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RESUMO

DE OLIVEIRA, Lidiana Santana dos Santos. MSc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2014. Constituintes Quimicos de
Conchocarpus cyrtanthus (RUTACEAE). Prof. orientador: Ivo José Curcino Vieira.
Prof. coorientador: Prof. Raimundo Braz-Filho.

Este trabalho descreve a investigacdo fitoquimica dos extratos em hexano e
metanol da madeira de Conchocarpus cyrtanthus Kallunki & Pirani (Rutaceae),
conhecida popularmente por i Or el ha d que foiardalizada por meio de
técnicas cromatograficas classicas. Este € o primeiro trabalho no &ambito
fitoquimico realizado para um espécime de C. cyrtanthus. Tal procedimento
experimental permitiu o isolamento e a identificacdo de dezesseis substancias,
das quais, trés sdo inéditas na literatura. No extrato hexanico foram isoladas 9
substancias, sendo elas: um mistura de cumarinas: seselina e xantoxiletina; duas
misturas de esteroides: b-sitosterol, estigmasterol e campesterol, 7a-
hidroxisitosterol, 7a-hidroxiestigmasterol e 7a-hidrosxicampesterol; e dois
diterpenos, inéditos na literatura: 16-hidroxilarixol e 16-hidroxi-7-labden-6-ona. O
extrato metandlico forneceu 6 substancias, séo elas: um alcaloide: dictamina, uma
cumarina: luvangetina; trés diterpenos: manool, 16-hidroximanoiloxido e o
epimero 16-hidroxi-13-epi-manoiloxido, inédito na literatura, e uma lignana:

siringaresinol. As estruturas foram elucidadas com base na analise dos dados
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fornecidos por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de 'H e de 13C)
unidimensional e bidimensional, Cromatografia Gasosa acoplada a Massas
(CG/MS) de baixa resolucdo, Espectrometria de Massas (EMAR) de alta

resolucdo, Cromatografia Liquida acoplada ao Massas (CL/MS-MS) de alta
resolugéo.

Palavras-chave: Conchocarpus cyrtanthus, cumarinas, diterpenos.

XXVi



ABSTRACT

DE OLIVEIRA, Lidiana Santana dos Santos. MSc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro. February, 2014. Chemical Constituents of
Conchocarpus cyrtanthus (RUTACEAE). Advisor: Prof. lvo José Curcino Vieira.
Prof. Co-Advisor: Raimundo Braz-Filho.

This work describe the phytochemical investigation of the hexane and methanol
extracts from wood from Conchocarpus Cyrtanthus Kallunki & Pirani (Rutaceae),
popularly known as fi E aGoat" was performed by classical chromatographic
techniques. This are the first work in context phytochemical realized in a specimen
of C. cyrtanthus. This experimental procedure allowed the isolation and
identification of fifteen compounds, with three new in the literature. In hexanic
extract were isolated 9 compounds, as: one mixture of coumarins: seselin and
xanthoxiletin; two mixture of steroids: sitosterol, stigmasterol and campesterol, 7 a-
hidroxisitosterol, 7a-hidroxistigmasterol and 7a-hidroxicampesterol; and two
diterpenes, new in the literature, 16-hydroxylarixol and 16-hydroxy-7-labden-6-
one. The methanolic extract provided 6 compounds, such as: one alkaloid:
dictamine, one  coumarin: luvangetin;  three  diterpenes: manool,
hydroxymanoiloxide and 16-hydroxy-13-epi-manoiloxide epimer, new in the
literature, and one lignan: syringaresinol. The structures were elucidated based on

analysis by nuclear magnetic resonance one-dimensional and two-dimensional
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data (*H NMR and 3C), gas chromatography coupled to Mass (GC/MS) of low
resolution, mass spectrometry high resolution (HRMS), Liquid Chromatography
coupled to High Resolution Mass (LC/MS-MS).

KeyWord: Conchocarpus cyrtanthus, coumarins, diterpenes.
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1. INTRODUCAO

A busca do homem por recursos naturais com objetivo de melhorar as
condicBes de vida na terra teve inicio em tempos que remotam desde o inicio das
civilizagdes. Como resultado dessa busca, o homem encontrou, nas espécies
vegetais, importantes propriedades terapéuticas e, com isso, passou a utiliza-las
no tratamento e na cura de doencas, a partir da observacdo de que nas plantas
existe alguma(s) substancia(s) que atua(m) na recuperacdo da saude humana.
Estas substancias denominam-se principios ativos, conhecido como complexo
fitoterapico, que age simultaneamente na recuperacdo da saude (Nascimento,
2008).

O conhecimento e uso de espécies vegetais para tratamento da saude,
transmitido de geracdo a geracdo, serviu e continua servindo como fonte de
informacdo para a descoberta de novos medicamentos e isso tem motivado a
busca de uma maior racionalizagcdo na procura de substancias que sejam
biologicamente ativas.

Durante séculos, essa pratica foi considerada como a Unica fonte de
agentes terapéuticos para o homem, porém com o desenvolvimento da quimica
farmacéutica, a partir do século XIX, ela passou a representar a primeira fonte de
substéancias para o desenvolvimento de medicamentos (Nascimento, 2008).

Ultimamente, as plantas ditas medicinais vém sendo utilizadas por um
publico cada vez maior, recebendo incentivo da prépria Organizacdo Mundial da

Saude (OMS), a qual recomendou aos paises membros que desenvolvessem



pesquisas visando o uso da flora com propésito terapéutico. O desenvolvimento
de pesquisas do ponto de vista quimico e farmacoldgico que comprovem a
eficacia das plantas medicinais é o principal fator a contribuir para o crescimento
dessa pratica terapéutica (Castro e colaboradores, 2004).

Em 1874 teve inicio os estudos de Quimica de Produtos Naturais (QPN)
em uma instituicdo publica brasileira, podendo ser destacado, entre os Varios
trabalhos realizados por Peckolt, o isolamento de uma substancia de Plumeria
lancifolia, recebendo o nome de agoniadina, primeiro iridoide isolado da natureza
em forma pura, tendo sua estrutura quimica determinada apenas 88 anos depois,
hoje conhecido como plumerideo (Pinto e colaboradores, 2002).

Porém, em uma farmacia localizada no Rio de Janeiro, o farmacéutico
Ezequiel Correia dos Santos isolou, no ano de 1838, o alcaloide pereirinha,
extraido das cascas do pau-pereira (Geissospermum vellosii), sendo este o
primeiro alcaloide, isolado puro no Brasil (Pinto e colaboradores, 2002).

A Quimica de Produtos Naturais (QPN) apresenta uma fundamental
contribuicdo para o desenvolvimento da sociedade. E estimado que 80% da
populacdo de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento sdo quase
completamente dependentes da medicina popular, utilizando vegetais para suas
necessidades de saude (Braz-Filho, 2010).

A QPN tornou-se entdo a principal linha de pesquisa para a descoberta de
novos agentes medicinais de diversas patologias. Em paises industrializados,
25% dos medicamentos prescritos sdo de origem vegetal e 120 substancias de
origem natural, sdo obtidas a partir de cerca de 90 espécies de vegetais (Bras-
Filho, 1994; Hostettmann e colaboradores, 2003).

Estima-se que na Terra existam entre 250 a 500 mil espécies vegetais,
contudo apenas uma pequena porcentagem foi pesquisada (cerca de 5%) do
ponto de vista quimico e um numero ainda menor do ponto de vista farmacologico
(Castro e colaboradores, 2004).

O Brasil contribui com mais de 56 mil espécies vegetais, 0 que significa
quase 19% da flora mundial, tendo com isso, a flora mais rica do mundo (Giulietti
e colaboradores 2005). Cerca de 10 mil destas, apresentam propriedades
medicinais. Estando sua maior parte concentrada na Floresta Amazodnica e Mata
Atlantica e recentemente no bioma Cerrado. A Mata Atlantica, apesar da grande



devastacdo sofrida, ainda detém a maior variedade de espécies vegetais do
mundo (Nascimento, 2008).

Algumas familias de espécies vegetais caracterizam-se por constituirem
metabodlitos secundarios de grupos quimicos especificos (Simdes e
colaboradores, 1999), sendo os alcaloides e os terpenos com maior potencial
para fornecer substancias com atividades farmacoldgicas seguidas por lignanas,
flavonoides, cumarinas dentre outros metabdlitos (Di Stasi, 1996). Familias de
plantas que produzem tais substancias tornam-se o alvo de pesquisas visando o
isolamento de substancias com propriedades farmacoldgicas.

Temos como exemplo, Conchocarpus cyrtanthus Kallunki & Pirani, uma
espécie que ainda ndo tem relatos de estudos de seus constituintes quimicos e
suas atividades bioldgicas na literatura até o presente momento. Trata-se de um
espécime da familia Rutaceae, familia que produz distintos metabdlitos
secundarios, destacando-se os alcaloides, em especial os derivados do &cido
antranilico, as lignanas, os flavonoides, os terpenos, os limonoides, além de
ocupar a segunda posicdo, em producdo de cumarinas, entre as seis maiores
familias produtoras dessa classe de metabdlitos.

C. cyrtanthus faz parte das quarenta e sete espécies do género
Conchocarpus com distribuicdo desde a Nicaragua ao Norte da Bolivia (Kallunki &
Pirani 1998; Pirani 2002; Groppo e colaboradores, 2008) e em quase todos 0s
estados do Brasil. Aliado a estas informacdes, onde a espécie ndo possui relatos
quimicos na literatura e de que varias espécies pertencentes a familia Rutaceae
apresentam diversas atividades biologicas, resolveu-se realizar o estudo quimico

de C. cyrtanthus.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O trabalho proposto tem por objetivo realizar o estudo quimico dos
extratos, em hexano e metanol, da madeira da espécie Conchocarpus cyrtanthus
Kallunki (Rutaceae), conhecida popularmente por Orelha de Cabra na regido de
Linhares, Espirito Santo.

Fornecer dados quimicos para uma maior compreensdo da

guimiotaxonomia deste género.
2.2 Objetivos especificos

Isolamento, purificacdo e caracterizacdo estrutural dos constituintes
guimicos isolados presentes nos extratos, hexanico e metandlico, da madeira, de
C. cyrtanthus Kallunki (Rutaceae);

O aprendizado de técnicas cromatograficas classicas de isolamento e
purificacdo de substancias orgéanicas bioproduzidas pelo metabolismo secundario
de espécies vegetais;

Aprendizado de técnicas espectroscopicas utilizadas na identificacdo de

substancias da espécie vegetal C. cyrtanthus Kallunki (Rutaceae).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A familia Rutaceae

A familia Rutaceae encontra-se posicionada na ordem Rutales, ordem esta
gue inclui mais 4 familias de grande relevancia na flora neotropical: Cneoraceae,
Burceraceae, Meliaceae e Simaroubaceae (Bremer e colaboradores, 2009).

A classificacdo botanica para a familia Rutaceae, apresentada por Engler
(1931), considera sete subfamilias, Rutoideae, Toddalioideae, Dictyolomatoideae,
Aurantoideae (Citroideae), Flindersioideae, Rhabdodendroideae e Spathelioideae,
divididas em onze tribos subdivididas em vinte e uma subtribos, compreendendo
cerca de sessenta géneros (Tabela 1, pagina 6).

No entanto, segundo Ferracin (1992), a quimiossistematica de Rutaceae
tem sido revisada por pesquisadores de Produtos Naturais do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (DQ- UFSCar), baseando-se,
principalmente, em alcaloides derivados do &cido antranilico, cumarinas e
limonoides. Estes estudos tém mostrado que a fitoquimica entre as subfamilias
Rutoideae e Toddalioideae €é tdo pronunciada que sua separacao fica

comprometida.



Tabela 1: Classificagdo botanica de Rutaceae, segundo Engler (1931), sendo que

a subfamilia Aurantioideae é de Swingle and Reece (1967).

RUTACEAE

SUBFAMILIA

TRIBO

SUBTRIBO

GENERO

Aurantioideae

Citreae

Balsamocitrinae

Aegle
Afraegle
Balsamocitrus
Swinglea

Citrinae

Atalantia
Citrus
Microcitrus
Naringi
Poncirus

Triphasiinae

Pamburus
Triphasia
Wenzelia

Clauseneae

Clauseninae

Clausena
Glycosmis
Murraya

Merrilliinae

Merrillia

Micromelinae

Micromelum

Dictyolomatoideae

Dictyolomatae

Dictyoloma

Flindersioideae

Flindersieae

Chloroxylon
Flindersia

Rutoideae

Boronieae

Boroniinae

Boronia

Correinae

Correa

Diplolaeninae

Diplolaena

Eriostemoninae

Leionema
Philotheca

Nematolepidinae

Chorilaena
Nematolepis

Diosmeae

Diosminae

Agathosma
Coleonema

Galipeae

Galipeinae

Adiscanthus
Angostura
Conchocarpus
Galipea
Ravenia
Sigmatanthus
Raiua
Raputia
Ticorea
Emmerich
Leptothyrsa



Continuacgéo da tabela 1

Spiranthera
Decagonocarpus

Pilocarpinae

Esenbeckia
Metrodorea
Pilocarpus

Ruteae

Dictamninae

Dictamnus

Rutinae

Ruta

Choisyinae

Choisya
Medicosma

Zanthoxyleae

Euodiinae

Melicopel
Melicope2
Sarcomelicope
Zanthoxylum

Lunasiinae

Lunasia

Spatheliodeae

Sphatelieae

Spathelia

Toddalioideae

Toddalieae

Pteleinae

Balfourodendron
Helietta
Ptelea

Toddaliinae

Acronychia
Casimiroa
Halfordia
Hortial
Hortia2
Hortia3
Hortia4
Hortiab
Skimmia
Toddalia
Veprisl
Vepris2

Fonte: Groppo e colaboradores, 2008.

Rutaceae conta com cerca de 150 a 160 géneros e com 1.500 a 2.000
espécies, distribuidas em regides Tropicais, Subtropicais, sendo menos frequente,
em areas Temperadas de todo o mundo (Figura 1), contando com trés principais
centros de diversidade: a América Tropical, Africa do Sul e Australia. (Costa e
colaboradores, 2010; Groppo 2010; Lorenzi & Souza 2005; Sa 2010).

Na regido neotropical ocorrem cerca de 48 géneros e 350 espécies. Ja no
Brasil sdo descritos 33 géneros, 192 espécies sendo 107 endémicas, 17

subespécies e 8 variedades (Pirani & Groppo, 2010).



B Rutaceae o

Figura 1: Distribuicdo global de Rutaceae. Fonte: Stevens (2001).

Rutaceae é representada por arvores ou arbustos, ervas ou lianas,
frequentemente com espinhos; folhas alternas ou opostas, compostas ou
raramente simples; inflorescéncia cimosa, menos frequentemente racemosa, as
vezes com uma flor Unica; flores poucos vistosas, unissexuadas ou bissexuadas e
seu fruto pode ser drupa, baga, foliculo ou capsula (Lorenzi & Souza, 2005).

A familia tem grande importancia econémica para frutos comestiveis (com
destaque para Citrus, que tem grande variedade de laranjas, limdes e tangerinas),
6leos aromaticos (Boronia e Ruta), espécies que sao fontes de madeira de boa
qualidade (Flindersia, Zanthoxylum, Balfourodendron e Euxylophora) e espécies
utiizadas como cerca-viva ou porta-enxerto de espécies de Citrus como
Fortunella japonica e Poncirus trifoliata (Albuquerque, 1976; Groppo e
colaboradores, 2012; Lorenzi & Souza, 2005).

Sua relevancia se da também devido a representantes de valor medicinal,
tendo como exemplo o s i j a b oRilewarpdis jaborandi, P. pauciflorus, P.
Pinnatifolius e P. Selloanus), fonte de pilocarpina (Figura 2), um alcaloide que é
usado contra glaucoma e a i a r (Rutadgeageolens), fonte de rutina (Figura 2),
um flavonoide com principio ativo antiespasmadico (Albuguerque, 1976; Lorenzi &
Souza, 2005).
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Figura 2: Estrutura do alcaloide pilocarpina e do flavonoide rutina, ambos isolados

de Xilocarpos jaborandi e Rute graveoléncia.

Além das importancias acima mencionadas, esta familia também merece
atencdo devido ao fornecimento de distintos metabdlitos secundarios,
destacando-se os alcaloides, em especial os derivados do acido antranilico, as
cumarinas, as lignanas, os flavonoides, os terpenos e os limonoides (Waterman,
1975). Na Figura 3 observa-se estruturas de substancias isoladas de algumas

espécies da familia Rutaceae.
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N-metil-4-metoxi-2-quinolona Dictamina Rutaecarpina
caule de Rauia resinosa caule de Hortia arborea folhas de Esenbeckia grandiflora
(Albarici et al, 2010) (Ferracini, 1992) (Janudrio et al, 2009)
Alcaldide quinolinico Alcaldide furoquinolinico R-indolopiridoquinazolinico
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(Gulaberto, 2009) (Albarici, 2006) Lignana
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gal.ho.s de Spiranthera folhas de Spiranthera odoratissima (Terezan, 2007)
odoratissima (Tg_rezan, 2007) odoratissima (Terezan, 2007) Limonoide
Esterdide Triterpeno

Figura 3: Estruturas de algumas substancias isoladas da familia Rutaceae.
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Rutaceae ocupa a segunda posicdo quando comparada com as outras
seis maiores familias produtoras de cumarinas (gréfico 1), produzindo seis tipos
distintos de cumarinas, sendo estas classificadas em, cumarinas simples,
furocumarinas lineares, furocumarinas angulares, piranocumarinas lineares,
piranocumarinas angulares e biscumarinas. Esta classe de metabdlitos pode ser
encontrada em distintas partes do vegetal, tais como, raizes, flores e frutos
(Ribeiro & Kaplan, 2002).

Gréfico 1: Ordem decrescente das maiores familias produtoras de cumarinas.

= Apiaceae

= Rutaceae

Asteraceae \\‘

= Fabaceae
= Oleaceae

= Thymelaeaceae

Os diferentes tipos de cumarinas isoladas de Rutaceae podem ser
observados na Figura 4 (Ribeiro & Kaplan, 2002).

Me
MeO

/@i b .
HO o~ o o o~ o o 7 ©o 0

. . Me . .
Umbeliferona Isopimpinelina Splondina
Cumarina simples Furanocumarina linear Furanocumarina angular

N Me
MeO o 0._0
(6]
Me = Me o~ ~o =
Me
Seselina Nordentatina Daphnoretina
Piranocumarina angular  Piranocumarina Linear Biscumarina

Figura 4: Estruturas dos tipos de cumarinas produzidos na familia Rutaceae.
3.2 O género Conchocarpus J. C. Mikan

O género Conchocarpus J. C. Mikan tem como sinénimos: Diglottis Nees
& Mart.; Lasiostemum Nees & Mart.; Obentonia Vell.; Dangervilla Vell. e Rossenia
Vell.
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Posiciona-se na subfamilia Rutoideae, tribo Galipeae, subtribo Galipeinae
(em substituicdo a tribo Cusparieae DC. e subtribo Cuspariinae Engl., que foram
dados com base no ilegitimo nome genérico Cusparia Humb.) da familia
Rutaceae. Apresenta-se em forma de arbustos ou pequenas arvores alcancando
até 7 metros de altura, com folhas alternas, inflorescéncia geralmente terminal ou
extra-axilar, calice relativamente pequeno, corola tubular formada por pétalas
coerentes e filamentos estaminais achatados (Kallunki & Pirani, 1998).

Este género possui 47 espécies com distribuicdo que vai desde a
Nicaragua ao norte da Bolivia (Kallunki & Pirani, 1998; Pirani, 2002; Groppo e
colaboradores, 2008) e em quase todos os estados do Brasil excetuando-se
alguns onde ainda ndo se tem relatos de espécies descritas (Pirani, 2010).

Apenas duas espécies ndo sao encontradas no Brasil, C. larenzis e a C.
nicaraguenses (Kallunki & Pirani, 1998).

Conchocarpus é um género nativo, ndo endémico do Brasil (Pirani, 2013).

A Figura 5 mostra a distribuicdo do género para o Brasil.

Figura 5: Mapa de distribuicdo do género Conchocarpus J. C. Mikan no Brasil. A
parte em branco representa os estados onde ainda ndo foram descritas nenhuma

espécie.

Algumas espécies do género Angustura foram reclassificadas, sendo
inseridas no género Conchocarpus. Dentre estas espécies, pode-se citar, a titulo
de exemplo, Angustura macrophylla que foi reclassificada como Conchocarpus
macrophyllus.

Estudos de algumas espécies do género Conchocarpus revelaram a
presenca de alcaloides (principalmente os derivados do acido antranilico),

flavonas, esteroides, acetofenonas, amidas e diversas cumarinas.
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Estudo, com extratos e fracdes do caule e das folhas, de Conchocarpus
heterophyllus permitiu o isolamento de trés esteroides, dois alcaloides e oito

flavonas (Ambrozin e colaboradores, 2004; Ambrozin e colaboradores, 2008,

Figura 6).

estigmasterol
haplotusina 2-fenil-metil-4-quinolona
oA J . O
Cor U O ;
o™ ]
o] o OH O R

7-metoxi-flavona flavona 5-hidroxi-flavona mistura de piranoflavonas
R = (CHp)gCH3
R =(CH3)10CH3
R =(CH3)15CH3
R = (CH2)14(CH = CH)CH3
R = (CH>)16CH3
Figura 6: Estruturas quimicas das substancias isoladas de C. heterophyllus.

Do extrato metandlico, de ramos caulinares, de Conchocarpus
gaudichaudianus foram isolados quatro novos alcaloides, sendo trés deles do tipo
indoloquinazolénico e um do tipo quinolénico, além de duas amidas conhecidas, a
N-trans-cumaroiltiramina e N-trans-feruloiltiramina (Figura 7) (Cortez e

colaboradores, 2009).
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[3,2-e]indol-1-il)etil)-quinazolina- [3,2-e]indol-1-il) etil)-1-hidroxi- [3,2-e]indol-1-il)etil-1-metil-
2,4(1H,3H)-diona quinazolina-2,4(1H,3H)-diona quinazolina-2,4(1H,3H)-diona

HO

H N MeO N X
HO—WO HOWO N No
|

N-trans-cumaroilcumarina N-trans-feruloiltiramina 4-metoxi-1-metil-3-(3', 7'-dimetil-6',7'-
dihidroxi-2'-octenil)-2-quinolona

Figura 7: Estruturas quimicas das substancias isoladas de C. gaudichaudianus.

Da fracdo cloroférmica, do extrato etandlico, dos ramos caulinares, de
Conchocarpus fontanesianus foram isolados trés alcaloides furoquinolinicos, um
quinolinico e uma cumarina do tipo furano, que estdo apresentados na Figura 8 a
seguir (Cabral, 2011).

OMe OMe OMe
~ / —
NT O N O MeO N~ O
OMe OMe
dictamina gfagarina esquimianina
(0]

O | Me

N
) O HO%m
Me Me (6] (o) [e)

2-fenil-metil-4-quinolona marmesina
Figura 8: Estruturas quimicas das substéncias isoladas de C. fontanesianus.

O estudo de Conchocarpus macrocarpus levou ao isolamento de dois
alcaloides do tipo indoloquinazolina e o estudo de C. cuneifolius, levou a quatro
acetofenonas e trés flavonoides glicosilados (Veloso, 1995), como mostra a
Figura 9 a sequir.
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Figura 9: Estruturas quimicas das substancias isoladas de C. macrocarpus e C.

cuneifolius.

De Conchocarpus longifolius, foram isoladas onze cumarinas e sete
alcaloides (Mafezoli, 2001; Facchini, 2005) que estdo representados, na Figura
10.
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Figura 10: Estruturas quimicas das substancias isoladas de C. longifolius.

Do extrato em CH2Cl2, do caule, de Conchocarpus macrophyllus foram
isolados, dois alcaloides acridénicos, arborinina e metilarborinina e uma mistura
dos esteroides b sitosterol e estigmasterol (Albarici, 2006; Veloso, 1995), que

estdo a seguir representados na Figura 11.

(e} OH (e} OMe

I lL i! iOMe I lL i! :OMe
l‘\l OMe MeO ,T‘ OMe HO
Me Me

arborinina metilarborinina b-sitosterol estigmasterol

Figura 11: Estruturas quimicas das substéancias isoladas de C. macrophyllus.
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Foram isolados do extrato em CH:Clz, das folhas, de Conchocarpus
paniculatus, dois alcaloides acridénicos denominados cusparina e cusculina, suas

estruturas estdo representadas a seguir na Figura 12 (Vieira e colaboradores,
1992).

O  OMe O OH
O ! OMe ! l OMe
MeO 'Tl OMe MeO l‘\l OMe
OMe H OMe Me
cusculina cuspanina

Figura 12: Estruturas das substancias isoladas de C. paniculatus.

Estudos com a espécie Conchocarpus inopinatus levaram ao isolamento
de seis alcaloides acridbnicos, um seco-acridénico, um quinolinico e um alcaloide

furoquinolinico e trés cumarinas representados na Figura 13 (Bellete e
colaboradores 2012; S4 2010).

) O OH
OMe | OMe O O OMe
N N
o CIC / o
N/ 0 Me 0 OMe Me Me
dictamina 2-fenil-metil-4-quinolona inopinatina arborinina
O OH
O OMe O OH O OMe “OMe
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MeO N OMe N OMe N OMe Li
Me H OMe Me o Me
metilarborinina xanthoxolina 1,2,3,5-tetrametoxi-N-  1-hidroxi-2,3-dimetoxi-N-
metilacridona metilacetoxiacridona
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~ MeO Me
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N OMe o
‘ m m ‘<-OH
Me HO 0" o MeO o X0 0~ o O Me

hidroxi-3-metoxi-N- escopoletina escoparona marmesina

metilacridona

Figura 13: Estruturas das substancias isoladas de C. inopinatus.

Estudos com a espécie Conchocarpus marginatus levaram ao isolamento
de trés alcaloides acridénicos e dois alcaloides arilquinolin-4-onas, que estdo

representados na Figura 14 a seguir (Bellete e colaboradores 2012).
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metilacridona

2-fenil-metil-4-quinolona 2-fenil-metil-7-metoxi-4-quinolona
Figura 14: Estruturas das substancias isoladas de C. marginatus.
3.3 Atividades bioldgicas de espécies do género Conchocarpus

Algumas espécies do género Conchocarpus vém sendo alvo de estudo de
muitos pesquisadores quanto as suas atividades bioldgicas. Ambrozin e
colaboradores (2008) demonstraram dentre varias substancias isoladas de C.
heterophyllus, que os alcaloides haplotusina e 2-fenil-metil-4-quinolona (Figura
15) podem ser os principios ativos das fracdes e dos extratos da espécie, que

foram ativos sobre as formas tripamastigotas do Tripanosoma cruzi.

OMe
haplotusina 2-fenil-metil-4-quinolona

Figura 15: estruturas de alcaloides que podem ser 0s principios ativos

gue foram ativos sobre as formas tripamastigotas do Tripanosoma cruzi.

Mafezoli e colaboradores. (2000) demonstraram ainda que, de algumas
espécies de Rutaceae testadas, os extratos hexanicos e metanolicos dos caules e
folnas da espécie C. inopinatus apresentaram resultados promissores frente as
formas tripamastigotas do T. cruzi.

Albarici (2006) demonstrou que o extrato em éter de petrdleo C.
macrophyllus apresentou 94% de lise parasitaria, sendo considerado ativo frente

as formas tripamastigotas do T. cruzi. Ele demostrou também que o extrato em
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diclorometano desta mesma espécie apresentou resultado satisfatério no ensaio
de inibicdo da atividade de Adenosina Fosforibosiltransferase de Leishmania
tarentolae (APRT) com 77% de inibicdo. Posteriormente, este extrato foi
fracionado e as fracdes obtidas foram, novamente, submetidas ao mesmo ensaio,
obtendo resultados ainda mais promissores quanto a inibicdo da atividade de
APRT (92% de inibicdo).

Em 2011, Cabral e colaboradores relataram estudo da atividade
anticolinesterase de cumarinas e alcaloides isolados da espécie C. fontanesianus.
Foram realizados ensaios qualitativo e quantitativo de reducdo da atividade da
acetilcolinesterase (AChE). O ensaio qualitativo indicou melhor resultado
mediante teste com a cumarina marmesina e o alcaloide 2-fenil-metil-4-quinolona
(Figura 16). JA o ensaio quantitativo, apresentou melhor resultado para o

alcaloide esquimianina (Figura 16).

(0] OMe
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marmesina 2-fenil-metil-4-quinolona esquimianina

Figura 16: Estrutura de substancias que apresentaram reducédo da atividade da

acetilcolinesterase (AChE).

Vieira e colaboradores (1992) ao estudar a espécie C. paniculata (syn.
Angostura paniculata) isolaram alcaloides do tipo acridona (cuspanina e
cusculina) (Figura 17), os quais apresentaram moderada atividade moluscicida
contra Biomphalaria glabrata.
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Figura 17: Estrutura de substancias que apresentaram moderada atividade

moluscicida contra Biomphalaria glabrata.



18
3.4 A espécie Cnchocarpus cyrtanthus Kallunki & Pirani

Arvores de pequeno porte medindo de um a seis metros de altura, n&o
ramificadas ou com um ramo ereto; peciolos patentes, limbo ascendente na base;
folhas verdes escuras na face superior, discolores, nervura média com lenticelas;
inflorescéncia subterminal ascendente, verde-clara, com flores de calice creme-
esbranquicado, corola creme-esbranquicada, muito zigomorfa, com turbo curvo,
uma pétala superior voltada para cima e quatro voltadas para baixo, todas
reflexas; estames e estaminddios alvos; com um fruto seco (Figual8). Na Figura
19, presente na pagina 20, é possivel observar as flores da espécie, sendo esta

uma das suas principais caracteristicas morfolégicas.
v s

Figura 18: Desenho de C. cyrtanthus: a) 4pice da haste; b) flor, vista lateral e
frontal, c) corola aberta, disco de androceu e gineceu com parte do calice
removido; d) anteras, vistas adaxial e abaxial; e) disco de apice do estame; f)
ovario na secao longitudinal e ovério intacto; g) fruto. Fonte: kallunki e Pirani,
1998.
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Figura 19: Fotografia das flores de Conchocarpus cyrtanthus.

Fonte: http://zipcodezoo.com/Plants/C/Conchocarpus_cyrtanthus/

Sua distribuicdo ocorre no Nordeste (Bahia) e Sudeste (Espirito Santo) do
Brasil, € uma espécie endémica do Brasil, tendo como dominio fitogeografico a
Mata Atlantica e de vegetacgéo floresta ombrdfila (Pirani, 2013).

Conhecida popularmente no Estado do Espirito Santo, por nOr el h
Ca b r @amchocarpus cyrtanthus Kallunki & Pirani.

Em levantamentos bibliograficos realizados, até o presente momento, foi
observada a auséncia de estudos quimicos e biolégicos com a espécie C.
cyrtanthus, tornando, assim, de grande relevancia tal pesquisa, uma vez que
espécies do género Conchocarpus sao conhecidas pela bioprodugéo de distintas
classes de metabdlitos, tais como, alcaloides, cumarinas, e flavonas, substancias
estas responsaveis por algumas atividades bioldgicas relacionadas com o género,

como descritas anteriormente.
3.5 Alguns metabdlitos secundérios
3.5.1 Alcaloides

Os alcaloides sé@o bases organicas nitrogenadas farmacologicamente
ativas, com excecdes tais como colchicina (Figura 20, pagina 21), encontradas
predominantemente em Angiospermas, porém também podem estar presentes,

em menor quantidade, em microrganismos e animais. Sao classificados segundo
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seu aminoacido precursor, que podem ser ornitina, lisina, acido nicotinico,
tirosina, histidina, &cido antranilico, triptofano e reacdes de aminacéo (Simdes e
colaboradores, 1999; Dewick, 2002).

Figura 20: Estrutura da colchicina, alcaloide com carater &acido. (Branddo e
colaboradores, 2010).

Historicamente, os alcaloides compdem um vasto grupo de metabdlitos
com ampla diversidade estrutural, representando cerca de 20% das substancias
naturais descritas. Desde os primérdios das civilizagBes, extratos vegetais
contendo esses metabdlitos apresentam utilidades tais como: medicamentos,
venenos, e em poc¢cdes magicas.

Sua utilidade como veneno pode ser vista, por exemplo, na execuc¢ao do
filosofo Sécrates pela ingestdo de uma bebida preparada a base de cicutas
contendo o alcaloide coniina (Figura 21), ou entdo o uso de extrato seco da
planta curare, contendo o alcaloide tubocurarina (Figura 21), no preparo de
dardos e flechas envenenadas empregadas na cagca e em guerras (Simdes e
colaboradores, 1999).

Tubocurarina

OMe

Figura 21: Estrutura dos alcaldides coniina e tubocurarina, substéancias utilizadas

como veneno (Hostettmann e colaboradores, 2003).

De acordo com Watermam (1975), os alcaloides que derivam do acido
antranilico tém sua distribuicdo restrita fora da familia Rutaceae, atuando dessa

maneira, como marcador quimiotaxondémico desta familia, sendo os dois maiores
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grupos os alcaloides de esqueletos quinolinicos e acridénicos, como pode ser

visto na Figura 22, pagina 22.

0]

N
= /
N N

Alcaldide quinolinico Alcaldide acridbnico
Figura 22: Esqueleto de alcaloides mais comuns em Rutaceae.

No esquema 1, presente na pagina, observa-se a rota biosintética para

alcaloides derivados do acido antranilico.
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Esgquema 1: Rota biosintética para alcaloides derivados do acido antranilico.
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3.5.2 Cumarinas

As cumarinas sao substancias com ampla ocorréncia em espécies
vegetais, sendo Rutaceae a segunda familia que mais produz essa classe de
metabolito (Ribeiro & Kaplan, 2002).

A esses metabdlitos atribui-se uma grande variedade de atividades
bioldgicas, tais como antiviral, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antiespasmadica,
antioxidante e antitumoral (Gongalves, 2008), podendo ser encontradas em todas
as partes da planta, frequentemente como misturas (Simbes e colaboradores,
1999).

As cumarinas de ocorréncia em Rutaceae sdo sempre oxigenadas no
atomo do carbono C-7, e tém sua origem no acido trans-p-cumarico, que por meio
de tranformacdes leva a formacdo do 7-hidroxicumarina, também conhecido por
umbeliferona (Figura 23, pagina 23) (Gray and Waterman, 1978).

HO™ "~ ° 0"2>0
umbeliferona

Figura 23: Estrutura da 7-hidroxicumarina

Cumarinas sdo substancias derivadas do metabolismo da fenilalanina,
tendo como um de seus primeiros precursores o acido p-cumarinico, que é
hidroxilado na posicdoorto (C-26) , este sofre isomeriza-«ao
(EY Z), sendo o isdmero Z lactonizado espontaneamente, produzindo entio a 7-
hidroxicumarina. A prenilagdo do anel benzénico nas posi¢des C-6 ou C-8 da
umbeliferona é o passo inicial na biogenese das furano e piranocumarinas
(Esquema 2, pagina24), a ciclizacdo destes derivados ocorre com ataque
nucleofilico do grupo hidroxila em C-7 ao epoxido, que é formado pela oxidacao
da ligacdo dupla do residuo isopentenila, levando aos produtos hidroxi-isopropil-
di-hidrofuranocumarina ou hidroxi-dimetil-di-hidropiranocumarina (Simdes e

colaboradores, 1999).
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4. METODOLOGIA

4.1 Material
4.1.1 Material botanico

O material vegetal da espécie Conchocarpus cyrtanthus, constituido de
madeira, foi coletado na Reserva da Cia Vale do Rio Doce em Linhares-ES, em
maio de 2011. A espécie foi comparada com exsicata depositada no herbario da

Reserva Natural da CVRD sob o numero de registro 6498.
4.1.2 Equipamentos

O material botanico foi moido em moinho de martelos, pesado em
balanca de uso doméstico, e as massas dos extratos secos foram obtidas em
balanca analitica da marca Shimadzu.

A concentracdo dos extratos obtidos foi efetuada sob presséo reduzida
em evaporador rotativo da marca Fisatom.

As colunas de vidro utilizadas foram de tamanhos e diametros variados e
eluidas a pressao ambiente.

Como reveladores foram utilizados, irradiagcdo com luz na regido do
ultravioleta em comprimento de onda 254nm e 365nm, processos néo destrutivos,

onde a fase estacionaria é fluorescente.
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Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aquecimento MEL-
TEMP I, utilizando capilar e em um equipamento Microquimica MQRPF, o qual
utilizou laminas de vidro, em ambos os valores foram obtidos sem correcao.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), de 'H e de 3C
(incluindo experimento em 2D), foram obtidos na UFRRJ em um espectrometro da
marca Bruker Advance Il 9,4 T (*H: 400 e 13C: 100 MHz), 11,5 T (*H: 500 MHz e
13C: 125 MHz), utilizando como padréo interno o tetrametilsilano (TMS) ou residuo
do solvente CDCls (d4 7,24), e o sinal central do tripleto em ¢& 77,0 do CDCls.

Os espectros de massas foram registrados em espectrdmetro de massas
acoplado ao cromatoégrafo gasoso do modelo CG/EM-QP2010 Plus da marca
Shimadzu, utilizando impacto de elétrons a 70 eV.

As analises em CL-EM-IES foram realizadas na Universidade Federal do
Ceard, no Laboratorio de Espectrometria de Massa do Nordeste i LEMANOR, em
aparelho Shimadzu CL-EM-TOF (225-07100-34) equipado com fonte de ionizacdo

de elétron-spray.
4.1.3 Solventes e reagentes

As analises cromatograficas em coluna foram realizadas com utilizacéo
de gel de silica, Merck Darmstadt 60 (0,063-0,200 mm/70-230 mesh ASTM).

Os solventes utilizados nas preparacfes dos extratos brutos e nas
separacfes cromatogréaficas foram hexano, cloreto de metileno (CH2Cl2), acetato
de etila (AcOEt), acetona (C3sHeO) e metanol (CHsOH), todos de grau P.A. da
marca Synth.

As andlises comparativas, para determinacdo de composicdo de cada
fracédo, foram realizadas em Cromatografia de Camada Delgada Analitica (CCDA)
com a utilizagdo de cromatofolhas com fase estacionaria de gel de silica 60 Fa2s4
Merck.

As analises em Cromatografia em Camada Delgada, em escala
Preparativa, foram realizadas com a utilizacao de placas de vidro 20x20 cm, com
gel de silica 60 PF2s4, contendo gesso, obtidas por meio de diluicdo de 15 g de gel
de silica 60 F2s4 em 35 mL de agua destilada, solubilizada, desgaseificada
seguida de distribuicdo manual da solugéo sobre a placa.

Os reagentes cromogénicos utilizados como reveladores foram: Vanilina

sulfarica (preparado com 3,0 g de vanilina, CsHsO3 100% pura, 135 mL de H20
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destilada, 135 mL de EtOH, e 30 mL de H2SOa4) seguida de aguecimento e,
reagente de Dragendorff (preparado com 1 mL de solucdo estoque, 2 mL de acido
acético e 10 mL de H20 destilada) revelador especifico de substéncias
nitrogenadas.

O solvente utilizado nas analises de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), de H e de 13C foi cloroférmio (CDCIs) deuterado.

4.2 Experimental
4.2.1 Preparo da amostra e dos extratos brutos

Apbs a coleta do material vegetal procedeu-se com a sua secagem ao ar
livre seguida de moagem, em moinho de martelos, e pesagem, em balanca de
uso doméstico, obtendo-se 2,5 Kg para a madeira. Posteriormente iniciou-se a
obtencdo dos extratos brutos feita a temperatura ambiente por maceracao,
utilizando solventes em ordem crescente de polaridade, hexano e metanol. As
solugdes obtidas foram concentradas a presséao reduzida, em evaporador rotativo.

O Esquema 3 mostra o procedimento descrito.

Madeira pulverizada
2,5 kg

Maceracdo com hexano
Filtrag&o e concentragao
do extrato

| | | |
Extrato hexanico Residuo
4,7063 g

Maceracdo com metanol
Filtrag&o e concentragao

do extrato
| |
Extrato metandlico Residuo
84,5039 g (Descartado)

Esquema 3: Obtencéo de extratos da madeira de C. cyrtanthus.

A Tabela 2 mostra a quantidade de cada extrato bruto obtido, o

rendimento e o codigo adotado para cada extrato.



Tabela 2: Extratos brutos obtidos de C. cyrtanthus.
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Parte Quantidade | Solventes | Quantidade de Rendimento Cédigo dos
botanica | material (g) | utilizados | extrato bruto (g) (%) extratos
Hexano 4,7063 0,0018 CCHM
Madeira 2500
Metanol 84,5039 0,0338 CCMM

Legenda: CC = C. cyrtanthus, HM = extrato hexanico da madeira, MM = extrato

metandlico da madeira.

4.3 Descricao experimental dos constituintes quimicos isolados da madeira

da espécie Conchocarpus cyrtanthus Kallunki & Pirani.
4.3.1 Analise cromatogréafica do extrato em hexano (CCHM).

Inicialmente o extrato CCHM (4,7063 g) foi submetido a um fracionamento
cromatografico em coluna com gel de silica e eluido em hexano com gradiente
crescente de polaridade hexano/acetato de etila (AcOEt) até 100% (v/v), obtendo-
se um total de 54 fragBes (CC1). Estas foram analisadas por CCDA, sendo entdo
reunidas em 11 fracbes de acordo com o perfil cromatografico apresentado. A

Tabela 3, mostra o procedimento descrito.

Tabela 3: Fracionamento do extrato hexanico (CCHM)

Fracdes Cédigo Massa (g)
1-3 CCHM-1* 0,0509
4-9 CCHM-2* 0,1222

15-18 CCHM-3* 0,0654
19-22 CCHM-4* 1,0739
23-27 CCHM-5* 0,5728
28-32 CCHM-6* 0,3638
33-36 CCHM-7 0,8421
37-41 CCHM-8* 0,3289
42-45 CCHM-9* 0,5078
46-49 CCHM-10 0,1928
49-54 CCHM-11 0,2641

* fragOes ndo trabalhadas

As fracOes trabalhadas foram selecionadas apds analise em CCDA

apresentar boa resolucdo com manchas de coloracdo caracteristicas para
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cumarinas, diterpenos ou esteroides, quando observadas sob irradiagdo com luz

na regido do UV a 254nm e 365nm e/ou reveladas com vanilina sulfurica.

4.3.1.1 Analise cromatografica da fracdo CCHM-7.

A fracdo CCHM-7 (0,8421 g) foi submetida a uma cromatografia em
coluna de gel de silica e eluida com hexano com gradiente crescente de
polaridade hexano/acetato de etila até 30% (v/v), obtendo-se um total de 155
fracbes (CC2). Estas foram analisadas por CCDA, sendo ent&o reunidas em 11

fracbes de acordo com o perfil cromatogréafico apresentado, como pode ser visto

na Tabela 4.
Tabela 4: Fracionamento da fragdo CCHM-7
FracOes Cédigo Massa (g) Substancias
1-15 CCHM-7.1* 0,0057
16-35 CCHM-7.2* 0,0026
36-44 CCHM-7.3* 0,0075
45-60 CCHM-7.4* 0,0088
61-73 CCHM-7.5 0,0920 1 e 2 (mistura + impurezas)
74-90 CCHM-7.6* 0,2147
91-107 CCHM-7.7* 0,0573
108-125 CCHM-7.8 0,0230 4,5 e 6 (mistura + impurezas)
126-138 CCHM-7.9* 0,0641
139-150 CCHM-7.10* 0,0248
151-155 CCHM-7.11* 0,0391

* FragOes ndo trabalhadas

A fracdo CCHM-7.5 (0,0920 g) foi submetida & uma cromatografia em
coluna (CC3) de gel de silica, eluida com hexano com gradiente crescente de
polaridade hexano/acetato de etila até 30% (v/v), resultando na mistura das
substancias 1 e 2.

Foi observado, na fracdo CCHM-7.8 (0,0230 g), apds evaporacdo do
solvente, a presenca de cristais esbranquicados, estes foram removidos, com
auxilio de uma espatula, para novo recipiente (15,0 mg), seguido de analise em
CCDA, na qual pode ser observado a purificagdo da amostra, sendo obtida a
mistura das substancias 4, 5 e 6.
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4.3.1.2 Analise cromatografica da fracdo CCHM-10

A fracdo CCHM-10 (0,1928 g) foi submetida a um fracionamento
cromatografico em coluna de gel de silica, eluida com hexano com gradiente
crescente de polaridade hexano/acetato de etila até 100% (v/v), sendo coletado
um total de 233 fragbes (CC4). Estas foram analisadas por CCDA, sendo reunidas
em 15 fracGes de acordo com o perfil cromatografico apresentado, como mostra
Tabela 5.

Tabela 5: Fracionamento da fracdo CCHM-10.

FracOes Cédigo Massa (mg) Substancias
(4-10) CCHM-10.1* 4.9
(11-17) CCHM-10.2* 3,8
(18-23) CCHM-10.3* 3,4
(24-57) CCHM-10.4* 5,8
(58-83) CCHM-10.5* 5,9
(84-101) CCHM-10.6* 9,8
(102-119) CCHM-10.7* 13,8
(120-132) CCHM-10.8* 15,4
(133-151) CCHM-10.9 14,9 10 (impura)
(152-182) CCHM-10.10* 38,4
(183-204) CCHM-10.11* 6,0
(205-210) CCHM-10.12* 4.6
(211-213) CCHM-10.13* 16,8
(214-226) CCHM-10.14* 13,4
(227-230) CCHM-10.15* 32,8

* FragOes ndo trabalhadas

A fracdo CCHM-10.9 (14,9 mg) foi submetida a uma cromatografia em
Camada Delgada Preparativa (CCDP1), eluida com um sistema de trés solventes:
hexano/CH2Cl2/AcOEt (10/20/70), na qual obteve-se a purificagdo da substancia
10.

4.3.1.3 Analise cromatogréfica da fracdo CCHM-11

A fracdo CCHM-11 (246,1 mg) foi submetida a um fracionamento

cromatografico em coluna de gel de silica, eluida em hexano com gradiente
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crescente de polaridade hexano/acetato de etila até 100% (v/v), sendo coletado
um total de 40 fragbes (CC5). Estas foram analisadas por CCDA, sendo reunidas
em 7 fragcbes de acordo com o perfil cromatogréafico apresentado, como mostra
Tabela 6.

Tabela 6: Fracionamento da fragdo CCHM-11.

FracOes Cédigo Massa (mg) Substancias
(0) CCHM-11.1* 14,7
(1-3) CCHM-11.2* 22,0
(4-6) CCHM-11.3 30,4 12 impura
(7-14) CCHM-11.4* 28,3
(15-20) CCHM-11.5* 23,0
(21-24) CCHM-11.6* 41,9
(25-40) CCHM-11.7* 41,9

* Fragbes ndo trabalhadas

A fracdo CCHM-11.3 (30,4 mg) foi submetida a uma cromatografia em
Camada Delgada Preparativa (CCDP2), eluida com um sistema de trés solventes:
hexano/CH2Cl2/AcOEt (10/20/70), na qual obteve-se a purificacdo da substancia
12 e uma mistura das substancias 7, 8 e 9.

O Esquema 4, mostra todo o procedimento de cromatografia descrito

para o extrato CCHM de uma forma generalizada.



32

CCHM
4,7063 g

CC1-G1r
]
7 10 11
0,8421 g 0,1928 g 0,2461 g
CC2-G1 » CC4-G1 r CC5-G1
| 1
5 8 9 3
0,0920 g 0,0230 g 0,0149 ¢ 0,0304 g
CC3 - G2 S.Cr CCDP1 - S1 CCDP - S1
Substancias Substancias Substancia Substancia Substancias
1+2 4+5+6 10 12 7+8+9
4,9 mg 15,0 mg 3,0 mg 2,3 mg 4,5 mg

Legenda: CC1, CC2, CC3, CC4 = colunas croamtogréficas 1, 2, 3 e 4 em gel de silica 60
(70 - 230 mesh); CCDP1 = Cromatografia em Camada Delgada Preparativa 1 em gel de
silica 60 PFzs4; G1 = hexano/AcOEt até 100% (v/v); G2 = hexano/AcOEt até 30% (v/v);
S1= hexano/CH.CI,/AcOEt (10/20/70); S.C = separacéo de cristais.

Esquema 4: Procedimento descrito para CCHM e suas fracoes.

4.3.2 Analise cromatografica do extrato metandlico CCMM.

O extrato CCMM (84,5039 g) foi submetido a cromatografia em coluna de
gel de silica, eluido em CH2Cl2 com gradiente crescente de polaridade
CH2Cl2/MeOH até 100% (v/v), obtendo-se um total de 43 fracdes (CC6). Estas
foram analisadas por CCDA, sendo entéo reunidas em 10 fracdes de acordo com

o perfil cromatografico apresentado, como mostra a Tabela 7.
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Tabela 7: Fracionamento do extrato metanélico CCMM

FracGes Cddigo Massa (g) Substancias
(0-3) CCMM-1* 0,2942
4-7) CCMM-2 0,7541

(8-14) CCMM-3 0,5679
(15-19) CCMM-4 1,0729
(20-24) CCMM-5 3,2108
(25-28) CCMM-6* 0,7394
(29-33) CCMM-7* 3,4932
(34-37) CCMM-8* 3,2878
(38-40) CCMM-9* 6,5738
(41-43) CCMM-10* 45,8139

* fragOes néo trabalhadas

As fracBes trabalhadas foram selecionadas apds analise em CCDA
apresentar boa resolucdo com manchas de coloracdo caracteristicas para
alcaloides, cumarinas, diterpenos ou esteroides, quando observadas sob
irradiagdo com luz na regido do UV a 254nm e 365nm e/ou reveladas com

vanilina sulftrica e reagente de Dragendorff.
4.3.2.1 Analise cromatografica de CCMM-2.

A fracdo CCMM-2 (0,7541 g) sofreu fracionamento em coluna com gel de
silica eluida com CH2Clz2, com gradiente crescente de polaridade CH2Cl2/MeOH
até 50% (v/v), sendo coletadas 220 fracbes (CC7), que foram reunidas em 11
novas fracdes apos serem analisadas em CCDA. Neste fracionamento obteve-se

a substancia 11 (Tabela 8).



Tabela 8: Fracionamento da fragdo CCMM-2
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FracGes Cddigo Massa (mg) Substancias
(2-15) CCMM-2.1* 81,3
(16-36) CCMM-2.2* 36,7
(37-43) CCMM-2.3 14,9 11
(44-50) CCMM-2.4* 15,6
(51-72) CCMM-2.5* 73,0
(73-85) CCMM-2.6* 46,61
(86-95) CCMM-2.7* 17,8
(96-120) CCMM-2.8* 177,2
(121-150) CCMM-2.9* 68,0
(151-188) CCMM-2.10* 88,2
(189-220) CCMM-2.11* 90,0

* fragcOes néo trabalhadas

4.3.2.2 Analise cromatogréafica de CCMM-3

A fracdo CCMM-3 (0,5679 g) foi submetida a uma coluna de gel de silica,

e eluida com hexano com gradiente crescente de polaridade hexano/AcOEt até

100% (v/v). Esta cromatografia forneceu 213 fracdes (CC8), sendo reunidas em 8

novas fracdes, devido ao perfil cromatogréafico apresentado por CCDA, Tabela 9.

Tabela 9: Fracionamento da fracdo CCMM-3

Fracdes Cddigo Massa (mg) Substancias
(1-11) CCMM-3.1* 3,9
(12-34) CCMM-3.2 48,0 13 (impura)
(35-54) CCMM-3.3 44,0 14 (impura)
(55-92) CCMM-3.4 101,0 4,5 e 6 (impura)
(93-120) CCMM-3.5 63,1 15 (impura)
(121-154) CCMM-3.6 2240 3 e 15 (impura)
(154-189) CCMM-3.7* 29,1
(190-213) CCMM-3.8* 37,9

* fragOes ndo trabalhadas
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4.3.2.2.1 Andlise cromatogréafica de CCMM-3.2

A fracdo CCMM-3.2 (48,0 mg) foi hovamente cromatografada em gel de
silica, tendo como eluente hexano e gradiente crescente de eluicédo
hexano/acetona até 20 % (v/v), fornecendo 76 fragBes (CC8) que, apds CCDA,

foram reunidas em 6 novas fracdes. A Tabela 10 mostra o fracionamento

realizado.
Tabela 10: Fracionamento da fragdo CCMM-3.2
FracOes Cédigo Massa (mg) Substancias
(1-14) CCMM-3.2.1* 2,5
(15-25) CCMM-3.2.2 16,0 13 (impura)
(26-36) CCMM-3.2.3* 9,8
(37-44) CCMM-3.2.4* 3,7
(45-70) CCMM-3.2.5* 10,0
(71-76) CCMM-3.2.6* 5,5

* fragOes néo trabalhadas

A fracdo CCMM-3.2.2 (16,0 mg) foi submetida a uma CCDP, sendo
utilizado como sistema de solventes hexano/AcOEt (94/6) (v/v), obtendo-se a

purificacdo da substancia 13.

4.3.2.2.2 Andlise cromatogréafica de CCMM-3.3

A fragdo CCMM-3.3 (44,0 mg) foi submetida a uma CCDP, sendo utilizado
como sistema de solventes hexano/AcOEt (90/10) (v/v), obtendo-se a purificacdo

da substancia 14.

4.3.2.2.3 Analise cromatografica de CCMM-3.4

A fracdo CCMM-3.4 (101,0 mg) apresentou presenca de cristais, apés
evaporacdo de solvente, estes foram lavados com o solvente metanol e
separados do sobrenadante, seguido de analise em CCDA, mostrando que 0s
cristais tratavam-se do isolamento da mistura das substancias 4, 5 e 6, jA 0
sobrenadante ndo mostrou boa resolucdo sendo entdo reservada para posterior

analise.
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4.3.2.2.4 Analise cromatografica de CCMM-3.6

A fracdo CCMM-3.6 (224,0 mg) foi submetida a cromatografia em gel de
silica, sendo utilizado como eluente hexano e gradiente crescente de polaridade
hexano/acetona até 20 % (v/v), fornecendo 147 fracdes (CC9) que, apds CCDA,

foram reunidas em 9 novas fragdes. A Tabela 11 mostra o fracionamento

realizado.
Tabela 11: Fracionamento da fragdo CCMM-3.6
FracOes Cédigo Massa (mg) Substancias
(1-14) CCMM-3.6.1* 10,9
(15-38) CCMM-3.6.2* 8,9
(39-52) CCMM-3.6.3* 50,0
(53-99) CCMM-3.6.4* 48,2
(100-105) CCMM-3.6.5* 28,4
(106-147) CCMM-3.6.6 64,5 3 e 15 (impuras)
(148-173) CCMM-3.6.7* 54,3

* fragOes néo trabalhadas

A fracdo CCMM-3.6.6 (64,5 mg) foi submetida a cromatografia em gel de
silica (CC10), eluida com sistema isocratico de trés solventes
hexano/CH2CIl2/AcOEt (50/40/10), obtendo-se a purificagdo das substancias 3 e
15.

4.3.2.3 Analise cromatografica de CCMM-4

A fracdo CCMM-4 (1,0729 g) sofreu cromatografia em coluna de gel de
silica (CC11) e a amostra foi eluida com hexano em modo gradiente crescente de
polaridade hexano/acetona até 70% (v/v), nesta cromatografia 125 fracdes foram
coletadas. Foi observada a presenca de cristais tipo agulha em algumas fracoes e
estes foram entdo removidos, com auxilio de espatula (81,3 mg), em seguida foi
realizada analise em CCDA, sendo as fracfes reunidas em 6 fragbes, mais 1
fracdo referente aos cristais. A analise dos cristais mostrou que a substancia 15
havia sido purificada. A Tabela 12, presente na pagina 35, mostra o

fracionamento realizado.



Tabela 12: Fracionamento da fragdo CCMM-4
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FracGes Cddigo Massa (mg) Substancias
(1-6) CCMM-4.1* 48,8
(7-15) CCMM-4.2* 57,6

(16-30) CCMM-4.3* 182,6

(31-60) CCMM-4.4* 300,7

(61-98) CCMM-4.5* 145,3

(99-125) CCMM-4.6* 133,4

Cristais CCMM-4.7 81,3 15

* fragcOes néo trabalhadas

4.3.2.4 Analise cromatogréafica de CCMM-5

A fracdo CCMM-5 (3,2108 g) sofreu fracionamento em gel de silica, sendo

a fase movel hexano/acetona em modo gradiente de polaridade até acetona

100%. Foi recolhido um total de 168 fracdes (CC12), que foram reunidas

posteriormente, de acordo com o perfil cromatogréafico apresentado em CCDA, em

10 fragbes como mostra a Tabela 13.

Tabela 13: Fracionamento da fragdo CCMM-5

Fracdes Cddigo Massa (mg) Substancias
(1-9) CCMM-5.1* 79,5
(10-22) CCMM-5.2* 101,5
(23-37) CCMM-5.3* 174,7
(38-71) CCMM-5.4* 284,1
(72-83) CCMM-5.5* 115,2
(84-103) CCMM-5.6* 663,0
(104-115) CCMM-5.7* 598,7
(116-120) CCMM-5.8* 118,9
(121-150) CCMM-5.9 554,6
(151-168) CCMM-5.10* 472,8

* fragOes nao trabalhadas

4.3.2.4.1 Analise cromatografica de CCMM-5.9

A fracdo CCMM-5.9 (554,6 mg) foi submetida a cromatografia em coluna

de gel de silica, eluida em CH2Cl2 e metanol em modo gradiente de polaridade até
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50% (v/v), sendo recolhidas de 195 fragbes (CC13), que foram reunidas, apos

analise em CCDA, em 10 fra¢Bes, como mostra a Tabela 14.

Tabela 14: Fracionamento da fracdo CCMM-5.9

FracGes Cddigo Massa (mg) Substancias
(1-25) CCMM-5.9.1* 52

(26-45) CCMM-5.9.2* 4,5

(46-71) CCMM-5.9.3 66,2 16 (impura)
(72-92) CCMM-5.9.4 27,0

(93-136) CCMM-5.9.5* 104,4

(137-145) CCMM-5.9.6* 42,5

(146-163) CCMM-5.9.7* 56,7

(164-182) CCMM-5.9.8* 120,0

(183-195) CCMM-5.9.9* 70,5

* fragOes néo trabalhadas

A fracdo CCMM-5.9.3 (66,2 mg) foi submetida a CCDP, sendo utilizado

como sistema de solventes CH2Cl2/AcOEt (9/1) (v/v), obtendo-se a purificacdo da

substancia 16.

O Esquema 5, presente na pagina seguinte, mostra todo o procedimento

descrito para o extrato CCMM e suas fragdes.
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CCMM-
84,5039 g
CC5
G1 "
| ]
2 3 4 5
0,7541 g 0,5679 g 1,0729 ¢ 3,2108 g
CC6 CcC7 CC11 CC12
G2 G3 G5 ) G6 )
\ 4 [ | | ] Vv
Substancia 2 3 4 6 Substancia
11 48,0 mg 44,0 mg 101 mg 224 mg 15
14,9 mg 81,3 mg
CCs8 CCDP2 L.M CC9 CC13
G4 S1 ) " G4 N G7
\ 2 \ 2 \ 2
2 Substancia | Substancias 6 3
16,0 mg 14 4+5+6 64,5 mg 66,3 mg
2,4mg 35 mg
CCDP3 CC10 CCDP4
S2 ) S3 ) S1 )
\ 4
Substancia Substéncia\ Substancia Substancia
13 3 15 16
2,7 mg 7,0 mg 7,1 mg 14,1 mg

J
Legenda: CC1-CC13= colunas croamtograficas 1-13 em gel de silica 60 (70 - 230

mesh); CCDP2-CCDP4= Cromatografia em Camada Delgada Preparativa 2-4 em gel
de silica 60 PF2s4; G1= CH,Clo/MeOH até 100% (v/v); G2= CH,Cl,/MeOH até 50% (v/v);
G3= hexano/AcOEt até 100% (v/v); G4= hexano/acetona até 20% (v/v); Gb5=
hexano/acetona até 70% (v/v); G6= hexano/acetona até 100% (v/v); G7= CH,Cl./MeOH
até 50%; Sl1l= hexano/AcOEt (90/10); S2= hexano/AcOEt (94/6); S3=
hexano/CH,CIl,/AcOEt (50/40/10); L.M= Lavagem de fragdo com metanol.

Esquema 5: Procedimento descrito para o extrato CCMM e suas fracoes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Substancias isoladas

(7) (8) (9)

Figura 24: Estrutura de substancias isoladas de Conchocarpus cyrtanthus.
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Cont. Figura 24: Estruturas de substancias isoladas de Conchocarpus cyrthantus.
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5.2 Elucidacéao estrutural:

5.2.1 Cumarinas

5.2.1.1 Elucidacéo estrutural da mistura das substancias 1 e 2:

O tratamento cromatografico do extrato hexanico da madeira de C.
cyrtanthus forneceu a mistura das substancias 1 e 2 que foram obtidas por meio
de cromatografia em coluna aberta (CCA) usando como eluente a mistura de
solventes hexano/AcOEt em modo gradiente de polaridade até 30% de AcOEt
(Esquema 4, pagina 32).

O espectro de RMN de 'H (Figuras 27 e 28, paginas 46 e 47) exibiu
sinais duplicados na regido de aromaticos levando a hipétese de a amostra
apresentar-se como uma mistura de substancias, sendo estes em di 7,98 (d, 9,6
Hz, 2, H-4) e 7,62 (d, 9,5 Hz, 1, H-4), caracteristicos de hidrogénios de cadeia
lateral de cumarinas, substancias comuns no género Conchocarpus (Bellete e
colaboradores, 2012).

A juncao desta cadeia lateral com o anel aromatico conduz a configuracéo
cis, e desta forma, geram sinais com constante de acoplamento de
aproximadamente (J° 9-12 Hz).

A conjugacédo da ligacdo dupla com a carbonila lactbnica produz efeito
mesomeérico, gerando uma estrutura canbnica que desprotege o atomo de
hidrogénio ligado ao atomo de carbono-b (CH-4), produzindo sinal em frequéncia
mais alta que o hidrogénio ligado ao atomo de carbono-a, que apresentou sinais
em di 6,15 (d, 9,7 Hz, 2, H-3) e 6,25 (d, 9,4 Hz, 1, H-3) (MURRAY e
colaboradores, 1982).

O experimento !H-'H-COSY (Figura 29, pagina 48) corrobora os
assinalamentos ao exibir acoplamento entre os sinais.

A duplicacao dos sinais caracteristicos de um anel pirano, ¢4 5,75 (d, 10,0
Hz, 1, H-3)ée 6,91 (d, 10,0 Hz, 1, H-4 Y)além da presenca de dois dupletos em di
7,24 (d, 8,4 Hz, 1, H-5) e 6,74 (d, 8,5 Hz, 1, H-6), que exibiram acoplamento no
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experimento 'H-'H-COSY, sustentam a proposta de estrutura da cumarina 1 como
sendo a seselina (Moreira, 2001; Abdelnur, 2006).

O espectro de RMN de 3C-DEPTQ (Figura 30, pagina 49 e tabela 15)
exibiu sinais semelhantes ao encontrado na literatura, 0 que corrobora a proposta

estabelecida.

Tabela 15: Dados de RMN de *H (400 MHz) e RMN de *C-DEPTQ (100 MHz) da
substancia 1, em CDCIs e comparagdo com valores da literatura para a cumarina
seselina, com os deslocamentos quimicos (dh e at) em ppm, e as constantes de

acoplamento (J) em Hz.

Substancia 1 Seselina

H/C d & di a
2 - - 161,0
3 6,25 (d, 9,4) 1125 6,22 (d, 9,3) 112,8
20 - 79,7 - 77,9
30 5,75 (d, 10,0) 130,2 5,73 (d, 10,2) 130,6
40 6,91 (d, 10,0) 115,0 6,89 (dd, 10,2; 0,6) 114,9
4 7,62 (d, 9,5) 144,0 7,59 (d, 9,5) 144,2
5 7,24 (d, 8,4) 127.8 7,21 (d, 8,4) 121,4
6 6,74 (d, 8,5) 113,5 6,72 (dd, 8,4; 0,6) 113,8
7 - - 144,2
8 - - 144,1
9 - - 108,8
10 - - 1131

56/ 6 1,48 (s) 28,2 1,48 (s) 28,1

A presenga de um pico no cromatograma da amostra, correspondente ao
pico do ion molecular em M* 228 Dalton no espectro de massas (Figura 25) esta
consistente com a formula molecular Ci4H1203. As propostas de fragmentagéo
(Esquema 6, pagina 44) juntamente com o conjunto de dados analisados e
comparacdo com modelos na literatura (Moreira, 2001; Abdelnur, 2006)

conduzem a determinacéo estrutural da cumarina 1 como sendo a seselina.
Line# 1 RTume 17.6(Scund:1816)

106 ——

40 0 o) 0 B0 % 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 20 210

Figura 25: Espectro de Massas 70 eV da cumarina 1 de C. cyrtanthus.
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m/z 228

mlz 227 m/z 199

Esguema 6: Proposta de fragmentacéo para a cumarina seselina.

A comparacdo com modelos na literatura possibilitou assinalar os sinais
em d4 6,26 (s) H-8 e 3,90 (s) OMe-5, além dos sinais caracteristicos de um anel
pirano em di 5,60 (d, 10,0 Hz, 2, H-3 0 ) e d, 40,08Hz, 2,(H-4 ¢ gonduzindo
para elucidacdo da estrutura da cumarina xantoxiletina (Abdelnur, 2006; Steck,
1971).

A proposta foi sustentada através de andlise do espectro de RMN de 3C-
DEPTQ (Figura 26, pagina 49 e tabela 16) e comparacdo dos deslocamentos

guimicos com a literatura (Abdelnur, 2006).

Tabela 16: Dados de RMN de *H (400 MHz) e RMN de *C-DEPTQ (100 MHz) da
substancia 2, em CDCIs e comparagdo com valores da literatura para a cumarina
xantoxiletina, com os deslocamentos quimicos (dh e &) em ppm, e as constantes

de acoplamento (J) em Hz.

Substancia 2 xantoxiletina

H/IC d, o di a
2 - - 161,0
3 6,15 (d, 9,7) 110,4 6.14 (d, 9.6) 110,3
20 - 79,7 - 78,0
30 5,60 (d, 10,0) 127,6 5.57 (d, 10.0) 127,6
40 6,82 (d, 10,0) 115,0 6.77 (d, 10.0) 114,9
4 7,98 (d, 9,6) 139,0 7.98 (d, 9.6) 139,1
5 - - 156,5
6 - - 102,6
7 - - 157,5
8 6,26 (s) 95,4 6.24 (s) 95,4
9 - - 103,9
10 - - 153,3
56/ 660 1,48 (s) 28,2 1.46 (s) 28,1
MeO-5 3,90 (s) 56,0 3.88 (s) 56,0
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A andlise da amostra por cromatografia a gas acoplada ao espectrémetro
de massas de baixa resolucdo exibiu perfil cromatografico que confirma a
presenca de mistura de substancias. O espectro de massas de baixa resolucéo
de um dos picos observados no cromatograma (Figura 26) exibiu como ion
molecular M*- 258 Dalton, consistente com a férmula molecular C1sH1404, que
juntamente com as propostas de fragmentacdo (Esquema 7) justificam a

atribuicdo da estrutura da cumarina 2 como sendo a xantoxiletina.

Lane®S R Tune 19 N Scnt, 2)083)

OO

| 200 215
[ 4 6 77 9 107115 129 144 158 172 %7 <% 228

e e e b - s Lt e L B B e T T T e e
W &) i) o) N ) ) 106 110 20 130 1490 150 & 10 12 1% 200 210 20 ) 249 N 200 I 280

Figura 26: Espectro de Massas 70 eV da cumarina 2 de C. cyrtanthus.

Me co

o

CH,0 co

w

0
7
4

Esquema 7: Proposta de fragmentacao para a cumarina xantoxiletina (2).
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Figura 29: Mapa de correlagdo homonuclear *H-'H-COSY (400MHz, CDCIs) da

mistura das cumarinas seselina (1) e xantoxiletina (2).
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5.2.1.2 Elucidacao estrutural da substancia 3:

(3)

A substancia 3 foi obtida ap6s tratamento cromatografico do extrato

metanadlico da madeira de C. cyrtanthus, o qual foi submetido a CCA e eluido com
hexano/acetona em modo gradiente de polaridade até 20% de acetona, e em
seguida foram isoladas através de CCDP usando Hexano/CH2Cl2/AcOEt (5/4/1)
como sistema de eluentes (Esquema 5, pagina 39).

O espectro de RMN de 'H da substancia 3 (Figura 33, paginas 53) exibiu
dois sinais em d4 6,26 (d, 9,6 Hz, H-3) e 7,59 (d, 9,6 Hz, H-4) caracteristicos de
cumarina. A presenca de dois dupletos em d45,73 (d, 9,8 Hz,H-3 6 ) ed, 6,8
Hz, H-4 06 ) , al ®m d odi 1s54 (e,HI5e0t/ 6 6 m i ndi ca a
pirano na estrutura (Abdelnur, 2006). O experimento H-'H-COSY (Figura 34,
pagina 54) exibiu acoplamento dos sinais sustentando a proposta de uma
cumarina.

O espectro de RMN de H (Figura 33, pagina 53) exibiu também um sinal
simples em dh 4,00 atribuido a um grupo metoxila. A anélise do espectro de RMN
de 3C DEPTQ (Figura 35, pagina 55), e compara¢do com modelo na literatura
possibilitou identificar a posicéo de ligacdo do grupo metoxila alocado em C-8. O
efeito doador de elétrons por ressonancia do grupo metoxila promove protecao
nas posicdes orto e para, o que justifica os sinais dos &tomos de carbono C-7 em
a 149,1; C-9 em ¢t 147,9 e CH-5 em atn 119,1 estarem em frequéncias baixas
(Figura 31).

149,09 147,88 156,80 155,40

A5 A5

119,12J Luvangetina 124,70J Xantiletina

Figura 31: Efeito de protecéo do grupo OMe sobre as posi¢cdes orto e para.

36 (

pres
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O sinal em d; 6,86 (s, H-5) correlacionado com o sinal dic 119,1 (CH-5)
observado no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 36, pagina 56)
corrobora o assinalamento do grupo metoxila em C-8. As demais correlagbes dos
carbonos hidrogenados estéo apresentadas na tabela 17.

Os pontos de ligacdo na substancia foram estabelecidos inequivocamente
através do mapa de correlacdo heteronuclear 2J e 3J 'H-13C-HMBC (Figura 37 e
38, pagina 57 e 58), que exibiu correlacbes entre H-3 em di 6,26 e C-2 em ¢
160,0; entre H-4 emdy 7,59 e C-2 em & 160,0 confirmando a presenca de
carbonila lacténica. O experimento exibiu correlacdo também entre 3H-5 6 / 6 &
1,54 e CH-3 6 €& m31,3, que corrobora a presenca do anel pirano. As demais

correlacdes estao apresentadas na tabela 17.

Tabela 17: Dados de RMN de *H (500 MHz) e RMN de *C-DEPTQ (125 MHz) da
substancia 3, em CDCls, correlagbes observadas no espectro de HSQC e HMBC
e comparacao com valores da literatura para a cumarina luvangetina, com os

deslocamentos quimicos (dh e a&) em ppm, e as constantes de acoplamento (J)

em Hz.
HSQC HMBC

C/H a- ai 2Jhe 3Juc

2 160,0 - H-3 H-4

3 113,3 6,26 (d, 9,5) H-4

4 143,6 7,59 (d, 9,5) H-5

20 77,8 - 3H-56,-6 8|
36 131,3 5,73 (d, 9,8) 3H-56,-6 8|
406 121,1 6,36 (d, 9,9) H-5

5 119,1 6,86 (s) H-4, H-4 6

6 114,4 -

7 149,1 - H-5, H-4 6

8 135,8 - MeO-8

9 1479 - H-4, H-5

10 113,0 - H-4 H-3

56 28,2 1,54 (s) H-3 6

60 28,2 1,54 (s) H-3 6

MeO-8 61,5 4,00 (s)

O espectro de massas de baixa resolucédo (Figura 32, pagina 52) exibiu
como pico do ion molecular M* 258 Danton, consistente com a férmula molecular
Ci1sH1404 com nove graus de insuficiéncia de hidrogénio. As propostas de
fragmentacdo (Esquema 8, pagina 52) sustentam a proposta de cumarina visto

que, nesta classe de metabdlito secundario os fragmentos mais comuns sao
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vidos as perdas de grupos metila (CH3) e de (C=0) (Budzikiewicz e
laboradores, 1964).

A andlise do conjunto de dados e comparagdo com modelos na literatura
nduziram a elucidacao estrutural da substancia 3 para a cumarina conhecida

mo luvangetina.

Lanci ] K Time 19, A Scand. 2060)

100

243
{
|
| 258
200 28 |
- - o - > e ' - | d
i ‘.I! 63 T 9N 107 ’79 i (59 1‘1..“‘, { 215 | ' | 199
BT e e e - e T o A at b St R A e et ER
n 40 &0 0 100 120 190 160 180 200 20 240 260 220 W0 3 30 30

Figura 32: Espectro de massas 70 eV da cumarina luvangetina (3).

Esquema 8: Proposta de fragmentacéo para a cumarina luvangetina (3).
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Figura 34: Mapa de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz, CDClz) da

substancia luvangetina (3).
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Figura 36: Mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCIs) da

substancia luvangetina (3).
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Figura 37: Mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (500 MHz, CDCI3) com
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ampliacdo, da substancia luvangetina (3).
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5.2.2 Esteroides
5.2.2.1 Elucidacao estrutural da mistura das substancias 4, 5 e 6:

A mistura das substancias 4, 5 e 7 (50,0 mg) foi obtida de ambos os
extratos (hexano e metanol), por separacdo de cristais (incolores de formato
pontiagudo) formados, com lavagem de fragdo com o metanol, tendo em vista que

estes sdo insoluveis neste solvente (Esquemas 4 e 5, paginas 32 e 39).

(4) R = Me (5)
6)R=H

Os esteroides séo triterpenoides modificados que perderam trés grupos
metilas, duas ligadas ao atomo de carbono C-4 e uma ao atomo de carbono C-14,
e sdo frequentemente encontrados no reino vegetal.

O b-sitosterol (4), exemplo mais comum de substéncia desta classe,
geralmente é identificado em mistura com outros esteroides por apresentarem
estruturas muito semelhantes, dificultando assim sua separag¢do, por iSSo ha
maioria das vezes, a identificacdo desta classe de esteroides tem sido realizada
principalmente através de CG/EM e dados de RMN de 3C.

A proposta estrutural para o esteroide 4 foi baseada em técnicas de RMN
unidimensional *H e 13C, estabelecendo uma completa atribuicdo dos sinais de 'H
e 13C da substancia e comparando-as com dados descritos por Moreira em 2009
e Gongalves em 2011.

Os dados de RMN de '3C-DEPTQ para a mistura dos esteroides (Figura,
46, 47 e 48, pagina 68, 69 e 70) indicaram a presenca dos esteroides b-sitosterol
(4) e estigmasterol (5), no entanto a analise da mesma fracdo por
espectroscopia de massas indicou a presenga, em menor proporc¢éo, do esteroide
campesterol (6) (Figura 39, pagina 60).

O espectro de RMN de 'H (Figura 43 e 44, pagina 65 e 66) apresenta um

dupleto largo em di 5,37 (H-6) com uma constante de acoplamento de J = 2,1 Hz,



6C

qgue confirma a insaturacdo de ambas as estruturas, além de um multipleto em dh
3,55 (H-3), sugerindo a presenca de um grupo hidroxila nesta posi¢céo, ambos os
sinais confirmados pelo mapa de correlagcdo homonuclear *H-'H-COSY (Figura
45, pagina 67).

Através da andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 44, pagina 66) da
mistura, pode-se confirmar a presenca do estigmasterol (5) notado pelas
absorc¢des dos hidrogénios vinilicos referentes a cadeia lateral em di 5,04 (dd, J =
8,7 e 15,1 Hz, H-22) e 5,18 (dd, J = 8,7 e 15,2 Hz, H-23).

O sinal no espectro de RMN de *C-DEPTQ (Figura 46, paginas 68) na
regido de carbonos carbindlicos em o 71,8 (CH-3), sugere uma estrutura
monohidroxilada.

Ainda no espectro de RMN de 13C-DEPTQ (Figura 46, paginas 68) pode-
se observar os sinais em ¢ 121,8 e 140,7 (C-6 e C-5), sugerindo a ocorréncia de
uma insaturacdo entre esses dois atomos de carbono em ambas estruturas.

A distincdo entre os esteroides b-sitosterol (4) e o estigmasterol (5),
pode ser confirmada pelos sinais no espectro de RMN de 3C em dc 129,7 e 138,3
(C-23 e C-22), presente apenas no estigmasterol (6) (Figuras 42, pagina 68 e
Tabela 19, pagina 64).

5.04TIC — - —
‘

|

(2 - T - |
Pesk| RetTima | StatTm | EndTm | miz | Awa | AcaX | Hoight | Heigwx | AM |  MName
12 19275 TiC 312847 168 251 Compesterd

| LERE ) 19128 26080 45

Figura 39: Cromatograma da mistura dos esteroides 4, 5 e 6.

Como os trés esteroides apresentam fatores de sensibilidade ao detector
semelhantes, foi determinada a porcentagem meédia dos trés esteroides,
resultando em 84,02 % de b-sitosterol, 13,43% de estigmasterol e 2,55 % de
campesterol.

O pico cromatografico com o tempo de retencdo de 21 min. apresentou
um espectro de massas (Figura 40) com sinal em m/z = 414 Daltons que coincide

com o valor referente ao ion molecular do b-sitosterol (4). A proposta de
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fragmentacdo do esteroide 4 consiste basicamente na perda da cadeia lateral
(m/z = 273), seguida da perda de 18 unidades de massa (m/z = 255) referentes a
perda de uma molécula de H20. Outras perdas, também comuns de ocorrerem,
puderam ser observadas, tais como, perda de 15 unidades de massa (m/z = 399),
referentes a perda de um grupo metila (CH3s), e perda de 18 unidades de massa

(m/z = 381), referente a perda de uma molécula de H20 (Esquema 9).

Line® £ R Tiene X2 2Scant 3543)

o & 107
81 v v

S 395 303 414
173 4 3 29

m/z 231 m/z 215

Esquema 9: Proposta de fragmentacao para o esteroide b-sitosterol (4).

O pico cromatografico com o tempo de retencédo de 19,8 min. apresentou
um espectro de massas (Figura 41, pagina 62) com sinal em m/z = 412 Daltons
gue coincide com o valor referente ao ion molecular do estigmasterol (5). A
proposta de fragmentacdo do esteroide 5 consiste basicamente na perda da
cadeia lateral (m/z = 273), seqguida da perda de 18 unidades de massa (m/z =
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255) referentes a perda de uma molécula de H20. A perda de 18 unidades de
massa (m/z = 381) da cadeia principal, referentes a perda de outra molécula de
H20, também foi observada. A proposta de fragmentacdo para o composto é

apresentada no Esquema 10.

Line#:7 R.Time30.1(Scan®:3311)

100

)

83

95
105
123 | 145 139
255 a7

412

173185 199 213 > e
4 1 229241 e P! 300 304

20 40 0 20 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 30 320 40 W0 W 400 40
mz

Figura 41: Espectro de Massas 70 eV do esterodide estigmasterol (5).

m/z 412

m/z 231 m/z 213

Esquema 10: Proposta de fragmentacao para o esteroide estigmasterol (5).

O pico cromatografico com o tempo de retencédo de 19,2 min. apresentou
um espectro de massas (Figura 42) com sinal em m/z = 400 Daltons que coincide
com o valor referente ao ion molecular do campesterol (6). A proposta de
fragmentacao do esteroide 6 € bastante similar a fragmentacéo dos esteroides b

sitosterol e estigmasterol, possuindo os mesmos ions m/z = 273 e 255,
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provenientes da perda da cadeia lateral seguida da perda de uma molécula de
agua (Esquema 11).

Line# 6 R Time:29.5Scane:3240)

100 .
8 g1 95 107

145
133 161 315

173 199 ~ g Pr 367 382

40 e TNl VO W O i

20 40 &0 =0 100 120 140 160 180 200 20 2% 260 250 300 320 340 0 380 400
™

Figura 42: Espectro de Massas 70 eV do esteroide campesterol (6).

m/z 315

m/z 231 m/z 213

Esquema 11: Proposta de fragmentacéo para o esteroide campesterol (6).

Tabela 18: Dados de RMN de 3C-DEPTQ (100 MHz) das substancias 4 e 5, em

CDCIs, valores dos deslocamentos quimicos (ct) obtidos e valores dos
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deslocamentos quimicos (¢t) da literatura para os esteroides b-sitosterol e

estigmasterol em ppm.

4 b-sitosterol 5 Estigmasterol

C a a a a

1 37,2 37,3 37,3 37,3
2 31,9 31,9 31,9 31,9
3 71,8 71,8 71,8 71,8
4 42,3 42,2 42,3 42,2
5 140,7 140,7 140,7 140,7
6 121,8 121,7 121,8 121,7
7 33,9 33,9 33,9 33,9
8 31,9 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,1 50,1 50,1
10 36,2 36,1 36,2 36,1
11 21,1 21,1 21,1 21,1
12 39,8 39,8 39,8 39,8
13 42,3 42,3 42,3 42,3
14 56,8 56,8 56,8 56,8
15 24,4 24,3 24,4 24,3
16 28,9 28,9 28,9 28,9
17 56,0 56,0 56,0 56,0
18 12,3 12,3 12,3 12,3
19 19,4 19,4 19,4 19,4
20 40,5 39,8 40,5 39,8
21 18,8 18,8 21,1 20,5
22 31,7 32,0 138,3 138,3
23 26,1 26,0 129,3 129,3
24 45,8 45,8 51,2 51,2
25 29,1 29,0 29,1 31,9
26 19,9 19,8 21,2 21,2
27 18,9 19,8 18,9 19,8
28 23,1 23,0 25,4 25,4

29 11,9 11,8 11,9 11,9
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Figura 45: Mapa de correlagdo homonuclear *H-'H-COSY (400 MHz, CDClz) da

mistura dos esteroides b-sitosterol (4), estigmasterol (5) e campesterol (6).
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campesterol (6).
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5.2.2.2 Elucidacao estrutural da mistura das substancias 7 e 8:
A mistura das substancias 7 e 8 (4,5 mg) foi obtida do extrato em hexano
por meio de Cromatografia em Camada Delgada em escala Preparativa sendo

utilizado como fase movel um sistema de trés solventes, Hexano/CH2Cl2/AcOEt

(1/2/7) (Esquemas 4, paginas 32).

(7)R =Me 8
(99R=H

A proposta estrutural para o esteroide 7 foi baseada em técnicas de RMN
unidimensional de H e de 3C, estabelecendo uma completa atribuicéo dos sinais
de 'H e de 3C da substancia e comparando-as com dados descritos por
Chaurasia & Wichtl, 1987 e Moreira, 2009.

Os dados de RMN de '3C-DEPTQ para a mistura dos esteroides (Figura,
55, 56 e 57, pagina 79, 80 e 81) indicaram a presenca dos esteroides 7a-
hidroxisitosterol (7) e 7a-hidroxiestigmasterol (8), no entanto a andlise da
mesma fragcdo por espectroscopia de massas indicou a presenca, em menor
proporcao, do esteroide 7a-hidroxicampesterol (9) (Figura 49, pagina 72).

O espectro de RMN de *H (Figura 53 e 54, pagina 77 e 78) apresenta
dois singletos largos, um em ¢4 5,63 (H-6), referente a substancia 7 e outro em dh
5,64 (H-6), referente a substancia 8, que confirmam a insaturacdo de ambas as
estruturas, aléem de um multipleto em dh 3,62 (H-3), sugerindo a presenca de um
grupo hidroxila nesta posicdo em ambas as estruturas.

Por meio da analise do espectro de RMN de !H (Figura 53 e 54, pagina
77 e 78) da mistura, pode-se confirmar a presenca do 7a-hidroxiestigmasterol
(8) notado pelas absorcdes dos hidrogénios vinilicos referentes a cadeia lateral
em ¢4 5,07 (dd, J =10,0 e 15,0 Hz, H-23) € 5,17 (dd, J = 5,0 e 15,0 Hz, H-22).
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Os sinais no espectro de RMN de '3C-DEPTQ (Figura 55, 56, paginas 79
e 80) na regido de carbonos carbinolicos em & 71,8 (CH-3) (7 e 8), em & 66,06
(CH-7), (7) e em ¢t 65,27 (CH-7), (8), sugerem uma estrutura dihidroxilada.

A presenca do grupo hidroxilico no carbono CH-7 justifica as modificagfes
nos deslocamentos quimicos em ¢ 123,8 CH-6 (efeito b), em ¢ 37,5 CH-8 (efeito
b), em ¢t 42,3 CH-9 (efeito g e em & 49,4 CH-14 (efeito g, quando comparados
com os esteroides b-sitosterol e estigmasterol.

Ainda no espectro de RMN de *C-DEPTQ (Figura 55, pagina 79) pode-
se observar os sinais em & 123,8 e 146,3 (C-6 e C-5), sugerindo a ocorréncia de
uma insaturacao entre esses dois atomos de carbono em ambas as estruturas.

A distingdo entre o0s esteroides 7a-hidroxisitosterol (7) e 7a-
hidroxiestigmasterol (8), pode ser confirmada pelos sinais no espectro de RMN
de 3C em dc 129,4 e 138,2 (C-23 e C-22), presente apenas no 7a-
hidroxiestigmasterol (8) (Figuras 55, pagina 79 e Tabela 19, pagina 76).

Chwommtogrien CCHM 1135 CDocuments and Settingss Admsnistrador Desktop Espectros de messes\ Brazl adana CCHM 113 5.0
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Figura 49: Cromatograma da mistura dos esteroides 7, 8 e 9.

Como os trés esteroides apresentam fatores de sensibilidade ao detector
semelhantes, foi determinada a porcentagem meédia dos trés esteroides,
resultando em 58,98 % de b-sitosterol, 33,83% de estigmasterol e 7,19 % de
campesterol.

O espectro de massas de baixa resolugdo EMBR (Figura 50, pagina 73),
exibiu como pico referente ao ion molecular M+. 394, indicando a perda de duas
moléculas de agua (H20, H2O m = 36), justificando a proposta da formula
molecular C29Hs002 (Dm/z 430 - 36 = 394 Daltons) (Esquema 12, pagina 73).
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Figura 50: Espectro de Massas 70 eV do esteroide 7a-hidroxisitosterol (7).

m/z 143
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Esquema 12: Proposta de fragmentacdo para o esteroide 7a-hidroxisitosterol

7).

O espectro de massas de baixa resolucdo EMBR (Figura 51), exibiu
como pico referente ao ion molecular M+. 392, indicando a perda de duas
moléculas de agua (H20, H2O m = 36), justificando a proposta da férmula
molecular C29H4s802 (Dm/z 428 - 36 = 392 Daltons) como mostra o Esquema 13,
presente na pagina 74.
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N 0 60 0 100 12 M40 10 1 2 20 240 ¥ W/ 0 W ¥ 0 B 40
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Figura 51: Espectro de Massas 70 eV do esteroide 7a-hidroxiestigmasterol (8).
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12 428 I Bsene)
m/z 7, ausente 22 24+ 26
0] A
(calc. m/z 428,3654) [—> 23 25
\/17/ .
m/z 83 28
g 22, 24),
23 m/z 69

Esquema 13: Proposta de fragmentacdo para o0 esteroide 7a-

hidroxiestigmasterol (8).

O espectro de massas de baixa resolugdo EMBR (Figura 52), exibiu
como pico referente ao ion molecular M+. 380, indicando a perda de duas
moléculas de agua (H20, H2O m = 36), justificando a proposta da formula
molecular C2sH4s02 (Dm/z 416 - 36 = 380 Daltons). A proposta de fragmentacao
do esteroide 9 é bastante similar a fragmentagdo do esteroide 7a-
hidroxisitosterol, possuindo os mesmos ions m/z = 158, 143 e 135, diferindo
apenas no ion m/z = 261 (Esquema 14, pagina 75).
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Figura 52: Espectro de Massas 70 eV do esteroide 7a-hidroxicampesterol (9).
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Esquema 14: Proposta de fragmentacdo para o0 esteroide 7a-
hidroxicampesterol (9).
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Tabela 19: Dados de RMN de 'H (500MHz) e de ¥C-DEPTQ (125 MHz) das

substancias 7 e 8, em CDCls, valores dos deslocamentos quimicos (¢t) obtidos e

valores dos deslocamentos quimicos (¢&) da literatura (Chaurasia and Wichti;

1987, Gongalves; 2011) para os esteroides 7a-hidroxisitosterol (Mo-1) e

estigmasterol (Mo-2) em ppm.

Substéancia 7 Substancia 8 Mo-1 Mo-2

C a di a& di a a
1 37,0 1,80; 1,25 37,0 1,80; 1,25 37,4 37,3
2 31,4 1,70; 1,55 31,4 1,70; 1,55 31,4 31,9
3 71,4 3,62 (m) 71,4 3,62 (m) 71,3 71,8
4 42,0 2,36 (dd, 15,0; 5,0) 42.0 2,36 (dd, 15,0; 5,0) 42,1 42,2

2,30 (t, 15,0) 2,30 (t, 15,0)

5 146,3 - 146,3 - 146,2 140,7
6 123,9 5,64 (sl) 123,9 5,63 (sl) 1239 121,7
7 65,3 3,87 (sl) 66,1 3,87 (sl) 65,3 33,9
8 36,1 1,47 37,5 1,49 37,0 31,9
9 42,3 1,25 42,3 1,25 53,0 50,1
10 36,9 - 36,9 - 37,5 36,1
11 20,7 1,55 20,7 1,55 20,7 21,1
12 39,1 2,05; 1,35 39,2 2,05; 1,35 39,2 39,8
13 41,7 - 41,7 - 42,2 42,3
14 495 1,39 49,4 1,48 49.4 56,8
15 24.4 1,32 24,3 1,73 24,3 24,3
16 28,9 1,80 28,3 1,93 28,3 28,9
17 55,7 1,21 55,7 1,12 56,0 56,0
18 12,0 0,71 (s) 11,7 0,69 (s) 11,6 12,3
19 18,3 1,00 (s) 18,3 1,00 (s) 18,2 19,4
20 40,9 40,5 2,07 36,1 39,8
21 21,0 1,04 (d; 10,0) 19,0 0,94 (d, 10,0) 19,4 20,5
22 33,9 1,65; 0,89 138,2 5,17 (dd, 15,0;5,0) 34,0 138,3
23 25,9 1,18 129,4 5,07 (dd, 15,0; 10,0) 29,2 129,3
24 459 51,2 1,56 459 51,2
25 29,1 1,80 31,9 1,88 26,0 31,9
26 21,0 18,8 18,8 21,2
27 19,8 19,8 19,8 19,8
28 23,1 25,4 1,44 22,7 25,4
29 12,3 0,87 11,8 0,87 12,0 11,9
OH 3,51 3,51




77

‘() |0J21s2dWweaIX0Iply-2, o (8) |0lo1sewbnsalxolpiy

-2) ‘(/) |0191S0NSIX0IPIY-L, SOPI0IBISS Sop einmsiw ep (E1DAD ‘ZHIN 00S) Hp 9P NINY 8p onoads3 :gG einbi4

(wdd) yaus (22muayd

0 s0 o't St 0z 5% o€ s€E ov sy 0s sS o9 s9 0L sz o8
aata sl i 1 il ] i alaaio g 1 1 L L i sads L A PR N Il adasaaty P . Leaaal a4l dad
— — - ¢
P T | S——— ) Tesings
= >)Vza RigE PN | RarnadTn 3
AL YL 1888 5nE 98GgEs, VERaeRRE
{ @ 2 R w L s o -
(1AL w"i%xscmm...ww BES & 28 -
3o '298 3 EoL
= 'y 2
28 3
24
o ¢
b E
= E
E o
z E g2
85 3
@ @ E
- - 0%
L st
&
= ot
8
Est
o
< ,‘
L = 10]0B43|BOS|EOIUAA iy d$941°100720L |
) 09002 (o ®aiBep) simpesedussy | 9T 0E€0L (ZH) wpim dosms GYVONVLS odAL wnpodds | yI90'BLOE  (zH) 39540 wink
P-WHO40HOTHO WweAoS | 85 0EE0L zH) (180112A2)Ms 00SLS ~ ujpe BRIy 0gbz souenbas
| 89.28 oy §uiod | nsiwu J0Umo §9LZE  WNOQ SIU[Od [euBliO 1548 v
SL  Sjue/SuBJL jo JoquInN | HE snejonN £1°005 (zHw) Aousnbaid | J\1\EEPALOI: owey
o o . ZS€1160 £10T AON 81 dweis aieg B ZS'€1L:60 ELOZAON 8L

“HOLIA - NN OC BOAVHIdO £1909 FLNIATOS ZHINOOS - (NOLO¥D) SE 11 - WHOD ‘Wi LSONY

Juswuio | 6LLL'E (00S) WLl Uop;s]




78

‘(6) |0491s2dWeRIIX0IPIY-2/ 9 (8) |0191sewbnsaixoipiy-2/ ‘(1) |0491S01SIX0IPIY

-2/ S9pI0Ja1Sa sop einisiw ep ‘wdd g'c 8 0'9 v anua oedeydwe wod ‘(EDAD ‘ZHIN 00S) Hy P NINY ap 0s199ds3 (1S einbi4

(wdd) yiys [esayd
L& > S'e 9t L't 8t 6t oy L'y t44 £y e sy oy iy i 4 A4 o's L'e s €S v'e §S 96 LS 8¢ 8¢
FVTTL FEITS PESTY FUSE PYUF! FYWT VO DPTTNPPTTE POUTS POee) Sveey ) lascebacasl Il Lsadsssadaasataas sl Lol FPTPTTRTRN FTETT TVTVE EYTTTIPINY [YPRE PRTeT | asadianeat lesaatsassl s 1 FTTTIRTTTYEUTY VYT PRTTI IVPTYPTVTI FPPTT PRTYE Y

frerrprreryr

l.l.l'.)tl} 3:.} 3’\%%%’%}; ﬁk?.). \..lf(.. \j P - 0
i) £
W - PN | i ;5 |
\'} | ,“ =
y__ s v [ Sc,(_ : \ mr—oo
o | j=3 X
= _<__ @ 7 "o 28 i
@ m h b4 _ m S o o m F200
5i2 ! @ezn 57 2
= _ (8) zz-H | 3
@ _ _ ££0'0
R lf i V
9 g E
(822)¢H | Evoo
w wn n
2 o= 3 5
] v .
(@22 I'H Fd / £500 F
() oH (8) 9H E g
£90'0
£ 200
800
m 600
- 010
| = Jopejajesgieanian dsoL°100°201"
= - 09002 (0 ea4Bop) einmeseduie] 9Z'0EE0 4 (ZH) ypim deams QYVANYLS 8dA wnnoeds €905'880E  (2H) 39SHO Wnidads |
[ i __PW¥O30NOTHO JusAOS | 85°06€01 (zH) (18viioK)ms 00’625 ujeo BASY 0£bz @duenbes osind |
= 892€ JnoY S3ujod nssuiu - Jeumo 89/C€ unod sjujodjeuiblio | jeads uibuo
9L SiuejsURI] jO JBQUINN HI SNONN £1°005 (zHW) Aouenbaid | 11\ 1\ewepd 013 swen ayjd
R - ] 5 ZS'€1:60 ELOZ AON 81 dwejs e3eq ] TSEL'60 E10T AON 81 e1eg
7] HOLIA - ¥WN O0 ¥OA¥¥3dO €100 ‘JINIATOS ZHNO0S - INOLONJ) SE'LL - WHOD VHLSONY Juewwiog | 81L1'e  (09s) dwyL Uopisinboy




79

‘(B) |0491s2dWeOIX0IpPIY-2/ 9 (8) |0491seWbBNSaIX0IpIy

-2/ ‘()) |0J91S0MISIX0IPIY-2/ SOpPIOISISE SOp elnmsiw ep ‘(E10AD ‘ZHIN 00S) Der 9P NINY 8p oJppads3y GG eunbi4

(wdd) Yyius eawsy

8 9L vT € or -1 9 9 zL 08 95 96 pOL zLt ozt 8z1 9cL prL
,r;LL,L,,r.r-lL,rerLN.\...L(.r.._::_.rf.r_.: ladaal 1 dadeadasaidadiolsasats | L 1 i e L saalaasns 2xl i 24y I 2 4 2') Lissals 1 siis
< =020
= 9°HD 9HD £
28 = CHDY & b )
et o 58 b 5 - o =GL'0
e .- = r~ W™
TT ] @ =5 ® 83 4H 8 - (8)gzHD (g)zzHD
v 8 | Y 9 ® s © 0 »
o O Ol G Q@ & K~ & < =0L0~
- & - D) - 0 t~ £l o
o~ 0 Q T L L x & xR E.
3 _ & X P 2 R & 7 = s
L " —? : .Y ._.» - _r _.— _ 2 = F b A 3 0
T N , e N
=800
@l = =
LS £ gl 3 m 3
NG » & Eovo
| 'pan ul 8 7 @ 2
w .8, —
D wM oo - ® =SL'o W
~ oy w E | <4
@ 2 B 020 m
~ E w
£S20 .w
-0€°0
= CE0
= 0P'0
~ S0
-050
a3y
Faiy L = 10j0B48|EIG|BIIS A dsouL L00'8ZL
b ez e o 090%Z (3 992B0p) simjerediuel 0019262 (zH) wipim dooms | S90£'GLSZL  (ZH) 39540 wnideds |
B _P-WYO40N¥0THD JUdAIOS 0619262 ZH) eaiPA3)ms | 00'0S02 ujes ARy | “dsdbbydop sousnbes esing |
o 89/2€  junop suufod - nsuwu BUMO | 89IZe IunoD sjujod jeuiblio Pads - uBuo |
o Y1881 SjuejsuBIl JO JequInN o€l snejonN | [YR-T4 (ZHw) Kouenbeid | TiI\ewepdigzina oweN o)/
i " P0'6Z'80 £10Z ON 12 dweis sjeg | ~ YOBTBOELOZAON 1T - eeg

HOLIA~ 8NN OC HOav¥3d0 £1000 “3INIATOS ZHWOO0S - (OLJIA) SETE - WHOD WY LSOWY JuRwIo) | O0L0}'}  (095] suilL uopsinboy




8C

‘() |0J121s0dWwedIx0iply-2/ a (8) |olo1sewbnsaixoipiy-2, ‘(1) |0181S01ISIX04PIYy

-2/ S9pl0J4alsd sop einmisiw ep ‘wdd 0'6E 0'v2 P 91us oedejdwe wod ‘(51DAD ‘ZHIN 00S) Der OP NINY 8p o110ads3 :9g eunbi4

(wdd) Yius eaRwayd

or v L av -1 oc (A% 14 oS 8S 09 (4] e 99 89 O_h N\.I 4 llnrw,rhr.
FETTERY FPRTH PPTPl PRTES PEEwl SUTwE PR PRees res N INTTET TP FPRTE PERRY FFPRS PUTT FTPES PRTEY FESTT Perel FRees FRews FRETE EEEEE SEEEE————— 1 PP ”
|
E
~GL'0
£HD *
() viHd _— L .ﬁ
(8) 6°HD 5 | b
Y (Wyzuy @ VLHD (®) 21D (1) 21HD g Fove
Ahv 0T HD © ANV 6HO 8 3 —./
S o 9 (8) ¥z-HO ﬂ
(8) 0z-HD i 5 8 Re m
; . & To.o
' 1 | - F 8
| | . | W \ L. Lof E
b Wt N i Wi e A o A e Ao g Imvtis o 2
;ﬁ ‘ 1: . 3
_ | .
8 :
| & &)
|~ S
,_,m. €1
(8) ZL-zHD
() Z1-zHD |
VZHD

| = 10}oB49jBeog|eoIaA

dso11'1L00'82L"



81

‘() |0J21s2dWeDIX0IpPIY-£/. B (8) |0l21sewbisalxolpiy-2, ‘(1) |0181S01ISIX0IpIY

-2/ Soploialsa sop eunisiw ep ‘wdd O'TT 0'8E P anus oedendwe wod ‘(E10AD ‘ZHIN 00S) Der P NINY 8p on0ads3 :/G einbi

(wdd) yiys |2owayd

4 NW ] v_w 91 N w_— o_N ) N_N 14 ) oz 8z On. mm v,m ) 9t mm
(8) 62-cHD 6L-EHD | a § w~-n:u _—
(8) gr-gHo| () 8L-eHD (8) 1z-sHD
\ . (1) 9z-¢HD "
8) g HD st 0
oS3 e -€ 3
eww. Bhecaig T w " (DgHd 7 ¢
- " \ © > Ahv LZ€HD Ahv mNu‘—,_U A”v SZ-HD an B -
7 - | :
| I |

:. ,_ L' \ \
i.ls.xﬁz\i rcfi!z{.{%(.}\g\r{{)(‘ s\ Lo JL »«:.&f.\? W WA \}s?z_ A \./‘....\.(\{...vé\}. Jx}.\_ J<. ..Ii))%,f _.\._\z_s»a,)\(.ef W ?7«2{{.(.!.} b, W ﬂ

..,.—,.wﬂ-”." T TYTCTTTT T

_ ,_, _ ~ _ { | “ L

_ , E & @] & Fsoo

b 2 B _ & & = -
n.. b = .m @ E

L8 & TR m ) mr
w (1) zz-zHd g
3 (8) 91-2HD s Z

S & -GL'0
:-N_m 5 (2) 8zzHd (2) 91-HD @ @ . w

(8) 5L-ZHD (2) €zend 700 LD o
(8) 8z-zHD : 0z'o
(2) GL-zHD

=0ro

| =10)0E43|B0G|BOIUSA dso1'L00'8ZLE gpo



82

5.2.3 Diterpenos
5.2.3.1 Elucidagéo estrutural da substancia 10:

OH
(10)
O tratamento cromatografico da fragdo CCHM-10.9 (3,0 mg) resultou no

19 18

isolamento da substancia 10, que se apresentou como um Oleo amarelo claro
(Esquema 4, pagina 32).

O espectro de RMN de 3C-DEPTQ (125 MHz, CDCIs) apresentou 20
sinais, sendo quatro nao hidrogenados com um sp2 em ¢t 144,1; quatro carbonos
metinicos, nove metilénicos e trés metilicos caracterizando estrutura de um
diterpeno (Figura 66 e 67, pagina 92 e 93).

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (Figura 60, 61 e 62, paginas
86, 87 e 88) exibiu trés sinais simples em dy 1,00 (3H-18); 1,22 (3H-19) e 0,98
(3H-20), além de um sistema do tipo vinila em 445,83 (dd, 17,2; 10,7 Hz, H-14),
539 (d, 17,2 Hz, H-15a) e 5,33 (d, 10,7 Hz, H-15b), que foram confirmados
através da analise do mapa de correlacdo homonuclear 'H-'H-COSY (Figura 63,
64 e 65, paginas 89, 90 e 91), o qual exibiu acoplamento entre os sinais.

O espectro de RMN de 'H apresentou também quatro sinais simples
largos, sendo dois em di 4,38 (H-6) e 3,53 (2H-16), confirmados através das
correlagbes Juc apresentados no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC
(Figura 68 e 69, pagina 94 e 95) com os carbonos carbindlicos em atn 69,4 (CH-
6) e 68,9 (CH2-16), e dois sinais em d4 5,04 (H-17a) e 4,89 (H-17b) que
apresentaram acoplamento no mapa de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY
(Figura 63, pagina 89), e exibiram correlagdo com carbono metilénico sp? em atH
110,7 (CH2-17) caracterizando um grupo vinilidina exociclico caracteristico de
diterpenos labdanos (Buckwalter e colaboradores, 1975; Zhang e colaboradores,
2013). As demais correlagdes sédo observadas para os carbonos hidrogenados no

mapa de correlacao heteronuclear HSQC (Figura 68 e 69, pagina 94 e 95).



83

O espectro de RMN de *C-DEPTQ apresentou um sinal de carbono
quaternario em ¢t 75,5 (C-13), indicando a presencga de outra oxidagéo, que foi
estabelecida apos analise do mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (Figuras
70, 71 e 72, paginas 96, 97 e 98), o qual apresentou correlacdes a longa distancia
2Juc com os hidrogénios di 5,83 (H-14) e 3,53 (2H-16), e a 3Juc com os
hidrogénios em d45,39 (H-15a) e 5,33 (H-15b).

A comparacdo com modelos apresentados na literatura (Buckwalter e
colaboradores, 1975), conduziu a proposta de oxidacdo em CH2-16 ao observar
efeito-6 no carbono C-13 (Dc= 2,0 ppm) (Figura 58).

O mapa de correlacdo heteronuclear HMBC, corrobora essas
observacdes ao apresentar correlacdes a longa distancia entre 2H-16/C-13; 2H-
16/CH-14; 2H-16/CH2-12 (Figuras 70, 71 e 72, péaginas 96, 97 e 98),

possibilitando estabelecer as atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos atomos

de carbono e hidrogénio inequivocos para a substancia 10.
27,7

Substancia 10 Mo-03

Figura 58: Efeito de de protecao () em carbonos da substancia 10.

O espectro de massas de alta resolucdo EMAR-EI-TOF (Figura 59),
exibiu como pico ion molecular [M+Na]* 345,2468 (calc. 345,2406) apresentando

erro sistematico de D= 6,2 ppm.

CCHM1094_MSMS667 42 (0.731) Cm (7:61) TOF MSMS 667.00ES+
345.2468 1.48e4
100+
s
) 346.2496
667.5029
] 668.5081
O e e T e e e e e Mz
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Figura 59: Espectro de Massas de alta resolucdo EMAR da substancia 10.
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C20H3403 NaCpH3405" NaCyoHes0g"
(calc m/z 322,2508) m/z 345,2468 m/z 667,5024
(calc m/z 345,2406) (calc m/z 667,4908)

Esquema 15. Principais fragmentos observados no espectro de Massas de alta

resolucdo EMAR para substancia 10.

Este resultado aponta para formula molecular NaC20H3403* com quatro
graus de insuficiéncia, que em conjunto com os dados discutidos, e comparacao
com modelos na literatura conduziram a elucidagcao estrutural da substancia 10,
podendo estabelecer a estrutura para um novo diterpeno do tipo labdano
denominado 16-hidroxilarixol.

A estereoquimica da hidroxila alocada no atomo de carbono CH-6 foi
definida como & (axial) devido ao sinal simples largo em ¢ 69,4, quando
comparado ao diterpeno larixol citado na literatura, onde o grupo hidroxila
encontra-se na posicdo a (equatorial) em o 71,1. A posicdo b (equatorial) da
cadeia lateral alocada no atomo de carbono CH-9 em ¢t 58,0 foi também

comparada com os mesmos dados de literatura (Seki e colaboradores, 2012).
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Tabela 20: Dados de RMN de 'H (500 MHz) e RMN de 3C-DEPTQ (125 MHz) da
substéancia 10 em CDCls, correlagbes observadas no espectro de HSQC e HMBC

e comparacdo com valores da literatura para o diterpeno larixol Mo-03, com os

deslocamentos quimicos (dis e at) em ppm e as constantes de acoplamento (J) em

Hz.
Substéancia 10
HSQC HMBC Mo-03

C a d, 2Jhc 3Jhc a&
1 42,0 1,78 (m) 3H-20 39,0

1,08 (m)
2 19,5 1,70 (m); 1,50 (m) 18,4
3 43,5 1,40 (m); 1,20 (m) 3H-18; 3H-19 49,1
4 35,8 - 3H-18; 3H-19 33,5
5 57,5 1,08 (m) 3H-18; 3H-19; 3H-20 56,4
6 69,4 4,38 (sl) 71,5
7 47,7 2,35 (m) 2H-17 38,3
8 1441 - 145,2
9 58,0 1,70 (m) 2H-17; 3H-20 60,4
10 41,0 - 41,3
11 17,1 1,68 (m) 18,0

1,45 (m)
12 35,8 1,85 (m) 2H-16 43,7

1,30 (m)
13 75,5 - H-14; 2H-16 2H-15 73,3
14 140,8 5,83 (dd, 17,2; 10,7) 2H-16 144,8
15 1154 5,39 (d, 17,2) 111,3

5,33 (d, 10,7)

16 68,9 3,53 (sl) 27,7
17 110,7 5,04 (sl); 4,89 (sl) 108,2
18 33,7 1,00 (s) 3H-19 36,1
19 23,6 1,22 (s) 3H-18 22,3
20 17,0 0,98 (s) 16,0
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5.2.3.2 Elucidagéo estrutural das substéancias 11:

16 OH 14
X

15

(11)

O tratamento cromatogréfico da fragdo CCMM-2 resultou no isolamento da

substancia 11, que se apresentou como um 6leo de coloracdo amarelo claro e
com solubilidade em CH2Cl2 (Esquema 5, pagina 39).

O espectro de RMN de 'H (Figuras 74, 75 e 76 paginas 103, 104 e 105)
apresentou perfil semelhante com da substancia 10, com presenca de sinais
caracteristicos de um grupo vinilidina em di 5,93 (dd, 17,1; 10,6 Hz; H-14); 5,08
(d, 10,6 Hz, H-15a) e 5,23 (d, 17,1 Hz, H-15b), sendo confirmados apos analise
do experimento de 'H-'H-COSY (Figura 77, 78 e 79, paginas 106, 107 e 108) o
qgual exibiu o acoplamento entre tais sinais.

Além disso, foi possivel confirmar também a presenca de uma ligagéo
dupla exociclica com sinais em di 4,82 (sl) H-17a e d4 4,49 (sl) H-17b, o que
caracteriza uma estrutura da classe dos diterpenos labdanos (Buckwalter e
colaboradores, 1975; Zhang e colaboradores, 2013).

Os quatro sinais simples em d4 1,29 (3H-16); 0,89 (3H-18); 0,82 (3H-19) e
0,69 (3H-20) foram atribuidos a hidrogénios de carbonos metilicos, os
assinalamentos foram sustentados pelo experimento *Juc HSQC (Figura 82, 83 e
84, paginas 111, 112 e 113), que exibiu correlagdo heteronuclear desses sinais
com os carbonos CHz-16 em atns 28,1; CH3-18 em atns 33,7; CH3-19 em atns 21,7
e CHsz-20 em ctHs 14,5.

O espectro de RMN de 3C-DEPTQ (Figuras 80 e 81, paginas 109 e 110)
exibiu perfil semelhante da substancia 10, que além dos sinais atribuidos aos
carbonos metilicos ja relatados, exibiu dois sinais de carbonos metilénicos sp? em
atr2 111,6 (CH2-15), correlacionado com os sinais de hidrogénio em dy 5,08 (H-
15a) e 5,23 (H-15b) no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC, e 106,4 (CH2-
17), que apresentou correlagdo com os sinais di 4,82 H-17a e di 4,49 H-17Db, que

corroboram a presenca do grupo vinilidina, juntamente com o sinal de carbono
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metinico sp? CH-14 em catn 145,2, e da ligacdo dupla exociclica na estrutura
respectivamente. O espectro exibiu também um sinal de carbono sp® néo
hidrogenado caracteristico de carbono carbindlico em ¢ 73,7. O assinalamento
deste sinal ao carbono C-13 foi estabelecido apés andlise do experimento 2Jxc e
3Juc apresentado no mapa de correlacdo heteronuclear HMBC, o qual exibiu
correlagcdo dos hidrogénios H-14 em di 5,93; 3H-16 em di 1,29 e 2H-15 em dh
5,23 e 5,08 com o carbono C-13 em ¢t 73,7 (Figura 85, pagina 114) além de
comparacao com modelos na literatura (Buckwalter e colaboradores, 1975). As
demais correlactes estdo ilustradas na tabela 21, pagina 102 e 86, pagina 115.

A analise da substancia por CG-EM exibiu um pico com tempo de retencéo
de 13,87 min. O espectro de massas de baixa resolucédo exibiu um pico em M™
290 Dalton (Figura 73) referente ao ion molecular, sugerindo como férmula
molecular C20H340, com quatro graus de insuficiéncia de hidrogénios. As
propostas de fragmentacao que justificam a formula estrutural estdo apresentadas

no Esquema 16, pagina 101.

-zL \ |w L ‘1 i j PO 204 515 229 M 272 299
! oyt s sl A e b llhe ldie il B pineetboane s demayeelinpmmtlineg o fliee gt e e ebog s ingeeeg e o]

&) S0 ol M 0N |9 I 2130 140 S0 &0 AL M Q1 200 210 220 230 240 24 M 20 xl N iy

Figura 73: Espectro de Massas 70 eV do diterpeno Manool (11).



101

15
12 14

TR
17
8
7
CaoH340 m/z 121
m/z 290 ([M]*) » 1
N
16 1 G N5
N — g 17
CRNT <
12
{ m/z 107
m/z 81

Me’

m/z 229

m/z 177

6 m/z 161

Esquema 16: Proposta para fragmentacéo do diterpeno Manool (11).

A analise do conjunto de dados e comparacdo com modelos na literatura
possibilitou elucidar a substancia 11 como um diterpeno labdano conhecido na
literatura como Manool (Buckwalter e colaboradores, 1975) sendo isolado pela

primeira vez no género Conchocarpus.
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Tabela 21: Dados de RMN de 'H (400 MHz) e RMN de '3C-DEPTQ (100 MHz) da
substéancia 11 em CDCls, correlagbes observadas no espectro de HSQC e HMBC,

com os deslocamentos quimicos (g em ppm, e as constantes de acoplamento (J)

em Hz, e comparacao com valores da literatura para o diterpeno manool Mo-04.

Substancia (11) Mo-04
HSQC HMBC
a d, “Jhc 3Jhc a
1 38,4 3H-20 39,0
2 19,1 19,3
3 42,2 3H-18; 3H-19 42,1
4 33,6 - 3H-18; 3H-19 33,5
5 55,6 1,52 (m) 3H-18; 3H-19; 3H-20 55,5
6 24,5 24,4
7 39,1 2H-17 38,3
8 148,8 - 148,4
9 57,2 1,55 (m) 2H-17; 3H-20 57,2
10 37,3 - 3H-20 39,8
11 17,7 17,6
12 411 3H-16 41,3
13 73,7 - H-14; 3H-16 2H-15 73,4
14 145,2 5,93 (dd, 17,1; 10,6) 2H-15 3H-16 1449
15 111,6 5,23 (d, 17,1) 1114
5,08 (d, 10,6)
16 28,1 1,29 (s) H-14 27,9
17 106,4 4,82 (sl) 106,2
4,49 (sl)

18 33,7 0,89 (s) 3H-19 33,5
19 21,7 0,82 (s) 3H-18 21,7
20 145 0,69 (s) 14,4
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Figura 86: Mapa de correlacado heteronuclear HMBC (400 MHz, CDCls), com

ampliacéo, do diterpeno manool (11).
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5.2.3.3 Elucidacéo estrutural das substancias 12:
16 OH 44

(12)

A substancia 12 foi isolada apds tratamento cromatografico da fracao

CCHM-11.3 fornecendo 2,3 mg de 6leo de coloracao incolor soluvel em CH2Cl2
(Esquema 3, pagina 32)

O espectro de RMN de *H (Figura 89, 90 e 91, paginas 119, 120 e 121)
apresentou trés sinais simples em a4 1,15 (3H-18); 1,18 (3H-19) e 0,86 (3H-20)
compativeis com estrutura de diterpenos. O espectro exibiu também dois sinais
em di 542 (dd, 17,4; 1,2 Hz, H-15b) e 5,36 (dd, 10,8; 1,2 Hz, 2H-15a)
caracteristico de sistema vinilidina. O experimento 'H-'H-COSY (Figura 92 e 93,
paginas 122 e 123) sustenta a proposta ao exibir acoplamento entre os sinais.

Os sinais em d4 3,53 (d, 10,9 Hz, H-16a) e 3,57 (d, 10,9 Hz, H-16b)
acoplados no experimento *H-'H-COSY e correlacionados com o sinal em dtn2
68,77 no experimento HSQC (Figura 96 e 97, paginas 126 e 127), confirmam a
presenca de carbono carbindlico na estrutura.

A presenca de um grupo carbonila na estrutura foi estabelecida apdés
andlise do experimento heteronuclear 2Juc e Jic HMBC (Figura 98, 99 e 100,
paginas 128, 129 e 130), que exibiu correlacdo do hidrogénio em dh 2,05 (s) (H-5)
com o carbono em ¢t 200,00 (C-6). O sinal em ¢t 63,60 (CH-5) observado no
espectro de RMN de 3C DEPTQ (Figura 94 e 95, paginas 124 e 125) e
correlacionado com o hidrogénio em di 2,05 (s) (H-5) no experimento HSQC
confirma a presenca de carbono a a carbonila.

O espectro de RMN de 13C DEPTQ (Figura 94 e 95, paginas 124 e 125)
exibiu também dois sinais caracteristicos de carbonos sp? em atn 128,57 (CH-7)
correlacionado no experimento HSQC com o sinal em 5,77 (m) (H-7), e o sinal em
a 159,00 (C-8). A comparagdo com modelos na literatura (Buckwalter e

colaboradores, 1975; Silveira e Pessoa, 2005) possibilitou assinalar a insaturacao
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conjugada a carbonila, uma vez que, o carbono carbonilico sofre protecao devido
ao efeito mesomérico da conjugacdo e pelo mesmo efeito o carbono g sofre
desprotecao (Figura 87).

A presencga de um sinal em di 1,95 (t, 1,4 Hz, 3H-17) correlacionado no
experimento de HMBC com o sinal em at 159,00 (C-8), carbono nédo hidrogenado,
caracteriza um sistema alilico indicando um acoplamento de longo alcance 2J
justificando a multiplicidade encontrada (Silverstein e Webster, 2000). Os demais

deslocamentos e as correlacdes observadas nos espectros estdo assinalados na

tabela 22, pagina 118.

OH

15

7
-1
19 1’8&\200,00

63,60

56,40
(12) Larixol

Figura 87: Efeito da conjugacao sobre a carbonila.

O espectro de massas de baixa resolucdo EMBR (Figura 88), exibiu
como pico referente ao ion molecular M+. 289, indicando a perda do radical
(CH20H, m= 31), justificando a proposta de férmula molecular C20H3203 (Dm/z
320-31= 289 D). O pico base foi justificado através de um rearranjo do tipo retro
Diels-Alder do fragmento m/z 219 (Esquema 17).

A analise do conjunto de dados e compara¢cdo com modelos na literatura
conduziu a elucidacéo estrutural da substancia 12 como sendo um novo diterpeno

labdano denominado 16-hidroxi-7-labden-6-ona.

Lanei « me N Scan® |886)

Figura 88: Espectro de Massas 70 eV do diterpeno 16-hidroxi-7-labden-6-ona
(12).
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C20H3203 C19H290 C15H230 CgH1,0
m/z320 ([M]", ausente) m/z 289 m/z 219 m/z 135
(calcm/z320.2351)

Esquema 17: Proposta de fragmentacdo para o diterpeno 16-hidroxi-7-labeden-
6-ona (12).

Tabela 22: Dados de RMN de 'H (400 MHz) e RMN de 3C-DEPTQ (100 MHz) da
substancia 12, em CDCls, correlacbes observadas no espectro de HSQC e
HMBC, com os deslocamentos quimicos (g em ppm, e as constantes de

acoplamento (J) em Hz, e comparacao com valores da 16-hidroxilarixol.

HSQC HMBC 16-hidroxilarixol
C a d. 2Juc 3Jhc a d,
1 39,2 1,90; 1,55 3H-20 42,0 1,78; 1,08
2 20,6 1,55 19,5 1,65; 1,50
3 43,2 1,40; 1,15 H-5; 3H-18; 3H-19 435 1,40; 1,20
4 32 - H-5; 3H-18; 35,8 -
3H-19
5 63,6 2,05 (s) 3H-18; 3H19; 3H- 57,5 1,08 (m)
20
6 200 - H-5 69,4 4,38 (sl)
7 1286 5,77 (m) 3H-17 47,7 2,85 (m)
8 159 - 3H-17 144,1 -
9 56,8 2,03 (m) 3H-17; 3H-20 57,9 1,70
10 43 - H-5; 3H-20 37,6 -
11 18,2 1,60; 1,50 17,0 1,48; 1,45
12 38,8 1,90; 1,20 35,8 1,85; 1,60
13 - 75,4 -
14 140,4 5,84 (dd, 17,3; 2H-15 140,8 5,83 (dd,
10,8) 17,2; 10,7)
15 1159 5,42 (dd, 17,4, 1154 5,39 (d, 17,2)
1,2) 5,33 (d, 10,7)
5,36 (dd, 10,8;
1,2)
16 68,8 3,57 (d, 10,9) 68,9 3,53 (sl)
3,53 (d, 10,9)
17 22,1 1,95 (t, 1,4) - - 110,7 5,04 (sl),
4,89 (sl)
18 33,5 1,15 (s) H-5; 3H-19 33,7 1,00 (s)
19 215 1,18 (s) 3H-18 23,6 1,22 (s)

20 14,7 0,86 (s) H-5 17,0 0,98 (s)
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Figura 89: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) do diterpeno 16-hidroxi-7-labden-6-ona (12).
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Figura 91: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls), com ampliagéo entre d; 2,1 e 0,7 ppm, do diterpeno 16-hidroxi-7-

labden-6-ona (12).
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Figura 92: Mapa de correlagdo homonuclear *H-*H-COSY (400 MHz, CDCI3) do
diterpeno 16-hidroxi-7-labden-6-ona (12).
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Figura 96: Mapa de correlagcdo heteronuclear HSQC (400 MHz, CDCs) do
diterpeno 16-hidroxi-7-labden-6-ona (12).
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Figura 97: Mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (400 MHz, CDCI3), com

ampliacéo, do diterpeno 16-hidroxi-7-labden-6-ona (12).
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Figura 98: Mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (400 MHz, CDCIs) do
diterpeno 16-hidroxi-7-labden-6-ona (12).
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Figura 99: Mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (400MHz, CDClIs), com

ampliacéo, do diterpeno 16-hidroxi-7-labden-6-ona (12).
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5.2.3.4 Elucidagéo estrutural das substancias 13:

16_-OH

19 13 (19)

O tratamento cromatogréfico da fracdo CCMM-3.2.2 forneceu 2,7 mg de
um material oleoso solivel em CH2Cl2 sendo caracterizado como a substancia 13.

O espectro de RMN de '3C DEPTQ (Figuras 106 e 107, paginas 138 e
139) exibiu 20 sinais, sendo quatro metilicos, nove metilénicos, dos quais, um
carbindlico em dtn2 69,5 (CH2-16), que exibiu correlagdo no mapa de correlacao
heteronuclear HSQC (Figura 108 e 109, pagina 140 e 141) com os hidrogénios
em di 3,39 (H-16a) e 2,98 (H-16b), e um sp? em datH2 113,5 (CH2-15)
correlacionado no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC com os hidrogénios
em di 5,12 (H-15a) e 5,13 (H-15b).

O espectro de RMN de '3C DEPTQ (Figuras 106 e 107, paginas 138 e
139) exibiu também trés sinais referentes a carbonos metinicos, sendo um sp? em
atn 144,0 correlacionado com o hidrogénio em di 5,93, e quatro sinais referentes
a carbonos nao hidrogenados.

Os sinais em ¢t 76,0 e 78,0 indicam a presenca de carbonos oxigenados
na estrutura, apresentando perfil de um diterpeno manoiléxido (Dolmazon e
colaboradores, 1995; Alcaraz e colaboradores, 1989).

A multiplicidade observada nos sinais em di 5,93 (dd, 18,2; 10,9 Hz, H-14);
5,12 (d, 10,9 Hz, H-15a) e 5,13 (d, 18,2 Hz, H-15b) no espectro de RMN de 'H
(Figura 103, péagina 135), caracterizando um sistema do tipo ABX, juntamente
com a andlise no mapa de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (Figuras 104 e
105, paginas 136 e 137) possibilitou confirmar a presen¢a de um grupo vinilidina
na substancia.

O espectro possibilitou também determinar a ndo equivaléncia quimica
entre os sinais ¢4 3,39 (d, 10,7 Hz, H-16a) e 2,99 (d, 10,7 Hz, H-16b), que
apresentaram acoplamento no mapa de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY

(Figuras 104 e 105, paginas 136 e 137), caracterizando com hidrogénios
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diasterotopicos (Silverstein e Webster, 2000). Os demais assinalamentos dos
carbonos e hidrogénios estéo apresentados na tabela 23, pagina 133.

A determinacdo dos pontos de ligacdo na substancia foi estabelecida
através da andlise do mapa de correlacdo heteronuclear 2Jic € 3Jic HMBC
(Figura 110 e 111, pagina 142 e 143), que exibiu correlacdo H/C em di 5,93 H-14
com ¢t 78,0 C-13, do hidrogénio d4 1,27 3H-17 com o carbono ¢ 76,0 C-8, dh
513 e 5,12 2H-15 com & 78,0 C-13 confirmando a presenca de anel
tetrahidropirano caracteristico de diterpenos manoiloxidos (Dolmazon e
colaboradores, 1995). As demais correlagfes estéo listadas na tabela 23, pagina
133.

O espectro de Massas de Baixa Resolucdo EMBR (Figura 102, pagina
134) exibiu um pico M* 291 Dalton, indicando a perda de radical metila,
justificando a proposta de formula molecular C20H3402 (Dm/z 306 -15= 291 Dalton)
(Esquema 18, pagina 134).

A configuracgéo relativa da estrutura foi estabelecida ap6s analise do mapa
de correlacdo homonuclear 'H-'H-NOESY (Figuras 112 e 113, paginas 144 e
145), que exibiu NOE entre os hidrogénios 3H-17 em dh 1,27 e 2H-15 em di 5,13
e 5,12; 3H-17 em dhi 1,27 com 3H-20 em ¢4 0,75 e 3H-19 em &4 0,81 com 3H-20
em dh 0,75 confirmando a conformacéo 1,3-diaxial entre as metilas (3H-17, 3H-19
e 3H-20) com os hidrogénios do grupo vinila (H-14 e 2H-15) (Figura 101).

A andlise de modelos na literatura sustenta a proposta do grupo metila 3H-
17 em axial ao exibir sinal em frequéncia baixa para as metilas d4 0,66-0,79 ppm.
A alta frequéncia encontrada di 1,27 ppm 3H-17 indica que houve uma reducao
da densidade eletronica do oxigénio do anel tetrahidropirano sobre os hidrogénios

da metila (Alcaraz e colaboradores, 1989).

13
12 . OH

Figura 101: Interacdo especial dos nucleos de hidrogénio observados no espectro
de NOESY da substancia 13.
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O conjunto de dados analisados agregado a comparacdo com modelos de
literatura (Dolmazon e colaboradores, 1995; Alcaraz e colaboradores, 1989)
conduziram a elucidacédo estrutural da substancia 13 como sendo um diterpeno
epimero em C-13 do 16-hidroximonoiloxido chamado de 16-hidroxi-13-epi-

manoiléxido inédito na literatura pelo melhor do nosso conhecimento.

Tabela 23: Dados de RMN de 'H (400 MHz) e RMN de 3C-DEPTQ (100 MHz) da
substancia 13, em CDCIs, correlagbes observadas no espectro de HSQC e
HMBC, com os deslocamentos quimicos (g em ppm, e as constantes de
acoplamento (J) em Hz, e comparagdo com valores da literatura para o diterpeno
16-hidroximanoiléxido Mo-05.

Substéancia 13 Mo-05
HSQC HMBC

C a: d, 2Jhc 3Jhc a:
1 39,3 1,65; 0,85 3H-20 38,9
2 18,6 1,60; 1,45 18,5
3 421 1,42; 1,16 3H-18; 3H-19 42,0
4 31,9 - 3H-18; 3H-19 33,2
5 56,4 0,96 (dd, 12,2; 2,3) 56,4
6 19,8 1,65; 1,25 20,2
7 42,8 1,80; 1,42 3H-17 43,6
8 76,1 - 3H-17 76,3
9 58,4 1,16 52,8
10 37,5 - 3H-20 37,2
11 15,2 1,55; 1,48 14,5
12 28,3 2,05; 1,75 27,2
13 75,9 - H-14; 2H-16 2H-15 75,6
14 144.,0 5,93 (dd, 18,2; 10,9) 2H-15 2H-12; H-16a 144.,0
15 113,5 5,13 (d, 18,2); 5,12 (d, 10,9) 114,0
16 69,6 3,39 (d, 10,7); 2,99 (d, 10,7) 68,5
17 24,0 1,27 (s) 25,8
18 33,3 0,88 (s) H-5; 3H-19 33,4
19 21,3 0,81 (s) H-5; 3H-18 21,5

20 159 0,75 (s) 15,1
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Esquema 18: Proposta de fragmentacdo para o diterpeno 16-hidroxi-13-epi-
manoiloxido (13).
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diterpeno 16-hidroxi-13-epi-manoiléxido (13).
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5.2.3.5 Elucidacéo estrutural das substancias 14:

O tratamento cromatografico da fracdo CCMM-3.3 conduziu ao isolamento
da substéancia 14, em forma de 6leo, soluvel em CH2Cl2 e com 5,7 mg de massa.

O espectro de RMN de 'H (Figura 117, pagina 150) exibiu perfil
semelhante ao da substancia 14 com um duplo dupleto em d4 5,81 (dd, 17,4e 9,5
Hz, H-14), que exibiu acoplamento no mapa de correlacdo homonuclear *H-H-
COSY (Figuras 118 e 119, paginas 151 e 152) com os sinais em ¢4 5,28 (dd, 17,4
e 1,5 Hz) e 5,14 (dd, 9,5 e 1,5 Hz) 2H-15, caracterizando um sistema ABX comum
em grupo vinilidina (Silverstein e Webster, 2000). O espectro de RMN de *H
(Figura 117, pagina 150) apresentou também dois sinais duplos atribuidos a
hidrogénios geminais 2H-16 ligados a carbono carbindlico em d4 3,31 (d, 11,0 Hz)
e 3,35 (d, 11,0 Hz), e trés sinais simples em 0,89 3H-18; 0,82 6H-19/20 e 1,27 3H-
17.

A sobreposicdo em dhi 0,82 6H-19/20 foi sustentada apos analise do mapa
de correlagcdo heteronuclear HSQC (Figuras 122 e 123, paginas 155 e 156), que
apresentou correlagéo de di 0,82 com os sinais de carbono em atns 21,7 (CHs-19)
e 15,1 (CHz-20).

O espectro de RMN de 13C DEPTQ (Figuras 120 e 121, péaginas 153 e
154) apresentou sinais caracteristicos de diterpeno da classe manoiloxido
(Dolmazon e colaboradores, 1995; Alcaraz e colaboradores, 1989) com quatro
metilas em atnz 25,8 (CH3-17); 33,6 (CHsz-18); 21,7 (CHz-19) e 15,1 (CH3z-20). O
espectro exibiu também os sinais em an 1439 (H-14) e dtwz 114,0 (2H-15)
atribuidos ao grupo vinila, o sinal em fase positiva em ¢tz 68,5 foi atribuido ao
carbono carbindlico (2H-16).

A presenca de um anel tetrahidropirano foi confirmada através dos sinais
em a 75,5 (C-8) e 76,3 (C-13), que exibiram correlacdes 2Juc e 3Juc no mapa de

correlacdo heteronuclear HMBC (Figura 124 e 125, pagina 157 e 158) [d4 1,89
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(2H-7) e 1,30 (3H-17) com ¢t 75,5 (C-8)], e dos hidrogénios d¢42,10; 1,68 (2H-12);
5,81 (H-14) e 3,31; 3,35 (2H-16) com o carbono (C-13) em ¢t 76,3.

Os demais assinalamentos dos carbonos e hidrogénios na substancia
foram estabelecidos através do mapa de correlacdo heteronuclear HSQC e estédo
apresentados na tabela 24, pagina 148, bem como os pontos de ligacdo 2Jnc e
3Juc observados no mapa de correlacédo heteronuclear HMBC (Figura 124 e 125,
pagina 157 e 158).

O espectro de Massas de Baixa Resolucdo EMBR (Figura 115, pagina
148) exibiu um pico em M* 291 Dalton, indicando a perda de radical metila,
justificando a proposta de férmula molecular C20H3402 (Dm/z 306 - 15= 291
Dalton).

O Espectro de Massas de Alta Resolucdo EMAR (Figura 116, pagina 149)
exibiu, em modo positivo, 0 pico [M+K] 345,2411 (calc. m/z 345,2196; Dm/z 21,5)
consistente com a proposta KC20H3402. As propostas de fragmentagcdo que
justificam os picos no espectro estao ilustradas no Esquema 19, pagina 149.

O experimento de interacdo espacial 'H-'H-NOESY Figura 126 e 127,
pagina 159 e 160 conduziu a determinag¢do da conformacdo do grupo vinila ao
exibir NOE entre (2H-16) em d4 3,31; 3,35 e 3H-17 em dh 1,30, sugerindo a
conformacdo a para o grupo vinila. A conformacéo axial atribuida a metila (CHs-
17) é sustentada pela alta frequéncia (¢4 1,30), indicando que os hidrogénios néao
estdo sob presenca da nuvem eletronica do oxigénio do anel tetrahidropirano
(Alcaraz e colaboradores, 1989) (Figura 114).

Desta forma, a analise dos dados espectrais agregados a comparacao com
modelos na literatura (Dolmazon e colaboradores, 1995; Alcaraz e colaboradores,
1989) conduziram a elucidacdo estrutural da substédncia 14 como sendo o
diterpeno chamado 16-hidroximanoiléxido isolado pela primeira vez no género

Conchocarpus.

Figura 114: Interacdo especial dos nucleos de hidrogénio observados no espectro
de NOESY da substancia 14.
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Tabela 24: Dados de RMN H (500 MHz) e RMN 13C-DEPTQ (125 MHz) da
substancia 14, em CDCls, correlagcbes observadas no espectro de HSQC e
HMBC, com os deslocamentos quimicos (d em ppm, e as constantes de
acoplamento (J) em Hz, e comparacdo com valores do epimero do diterpeno 16-

hidroxi-13-epi-manoiloxido.

Substéancia 14 CCMM-3.2.2.7
HSQC HMBC HSQC
C a d, 2Jhc 3Jhc a& di
1 389 1,55; 0,90 H-5; H-9; 3H-20 39,3 1,65; 0,85
2 185 1,59; 1,43 H-3b 18,6 1,60; 1,45
3 419 1,42 3H-18; 3H-19 41,1 1,42;1,16
1,16 (dt, 13.7, 4.0)
4 38,4 - 31,9 -
5 56,4 0,95(dd, 8,7; 2,0) H-7a; 3H-18; 56,4 0,96 (dd,
3H-19; 3H-20 12,2; 2,3)
6 20,1 1,70; 1.30 19,8 1,65; 1,25
7 43,7 1,89 (dt, 12,4; 3,2) 3H-17 42,8 1,80; 1,42
1,59
8 755 - 2H-7; 3H-17 76,1 -
9 527 1.58 H-7a; 3H-17; 58,4 1,16
3H-20
10 37,2 - 3H-20 37,5 -
11 14,5 1,60; 1,44 2H-12 15,2 1,55;1,48
12 27,2 2,10; 1,68 H-14; 2H-16 28,3 2,05; 1,75
13 76,3 - 2H-12; H-14; 2H-15 75,9 -
2H-16
14 1439 5,82 (dd, 17,4; H-15a 2H-12; 2H-16  144,0 5,93 (dd,
10,9) 18,2; 10,9)
15 114,0 5.27(dd,17,4;1,4) H-14 113,5 5,13 (d, 18,2)
5,13 (dd, 10,9; 1,4) 5,12 (d, 10,9)
16 68,5 3,34 (d, 11,0) H-14; 69,6 3,39 (d,10,7)
3,30 (d, 11,0) 2,99 (d, 10,7)
17 25,8 1,30 (s) H-9; 2H-7 24,0 1,27 (s)
18 33,6 0,89 (s) H-5; 3H-19 33,3 0,88 (s)
19 21,7 0,82 (s) H-5; 3H-18 21,3 0,81 (s)
20 151 0,82 (s) H-5 15,9 0,75 (s)
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Figura 116: Espectro de Massas de alta resolugcdo EMAR para o diterpeno 16-

hidromonoiloxido (14).
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Esquema 19: Proposta de fragmentagdo para o diterpeno  16-

hidroximanoiloxido (14).
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Figura 118: Mapa de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz, CDCls) do

diterpeno 16-hidroximanoiloxido (14).
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Figura 119: Mapa de correlacdo homonuclear *H-'H-COSY (500 MHz, CDCls),

com ampliacao, do diterpeno 16-hidroximanoiléxido (14).
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Figura 122: Mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (500 MHz, CDCIls) do
diterpeno 16-hidroximanoiloxido (14).



