd, J=14,1; 7,0) 35,3
7'b - 2,28 (dd, J =142, 6,2) 2,24 (dd, J=14.1; 7,0)
9a [11795| 5,10(d, J=157) 2H-7 5,02 - 5,10 (m) 1178
9h - 5,08 (d, J=9,0)
CHs
9 12,34 1,13 (d, J=6,5) H-8 H-7 1,0(d, J=6,6) 12,1
MeO-3 | 56,04 3,83 () 55,8
MeO-4 | 60,88 3,81 (s) 3,82 (s)
MeO-5 | 56,04 3,83 (s)
MeO5’ | 55,34 3,64 (s) 3,61 (s) 55,2
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Tabela 24: Valores de RMN de *H (500 MHz, CDCls ppm, Hz) e 3C (125 MHz,
CDCls), correlagdo *H x *C HMQC e 'H x 3C HMBC - nJch n = 2, 3 da
substancia IX.

HMCQ HMBC
C 'H x 8C-COSY- Jcn 'H x 8C-COSY- "JcH
dc 3 2Jcw 3JcH
1 139,08 - 2H-2,6; H-7 H-4; H-3’
3,5 153,46 - 2H-2,6 2 MeO-3,5
4 136,98 - - 2 H-2,6; MeO-4
I’ 140,32 - H-2’; 2H-7°; H-6’ H-3’
4 213,22 -
5’ 85,21 - H-8 H-3’; 3 H-9; MeO-5’
CH
26 10413 637 (5 H7
7 48,93 2,28 (d,J=7,7) H-8 2H-2,6; 3H-9
8 46,02 2.19 (m) H-7,3 H-9
> 80,61 4,60 (d, J = 3,5) H-3 H-6" 2 H-7"; H-7
3 57,49 2,59 (d, J = 3,5) H-7; H-2"
6 129,48 5,72 (5) H-2": H-8; 2H-7"
8’ 134,77 5,88 (m) 2H-7’; 2H-9’
CH;
7 37,14 2,99 (m) H-6"; 2 H-9’
9'a 118,03 5,21 (d, J =17,5) 2 H-7"
o'b - 5,20 (d, J= 9.,6)
CHs;
9 1271 112 (d, 3= 6,5) H-8 H-7
oMe0-35 | 56,15 3,84 (s)
MeO-4 60,85 3,82 (s)
MeO-5’ 5335 3,57 (s)
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Figura 75: Espectro de 1V das neolignanas VIII e 1X
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Figura 76: Espectro de RMN de *H das neolignanas VIII e 1X (500 MHz, CDCls)
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Figura 77: Espectro de RMN de regido 1,8-4,0 ppm das neolignanas VIII e IX (500 MHz, CDClIs)
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Figura 78: Espectro de RMN de *H regido 4,0-6,4 ppm das neolignanas V1II e IX (500 MHz, CDCls)
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Figura 79: Espectro de RMN de *3C das neolignanas VIl e IX (500 MHz, CDCls)
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Figura 80: Espectro de RMN de *C - DEPT 135° das neolignanas VIl e IX (125 MHz, CDCls)
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Figura 81: Espectro de RMN 2D - HOMOCOSY *H x !H, regido 0,0-6,0 x 0,0-6,0 ppm das neolignanas VIII e 1X (500 MHz,
CDCls)
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Figura 82: Espectro de RMN 2D 'H x 3C HMQC, regido 1,6-3,0 x 5,0-45,0 ppm das neolignanas VIl e IX (125 MHz, CDCls)
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Figura 83: Espectro de RMN 2D H x 3C HMQC, regido 2,0-5,0 x 45,0-85,0 ppm das neolignanas VIlII e IX (125 MHz, CDCls)
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Figura 84: Espectro de RMN 2D x *C HMQC, regido 4,3-6,6 x 95,0-135,0 ppm das neolignanas VIII e 1X (125 MHz, CDCls)
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Figura 85: Espectro de RMN 2D *H x DC HMBC, regido 0,7-6,8 x 10,0-75,0 ppm das neolignanas VIl e I1X (125 MHz, CDCls)
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Figura 86: Espectro de RMN 2D H x 3C HMBC, regido 0,5-6,7 x 80,0-160,0 ppm das neolignanas V1II e 1X (125 MHz, CDCls)
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Figura 87: Espectro de NOESY, regido 0,5-7,0 x 0,5-7,0 ppm das neolignanas VIII e IX (500 MHz, CDCl5)



182

Figura 88: Espectro de NOESY, regido 1,5-3,6 x 0,8-2,5 ppm das neolignanas VIIl e 1X (500 MHz, CDCls)
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Figura 89: Espectro de NOESY, regiéo 4,0-6,8 x 1,0-4,0 ppm das neolignanas VIII e 1X (500 MHz, CDCls)
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Figura 90: Espectro de massas das neolignanas VIII e IX
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Esquema 5: Proposta de fragmentacdo para a substancia VIl1



4. BIOSSINTESE

4.1 Origem Biossintética das Unidades dos Compostos Triterpénicos

A elaboracdo de rotas biossintéticas para os produtos naturais oriundos do
metabolismo secundéario de plantas, nos ultimos anos tem sido feita principalmente por
meio do isolamento de enzimas catalisando e promovendo as etapas que levam a
substancias especificas, auxiliada, algumas vezes, por estudos com precursores
marcados isotopicamente.

As substancias sesquiterpénicas e triterpénicas tém como origem o acido
meval6nico que é formado pela condensacdo de Claisen de 3 (trés) moléculas de
acetilSCoA. A formacdo dessas substancias, incluem numerosos produtos naturais de
diferentes estruturas. Todos o0s esqueletos carbonicos séo derivados da condensacgdo do

dimetil-alil pirofosfato (DMAPP) com o isopentenil pirofosfato (IPP), (Esquema 6).
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Reacdes:

i - Condensacéo de acetil e acetoacetil coenzima A por HMG-CoA sintase

ii - Reducédo por meio de NADPH e HMG-CoA redutase

iii e iv - Fosforilagdo do acido meval6nico pelas enzimas mevalonato quinase e fosfomevalonato
quinase em presencga de ATP

v - Descarboxilacéo e concomitante perda de agua catalisada por mevalonato 5-difosfato descarboxilase

vi - Isomerizacdo de IPP a DMAPP pela enzima IPP isomerase

Esquema 6: Formacao das unidades IPP e DMAPP através do acido mevalénico.

4.1.1 Proposta biossintética para formacao do sesquiterpeno.

Para formacgdo de sesquiterpenos tem-se como principal precursor o
farnesil pirofosfato (FPP) oriundo da reagdo do geranil pirofosfato com uma
unidade IPP ou DMAPP. Duas unidades de isopreno unem-se através da eliminacéo
de pirofosfatos e forma-se E,E-farnesil-pirofosfato que por isomerizacdo conduz
a formacdo do nerolidolpirofosfato, este sofre uma isomerizacdo enzimatica e

conduz ao isdbmero Z,E-farnesil-pirofosfato. Os trés isdmeros por diversos
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caminhos biogenéticos conduzem aos diversos esqueletos de sesquiterpenos

encontrados em plantas.

Esquema 7: Formacéo das unidades farnesil e nerolidol pirofosfato.

Os esqueletos carbonicos dos sesquiterpenos podem derivar da ciclizacdo dos
isbmeros do farnesil pirofosfato (FPP). Enzimas especificas catalisam a formacédo de
produtos com estereoquimicas diferentes.

Na ciclizacdo do farnesil pirofosfato é possivel existir dois carbocations
intermediarios, dependendo se o precursor é Z,E ou E,E [42,43].

Através de estudos envolvendo enzimas especificas, propdem-se uma rota
biossintética para alguns compostos. Dentre varios tipos de esqueleto carb6nico (Cis)
estamos interessados em relatar o tipo guaieno. Este tipo de sesquiterpeno tem conhecida

sua rota sintética.
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A substancia isoledeno assemelha-se estruturalmente ao tipo guaieno. A
estrutura do isoledeno é formada pelo rearranjo que ocorre apos a ciclizacdo inicial do
E,E FPP que situa a carga positiva do intermediario em C-11, com o rearranjo, a ligacao
dupla 2,3 desloca-se para a posi¢do 1,2. O ataque nucleofilico da extremidade do 4&tomo
de carbono C-6 da ligacdo dupla A% ao carbono C-2 e do C-1 ao C-11 leva a formagéo
de uma estrutura que sustenta carga positiva em a4tomo de carbono C-7. Rearranjos
posteriores e perda de hidrogénio conduzem a formacéo do isoledeno que é o precursor
para o espatulenol. Logo ap6s a formacéo do isoledeno, a ligacdo dupla migra para os
carbonos C-2 e C-3 por meio de rearranjo. A seguir, ocorre perda sucessiva de hidrogénio
por acdo de NADP, assim ocorrendo a formacéo da ligacdo dupla. A etapa final é marcada

pelo ataque syn de uma molécula de agua para dar origem ao espatulenol [42].
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Esquema 8: Proposta biossintética para formacdo do espatulenol
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4.1.2 Proposta biossintética para formacéo dos triterpenos

A biossintese de triterpenos envolve duas unidades de farnesil (FPP), para a
formacdo do esqualeno precursor dos triterpenos e dos esterdides. A unido cabeca a
cabeca de duas moléculas E,E FPP para produzir esqualeno, é promovida pela enzima
esqualeno sintase, que utiliza o NADPH como cofator, (Esquema 9).

A ciclizacdo enzimatica do esqualeno e do 6xido esqualeno, consiste em
algumas etapas na biossintese de varios tipos de esqueletos de triterpenos e esteroides.

A ciclizacao do esqualeno via intermediario 2,3-0xido-esqualeno é realizada
atraves da reacao catalisada por flavoproteina, requerendo O, e NADPH como cofatores.

O oxido esqualeno sofre deslocalizacdo de elétrons 7C, levando ao cation 20
(protosterol) que através de uma série de reacdes, seja de oxidagdo, descarboxilacao,
metilacdo e rearranjos de hidrogénio formam B-sitosterol I1. Este fixa-se na molécula de
glicose sendo posteriormente acetilada com acetilSCoA conduzindo a substancia VI

[44].
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Esquema 9: Proposta biossintética para formacéao das substancias Il e VI
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4.2 Aspectos Referentes a Biossintese de Lignoide

Lignoides sdo micromoléculas da via biossintética do chiquimato cujo esqueleto
é formado pelo grupo fenilpropanico (Ce-Cs)n, Sendo n, restrito a poucas unidades. A classe
dos lignoides é dividida em lignanas, ligninas e neolignanas. De acordo com Haworth
(1942), lignanas s@o produtos vegetais caracterizados por esqueletos carbdnicos nos quais
duas unidades n-propilbenzénicas (CsCe) estdo ligadas pelos carbonos  de suas cadeias
laterais. Na época dessa publicacdo, praticamente todos os bisfenilpropandides
apresentavam esse tipo de esqueleto. Desde entdo reconheceu-se a existéncia de esqueletos
adicionais, nos quais a unido das unidades precursoras é feita em posi¢des diferentes.

A definicdo de Haworth baseada em critérios estruturais, atribui aos dimeros
isentos de ligagdo CB-CPB’; a designacdo de neolignanas Entretanto, por analogia da
biossintese de outros grupos de produtos naturais, essa definicdo estrutural deve ser
substituida por uma definicdo biogenética, apesar das poucas evidéncias experimentais. Tal
procedimento, no campo dos lignodides, conduz a duas classes biossinteticamente
independentes. Para a primeira, manteve-se o termo lignana, que engloba os derivados do
acoplamento oxidativo de alcoois cinamilicos entre si ou com &cidos cindmicos. A segunda
classe pertencem os derivados do acoplamento oxidativo de propenil fendis e alilfenois
denominadas neolignanas [11]. Os carbonos y das cadeias laterais (Cs) sdo, por isso,
oxigenados nas lignanas e isentos de oxigenagdo nas neolignanas A independéncia

biossintética entre lignanas e neolignanas € apoiada pelas seguintes evidéncias:
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e A diversidade de esqueletos bem como a reatividade de lignanas e
neolignanas classificadas segundo o critério biogenético, sdo bastante
diferenciadas. Rearranjos sao reacdes comuns de neolignanas.

e Enquanto lignanas aparecem em gimnospermas nos blocos primitivos e
também nos mais evoluidos de angiospermas, neolignanas restringem-se a

Magnoliiflorae, Nymphaiflorae. [4,11]

4.2.1 Origem das unidades precursoras dos compostos ligndides

Trabalhos de Davis e Sprinson (1958), demonstraram a conversdo de
carboidratos em &cido chiquimico, com subsequente derivacdo para fenilalanina. A
principal via que leva a formacdo de lignanas e ligndides envolve a fenilalanina, que

também é precursora de alcaldides benzilisoquinolinicos [43].
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4.2.2 Conversao do acido cinamico em derivados de acido cinamico

Experimentos subsequentes demonstraram a sequéncia de transformacao que
leva aos acidos cindmicos hidroxilados e metoxilados. Esses compostos tidos como
intermediarios biossintéticos de lignanas, originam-se através de reacGes quimicas

catalisadas por enzimas [45,46].

1 = cinamato-4-hidroxilase

2 = p-cumarato-3-hidroxilase

3 = catecol-O-metiltransferase

4 = ferulato-5-hidroxilase (hipotética)
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Os acidos ferulico e sinapico sdo formados pela metilagdo da hidroxila em
posicado meta dos seus respectivos precursores. Essas reacdes sao catalisadas por catecol-
O-metiltransferase meta especificas, que utilizam S-Adenosil-L-metionina como

doadoras do grupo metila.

4.2.3 Acido cinamicos ativados

Estudos experimentais sugerem que o0s acidos cindmicos ndo sejam
incorporados diretamente em ligndides mas apOs sua reducdo aos alcoois
correspondentes. Tal reducéo foi demostrada in vivo por Higuchi e Brow, (1963) através
da administracdo de &cido feralico com marcacéo isotdpica em C-9 a cultura de tecido
de Pinus strobus. Tanto o alcool coniferilico como aldeido coniferilico marcados foram
obtidos.

Gross e col. (1973) trabalhando com extratos de células de Forsythia
verificaram que essa etapa de reducdo requer a participacdo das enzimas cinamoil-SCoA
NADPH oxidoredutase e cinamil alcool desidrogenase, que catalisam a formacéo do
aldeido para alcool. Posteriormente trabalho de Gross e col. (1975) constataram que 0
éster feruloil-SCoA presente em tecidos de Forsythia produzem preferencialmente o

alcool coniferilico [47, 48].
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4.2.4 Biossintese de ligndides

A biossintese de lignanas e neolignanas envolve os metabolitos derivados do

acido cinamico ativados, através de reacGes de reducdo e oxidagdo, esquematizado da

seguinte forma:

* NADPH/ATP
** Fenol oxidase
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A eliminacdo do grupo hidroxilico dos alcoois cinamilicos, novamente por
acdo enzimatica, ocorre atraves de ataque nucleofilico de hidreto no carbono carbindlico
C-9 formando propenil fendis, ou no carbono olefinico (C-a), formando alilpropandides.

E significativo o fato de que a primeira reducio ocorre com todos 0s
substratos naturais que conduzem tanto as ligninas, lignanas ou neolignanas. Sugeriu-se
que o deslocamento do grupo hidroxilico requer a presenca de grupos doadores de
elétrons nas posicdes orto ou para em relacdo a cadeia lateral.

Esses precursores sdo seletivamente oxidados e transformados em radicais
fenoxido (linha 2). Esses fendbmenos ocorrem ainda dentro da célula, no sitio ativo da enzima.
O radical existente nos derivados fendlicos pode entéo por efeito de deslocamento de elétrons
fornecer o radical nas posi¢des C-3, C-5, C-1 e C-8, acoplando entre si ou com derivados
formando os dimeros quirais que sdo as lignanas ou neolignanas [43].

O esquema 10 revela possibilidades estruturais radicalares formadas a partir
de alguns derivados do acido cinamico, utilizando como substratos ativos, somente
aqueles precursores das neolignanas encontradas na planta.

Os esquemas 11 e 12 mostra o provavel caminho biossintético que conduzem a
formagdo das neolignanas, mostra o acoplamento entre duas unidades radicalares possiveis de
serem formados na planta. As duas unidades sdo ligadas através de acoplamento dos radicais
nos carbonos C-8 e C-5’, eliminag&o de hidrogénio e ataque nucleofilico sobre o carbono C-
7. A neutralizacdo do fenoxido formado conduz a substancia natural V, posteriormente

metilagdo da hidroxila conduz as substancias Il e IV.
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As neolignanas biciclicas [3.2.1], sdo formadas por duas unidades CsCs de
alil e propenil fendis entre si, envolvendo o acoplamento oxidativo de radicais e
formacéo da ligacdo entre C-f de uma unidade e o carbono que sustenta o radical da

outra unidade, (Esquemas 13 e 14).

Esquema 10: Formacao de radicais de alil ( 6, 7 e 8) propenil fenol (1, 2, 3,4 e 5) em
neolignanas.
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Esquema 11: Proposta biossintética para a formacéo das substancias 11l e V através do
acoplamento oxidativo entre as unidades (2 e 4) esqueleto 8.5’
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Esquema 12: Proposta biossintética para a formacdo da substancia IV, atraves do
acoplamento oxidativo entre as unidades (5 e 4), esqueleto 8.5*.
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Esquema 13: Proposta biossintética para a formacao da substancia VII e X, através do
acoplamento oxidativo entre as unidades (2 e 7) esqueleto 8.5 .
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Esquema 14: Proposta biossintética para a formacdo da substancia VIII, através do
acoplamento oxidativo entre as unidades (2 e 8) esqueleto 8.1°.
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