UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA ORGANICA

TRITERPENOS ISOLADOS DE
Parahancornia amapa (Apocynaceae)

e
DITERPENOS ISOLADOS DE

Pinus caribaea var. bahamensis Barr et Golf

CARLOS RIBEIRO XAVIER VELLOSO

Seropédica, Rio de Janeiro
1998



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA ORGANICA

TRITERPENOS ISOLADOS DE
Parahancornia amapa (Apocynaceae)
e
DITERPENOS ISOLADOS DE

Pinus caribaea var. bahamensis Barr et Golf

CARLOS RIBEIRO XAVIER VELLOSO

SOB ORIENTACAO DO PROFESSOR
DR. MARIO GERALDO DE CARVALHO

Tese submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau
de Mestre em Ciéncias. Area de

Concentracéo em QuimicaOrganica.

Seropédica, Rio de Janeiro

1998



TRITERPENOS ISOLADOS DE
Parahancornia amapa (Apocynaceae)

e
DITERPENOS ISOLADOS DE

Pinus caribaea var. bahamensis Barr et Golf

CARLOS RIBEIRO XAVIER VELLOSO

APROVADO EM 17/12/98.

- / 14

Prof.Dr. Mario Geraldo de Carvalho
DQ - UFRRJ
(Orientador ¢ Presidente)

,///

LT j??:'( et dey 1l R RN

Prof. Dr. Ivo José Curcino Vieira
SQPN . LCQUI . CCTA - UENF

)

Py P

; . 4 )
\\ (v o AT TR TR
i k N i (] o g

Prof. Dr. Victor Marcos Rumjanek
DQ - UFRRI

i

5 “ i

L
| ) e
L A A : A

f Prof.2 Dr.2 Rosane Nora Castro
* DQ - UFRRJ
(Suplente)



" Yo to mandec en 7 Esfonca te, ¢ tem bom duimo; udo pasmes,
wem Te espantes. porgue o SENHOR, tew Dens,
¢ contigo, for oude quen que andares”

osué 1:9



BIOGRAFIA

Carlos Ribeiro Xavier Velloso, filho de Ary Carlos Xavier Velloso e
Marilia Ribeiro Xavier Velloso, nasceu em Petrépolis, no Estado do Rio de
Janeiro, em 16 de julho de 1973.

Graduou-se em Engenharia Quimica no ano de 1996 pela Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Durante a graduacéo foi bolsista de iniciagdo

cientifica do CNPg, no Departamento de Quimica, setor de Quimica Organica.



AGRADECIMENTOS

A DEUS pela oportunidade concedida.

Ao Prof. Dr. Méario Geraldo de Carvalho pela brilhante orientacdo, pelos
conhecimentos transmitidos e amizade da qual me orgulho.

Ao Prof. Dr. Raimundo Braz-Filho pela cooperacéo, incentivo constante,
dedicacéo e amizade.

Ao botanico Benedito Vitor Rabelo pela coleta e identificagdo do
material vegetal de Parahancornia amapa.

Ao Prof. Dr. Acacio Geraldo de Carvalho (DPF-IF-UFRRJ) e a
DURAFLORA pela coleta e fornecimento do material de Pinus caribaea.

A Coordenadora do Curso de Pds-Graduacdo da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Prof2 Dr2 Aurea Echevarria Aznar Neves
Lima, pelas colaboragbes e facilidades oferecidas.

A todos os professores pertencentes ao Curso de PoOs-Graduacdo em
Quimica Orgéanica da UFRRJ.

Ao Professor Dr. Heber dos Santos Abreu pelo apoio oferecido.

Ao Professor Dr. Willian Ferreira da Costa - Departamento de Quimica -

UEM -PR - pelos espectros de CG-EM obtidos.



INDICE GERAL

viii

INDICE GERAL viii
INDICE DE ESQUEMAS Xi
INDICE DE TABELAS Xiii
INDICE DE FIGURAS XV
ABREVIATURAS XX
RESUMO XXiv
ABSTRACT XXV
1. INTRODUCAO GERAL 0l
2. TRITERPENOS ISOLADOS DE Parahancornia amapa 05
2.1 .Introducéo 05

2.2. A planta e seus constituintes 11
2.2.1. Aspectos botanicos da familia Apocynaceae 11
2.2.2.Caracteres gerais da Familia 12
2.2.3.Caracteristicas da espécie P.amapa (Huber) Ducke 14

2.2.4.Constituintes quimicos isolados das cascas e do latex de
P. amapa em trabalho anterior?° 14
2.2.5.Constituintes quimicos isolados da raiz e do tronco de

P. amapa neste trabalho 15



2.3.Determinagdo estrutural das substancias

2.3. l.Determinagdo estrutural de PARH-12 (1 + 2)

isoladas de P.

amapa

2.3.2.Determinacdo estrutural de PARH-10 (3 + 4 + 5 + 6)

2.3.3. Determinacdo estrutural de PACRH-A (7 + 8 + 9)

2.3.4. Determinagdo estrutural de PACRH-1 (10 + 11 + 12)

2.4. Parte experimental

2.4.1.
2.4.2.

2.4.3. Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos dos

2.4.4.

3. DITERPENOS

Coleta da planta

Elaboracdo dos extratos

extratos

2.4.3.1. Extrato hexénico da raiz
2.4.3.2. Extrato hexanico da casca da raiz
2.4.3.3. Extrato hexénico das folhas

2.4.3.4. Extrato hexénico do tronco

2.4.3.5. Extrato metanolico da raiz
Preparacdo dos derivados das substéncias isoladas
2.4.4.1. Hidrolise alcalina

2.4.4.2. Metilagdo com diazometano
2.4.4.3. Acetilagéo

2.4.4.4. Oxidacdo com PCC

ISOLADOS DA MADEIRA DE Pinus caribaea var.

bahamensis Barr et Golf

3.1. Introducéo

18
18
21
30
33
50
50

50

51

51

52

52

53

53

S7

57

57

57

58

60

60



3.2. A planta e seus constituintes 62
3.2.1.Caracteristicas da espécie Pinus caribaea var. bahamensis
Barr et Golf 62
3.2.2. Constituintes isolados da madeira de Pinus caribaea var.
bahamensis 63

3.3. Determinagdo estrutural dos diterpenos isolados de Pinus

caribaea var. bahamensis 64

3.4. Parte experimental 68
3.4.1. Coleta da planta 68

3.4.2. Elaboracédo do extrato 68

3.4.3. Isolamento dos constituintes da planta 68

4. ESPECIFICACAO DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 70
5. BIOGENESE 72

5.1. Aspectos gerais da biogénese dos compostos isolados de P.

amapa (Huber) Ducke e Pinus caribaea var. bahamensis Barr

et Golf 72
5.1.1.Terpenodides 72
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 84

7. APENDICE 89



Xi

INDICE DE ESQUEMAS

Esguema 1 : Interpretagdo do espectro de Massas de PARH-10 (4+5+6) 28

Esquema 2 : Interpretagdo do espectro de Massas de PARH-10 (3) 29
Esquema 3 : Elaboragdo dos extratos e posterior fracionamento
cromatografico da raiz de P. amapa 54
Esquema 4 : Elaboragdo dos extratos e posterior fracionamento
cromatografico da casca da raiz de P. amapa 55
Esquema 5 : Elaboragdo dos extratos das folhas de P.amapa 56
Esquema 6 : Elaboracdo dos extratos do tronco de P.amapa 56
Esquema 7 : ReagOes realizadas com 10 + 11 + 12 59

Esquema 8 : Elaboracdo dos extratos e posterior  fracionamento
cromatogréfico da madeira de Pinus caribaea var. bahamensis.69
Esquema 9 : Rota geral da biossintese de terpendides 74
Esquema 10 : Conversdo do acetil-CoA em &cido mevalbnico 75
Esgquema 11 : Metabolismo do ficido mevalGnico em isopentenil pirofosfato. 76
Esquema 12 : Isomerizacdo do isopentenil pirofosfato 77
Esquema 13 : Ciclizagdo do esqualeno e formagdo de triterpenos 78

Esquema 14 : Formagéo de triterpenos pentaciclicos a partir do C*-19 79



Esquema 15 : Formagdo dos esterdides estigmasterol e sitosterol
Esquema 16 : Biossintese dos é&cidos constituintes dos ésteres de lupeol
(n = namero par)
Esquema 17 : Biossintese dos &cidos constituintes dos eésteres de lupeol
(n = ndmero impar)

Esquema 18 : Propostas biossintéticas dos diterpenos 13 e 14

xii

80

81

82

83



Xili

INDICE DE TABELAS

Tabela 1 : Comparacdo dos dados de RMN 'H (200,13 MHz) de
PARH-12 (1+2) com os padrdes da literatura (Mod. 1 e Mod.2) 19
Tabela2 : Comparacdo dos dados de RMN 3C (50,3 MHz) de
PARH-12 (1+2) com os padrOes da literatura (Mod.1 e Mod.2) 20
Tabela 3 : Dados de IV de PARH-10 (3 + 4 + 5 + 6) em KBr 23
Tabela 4 : Dados de RMN *H (200,13 MHz) de PARH-10 (4 + 5 + 6) em
CDCl; e TMS como referéncia interna 24
Tabela 5 : Comparagdo dos dados de *C (50,3 MHzCDCly) de
PARH-10 (4 + 5 + 6) com os padrdes da literatura 25
Tabela 6 : Alguns dados de RMN 2D (HMQC e HMBC) usados
para confirmar a presenca de 3 na mistura 26
Tabela 7 : Algumas interacOes observadas no espectro 2D da mistura de 4, 5
e 6 que permitiram confirmar a localizagdo da ligag&do dupla e do
grupo hidroxila nas estruturas propostas 27
Tabela 8 : Dados de 1V de PACRH-A (7 + 8 + 9) em KBr 31
Tabela 9 : Dados de RMN!H (200,13MHz) de PACRH-A (7+8+9)

obtidos em CDCI; e TMS como referéncia interna 31



Tabela 10

Tabela 11 :
Tabela 12

Tabela 13

Tabela 14 :

Tabela 15

Tabela 16 :

Tabela 17

Xiv

: Dados de RMN de 3C ( 50,3 MHz ) de 7 + 8 + 9 obtidos através

dos espectros totalmente desacoplados (PND) e DEPT (0:90
e 135°) em CDCl; e TMS como referéncia interna 32

Dados de IV de PACRH-1 (10 + 11 + 12) em KBr 41

: Comparacdo dos dados de RMN 'H (200,13 MHz) de PACRH-1

(10 + 11 + 12) com o padréo da literatura 42

: Comparacdo dos dados de RMN 3C PND e DEPT (6:90 e 1359

da unidade terpénica de PACRH-1 (10 + 11 + 12) com o modelo
da literatura (Mod.3) 43
Estruturas e dados de CG-EM dos ésteres metilicos obtidos da
hidrolise de  10A-10J, 11A-11E e 12A-12B 44
Dados de RMN de 'H (200,13 MHz) e '3C (50,3 MHz) de
11-OX1 obtidos com experimentos 1D-2D e de 11-Ac (1D)
obtidos em CDCl; e TMS como referéncia interna 49
Dados de RMN *H (200,13 MHz) de 13 + 14 em CDCl; e TMS

como referéncia interna 66

. Dados de RMN 3C (50,3 MHz, CDCl;) de 13+14 comparados

com valores da literatura 67



XV

INDICE DE FIGURAS

Figura 1 : Espectro de IV de PARH-12 (1+2) em KBr ......cooveevveineiieiines 90
Figura 2 :Espectro de RMN 'H (200,13 MHz) de PARH-12 ( 142)
registrado em CDCIl; e TMS como referéncia interna .................... 91
Figura 3: Espectro de RMN “C (50,3 MHz) de PARH-12 (1+2) totalmente
desacoplado registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna.92
Figura 4 : Espectro de IV de PARH-10(3+4+5+6)em KBr................ 93
Figura 5 :Espectro de RMN 'H (400 MHz) de PARH-10 (3 +4+ 5+ 6)
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna .................. 94
Figura 5a : Espectro expandido de RMN 'H (400 MHz) de PARH-10 (3 + 4
+ 5 + 6) registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna .... 95
Figura 5b : Espectro expandido de RMN 'H (400 MHz) de PARH-10 (3 + 4
+ 5 + 6) registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna ... 96
Figura 5¢ : Espectro de RMN 'H (200,13 MHz) de PARH-10 3+ 4+ 5+ 6)
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna .................. 97
Figura 6 : Espectro expandido de RMN "*C (100 MHz) de PARH-10 (3 + 4
+ 5+ 6) totalmente desacoplado registrado em CDCl; e TMS

COMO TETEIENCIA INEETNA wvveneeeeeeeeeeeeeee e e e et eeee e e e eeeenaeeeneennns 98



XVvi

Figura 6a : Espectro expandido de RMN "C (100 MHz) de PARH-10 (3 +
4 +35+6) totalmente desacoplado registrado em CDCl; e TMS

COMO TEIErénCia INTEIMNA «...evvvverieriieeeieeeeeeeeeeecee e eeeeeee e 99
Figura 6b : Espectro expandido de RMN "*C (100 MHz) de PARH-10 (3 +
4+5+6) totalmente desacoplado registrado em CDCl; e
TMS como referéncia interna
Figura 7 : Espectro expandido de RMN "*C (100 MHz) de PARH-10 (3 +
4+5+6) com DEPT (6:90e 135° registrado em CDCI; e
TMS como referéncia INterna ........cccceeevveeeeeiieeeeiiiieeeeeeeeeeeeeieeen, 101
Figura 7a : Espectro expandido de RMN "*C (100 MHz) de PARII-10 (3 +
4+5+6) com DEPT (0:90c¢ 135° registrado em CDCl; e

TMS como referéncia Interna ..........ccveevveeeeeeeiiiiiieeeeeesiiieeeeeeans 102
Figura 8 : Espectro de massasde 4+ 5+ 6 ..o 103
Figura 9 : Espectro de massas de 3 ......ocooviviiniieiiiniiiniiiniicinn e 104
Figura 10 : Espectro de RMN de 'H x °C - "J¢yy (n=1) - HMQC de 3 + 4 +

S 0 et et e s et 105
Figura 10a : Espectro de RMN de 'H x C-"J¢y; (n=1) - HMQC de 3 + 4 +

5+ 6 (expandido) .....oeeeieiniiiiieeee e 106
Figura 10b : Espectro de RMN de 'H x 3C- "¢y (n=1) - HMQC de 3 + 4 +

546 (expandido) ......cooiiiiiiiiiieeeee s 107
Figura 10c : Espectro de RMN de 'H x C- "¢y (n=1) - HMQC de 3 + 4 +

5+ 6 (expandido) «ooceeeeeiiiiiiiice e 108

Figura 10d : Espectro de RMN de 'H x *C-"Jyy (n=1) - HMQC de 3 + 4 +
546 (expandido) .....oooooiiiiiiiiiiii e 109



XVil

Figura 10e : Espectro de RMN de H x 13C - "3, (n=1) - HMQC de 3 + 4 +
5 + 6 (expandido) 110

Figura 10f : Espectro de RMN de H x 3C - "), (n=1) - HMQC de 3 + 4 +
5 + 6 (expandido) 111

Figura 11 : Espectro de RMN de *H x 3C - ")y (n=2, 3) - HMBC de 3 + 4
+ 5 + 6 112

Figura 11a : Espectro de RMN de H x 3C - "), (=2, 3) - HMBC de 3 + 4
+ 5 + 6 (expandido) 113

Figura 11b : Espectro de RMN de H x ¥C - "o, (n=2, 3) - HMBC de 3 + 4
+ 5 + 6 (expandido) 114

Figura 11c : Espectro de RMN de H x C - "}y, (n=2, 3) - HMBC de 3 + 4
+ 5 + 6 (expandido) 115

Figura 11d : Espectro de RMN de 'H x ¥C - "o, (n=2, 3) - HMBC de 3 + 4
+ 5 + 6 (expandido) 116

Figura 11e : Espectro de RMN de *H x ¥C "Jo; (n=2, 3) - HMBC de 3 + 4
+ 5 + 6 (expandido) 117

Figura 11f : Espectro de RMN de H x BC "), (n=2, 3) - HMBC de 3 + 4
+ 5 + 6 (expandido) 118
Figura 12 : Espectro de IV de PARCH-A (7 + 8 + 9) em Br 119

Figura 13 : Espectro e RMN H (200,13 MHz) de PACRH-A (7 + 8 + 9)
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna 120

Figura 14 : Espectro de RMN 3C (50,3 MHz) de PACRH-A (7 + 8 + 9)

totalmente desacoplado registrado em CDCl; e TMS como

referéncia interna 121



XViii

Figura 15: Espectro de RMN 3C (50,3 MHz) de PACRH-A (7 + 8 + 9)

com DEPT (6 = 90 e 135° registrado em CDCl; e TMS como
referéncia interna 122
Figura 16 : Espectro de 1V de PARCH-1 (10 + 11 + 12) em KBr 123

Figura 17: Espectro de RMN 'H (200,13 MHz) de PACRH-1 (10+11+12)
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna 124

Figura 18 Espectro de RMN 3C (50,3 MHz) de PACRH-1 (10+11+12)
(PND) registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna 125

Figura 19 : Espectro de RMN 3C (50,3 MHz) de PACRH-1 (10 +11+12)

com DEPT (6 = 90 e 135° registrado em CDCl; e TMS como
referéncia interna 126

Figura 20 : Espectro de IV de PARCH-1 (10+11+12), em filme de NaCl,
fracdo &cida obtida na reacdo de hidrdlise alcalina 127

Figura 21 : Espectro de IV dos ésteres metilicos dos é&cidos obtidos na
hidrélise alcalina de PARCH-1 (10+11+12) em filme de NaCl. 128

Figura22 : Cromatograma de PACRH-I. Esteres metilicos dos &cidos

obtidos na hidrélise alcalina de PACRH-1 (10+11+12) 129

Figura 22a : Espectro de massas do ftalato de n-butila 30
Figura 23 : Espectro de massas de 10a 131
Figura 24 : Espectro de massas de 10b 132
Figura 25 : Espectro de massas de 1la 133
Figura 26 : Espectro de massas de 10c 134
Figura 27 : Espectro de massas de 10d 135

Figura 28 : Espectro de massas de 11b 136



registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna, apods a

massas

massas

massas

massas

massas

massas

massas

massas

massas

massas

massas

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

10e
10f
1lic
109
12a
10h
11d
10i
12b
lle

10j

Espectro de RMN 'H (200,13 MHz) de PACRH-1 (11),

reacdo de oxidagdo com PCC (11-OXl)

:Espectro de RMN ¥C (50,3 MHz) de PACRH-1 (11)com
DEPT (6 - 90 e 135°), registrado em CDCl; e TMS como

referéncia interna, apOs reacdo de oxidacdo com PCC (11-OXl)

Figura 29 Espectro de
Figura 30 Espectro de
Figura 31 Espectro de
Figura 32 Espectro de
Figura 33 Espectro de
Figura 34 Espectro de
Figura 35 Espectro de
Figura 36 Espectro de
Figura 37 Espectro de
Figura 38 Espectro de
Figura 39 Espectro de
Figura 40
Figura 41

totalmente desacoplado,

referéncia

(11-0X1)
Figurad2
Figura 42a :

Figura 42b : Espectro de RMN 1H x 13C de 11-OXI (expandido)

Figura 43

interna, ap6és a reacdo de

Espectro de RMN 3C (50,13 MHz) de PACRH-1 (11),
registrado em CDCl4

oxidagdo com PCC

Espectro de RMN 1H x 13C de 11-OXI (expandido)

Espectro de RMN JH (200,13 MHz) de PACRH-1 (11),

e TMS como

XX

137
138
139
140
141
142
143

44
145
146
147

148

149

150
151
152



XX

registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna, apods a
reacdo de acetilagdo (11-Ac) 153
Figura 44 : Espectro de RMN 3C 50,3 MHz) de PACRH-1 (11)
totalmente desacoplado, registrado em CDCl; e TMS como
referéncia interna, apds a reacdo de acetilacdo (11-Ac) 154
Figura 45 : Espectro de RMN 3¥C (50,3 MHz) de PACRH-1 (11) com
DEPT (6=90 e 135°), registrado em CDCl; e TMS como
referéncia interna, ap6s a reacdo de acetilacdo (11-Ac) 155
Figura 46 : Espectro de RMN *H (200,13 MHz ) de PACRH-1 (10),
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna 156
Figura 47 : Espectro de RMN *C (50,3 MHz) de PACRH-1 (10)
totalmente desacoplado, registrado e m CDCl; e TMS como
referéncia interna 157
Figurad8 : Espectro de RMN C (50,3 MHz) de PACRH-1 (10) com
DEPT (6=90 e 135°), registrado em CDCl; e TMS como
referéncia interna 158
Figura 49 : Espectro de RMN 'H (200,13 MHz) de PACRH-1 (11),
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna 159
Figura 50 : Espectro de RMN C (50,3 MHz) de PACRH-1 (11)
totalmente desacoplado, registrado em CDCl; e TMS como
referéncia interna 160
Figura 51 : Espectro de RMN *C (50,3 MHz) de PACRH-1 (11) com
DEPT (6 = 90 e 135°), registrado em CDCl; e TMS como

referéncia interna 161



XXI

Figura 52 : Espectro de RMN H (200,13 MHz) de Pcb-1 (13 + 14) em
CDCl; e TMS como referéncia interna 162
Figura 53 : Espectros de RMN ¥C (50,3 MHz) de Pcb-1, totalmente
desacoplado (a) e DEPT 135° (b) - 90° (c) da mistura de (13 + 14)..

163



1D

2D
AcOEt
CcC
CCDA
CCDP
CDCl,
CG-EM
COSY
DEPT
DPF

dd

EM
Ext.
HMBC
HMQC

XXI1

ABREVIATURAS

unidimensional

bidimensional

acetato de etila

cromatografia em coluna (a pressdo atmosférica)
cromatografia em camada delgada analitica
cromatografia em camada delgada preparativa
cloroformio deuterado

cromatografia de gas acoplada a espectrometro de massas
correlation spectroscopy

distortionless enhancement by polarization transfer
Departamento de produtos florestais
deslocamento quimico medido em ppm
dubleto

duplo dubleto

espectroscopia de massas

extrato

heteronuclear multiple bond connectivity

heteronuclear multiple quantum coherence



Hz

Int.
Lit.

Me
MeOH
MHz
min
mL
m/z
PCC
P.F.
PND

RDA

RMN H
RMN 13C

Hertz

infravermelho

intensidade

literatura

multipleto

metil

metanol

megahertz

minutos

mililitro

relacdo massa-carga

clorocromato de piridina (CsHsNHCrO5Cl)
ponto de fusdo

proton noise decoupling

quarteto

retro Dials-Alder

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
ressonancia magnética nuclear de carbono-13
singleto

singleto largo

tripleto

tempo de retencéo

unidades

XXili



XXIV

RESUMO

O fracionamento cromatografico dos extratos da casca e da madeira das
raizes de Parahancornia amapa (Apocynaceae) levou ao isolamento de
estigmasterol (1) + sitosterol (2); sitosterona (3), dos triterpenos pentaciclicos
lupeol (4), a-amirina (5), B-amirina (6), seus derivados acetilados (7, 8 e 9) e
dos ésteres 3 B-O-acil-lupeol (10, 11 e 12). A hidrolise dos ésteres e posterior
metilagdo com diazometano forneceu a mistura de ésteres metilicos cuja andlise
com cromatografia de g&s acoplada a espectrometro de massas permitiu
caracterizar as cadeias das unidades acila e identificar os ésteres 10A-10J,
11A-11E e 12A-12B. O grupo hidroxila no carbono 3'dos ésteres (11) foi
confirmado pela preparacdo do derivado acetilado e pelo produto de oxidacéo
do composto natural. As substéncias 1, 2 e 3 estdo sendo registradas pela
primeira vez no género Parahancornia. Os ésteres 10A-10D, 10F, 10H, 11A e
12A estédo sendo registrados pela primeira vez na literatura

O fracionamento cromatografico e cristalizacdo das fracbes do extrato
hexanico da madeira de Pinus caribaea var. bahamensis forneceu o &cido
isopimarico (&cido isopimara -7,15- dien-18-6ico) (13) e o &cido deidroabiético
(&cido  abieta-8,11,13-trien-18-6ico)  (14).

As estruturas das substancias foram determinadas através de andlise dos
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dados de IV, RMN 'H e "°C, espectrometria de massas ou CG-EM das

substancias naturais ou de derivados.
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ABSTRACT

From the hexane extract of the roots of Parahancornia amapa,
Apocynaceae, were isolated and identified stigmasterol (1), sitosterol (2),
sitosterone (3), the pentacyclic triterpenes : lupeol (4), a-amirine (5), B-amirine
(6), their acetyl derivatives (7, 8 and 9), and the 3 -O-acyl-lupeol esters (10, 11
and 12). The 3-hydroxyl group in 11 was confirmed by the acetyl and
oxidation derivates. The analysis by CG-MS of the methyl esters obtained by
hidrolysis and methylation led us to identify the acyl units of the esters (10a-
10j, 11a-11e and 12a). Compounds 1, 2, 3 have not been previously detected
in Parahancornia genus. The esters 10A-10D, 10F, 10H, 11A and 12A have
not been previously registered in the literature.

Solvent partition and chromatographic fractionation of the wood's
hexane extract of Pinus caribaea var. bahamensis afforded dehydroabietic acid
and isopimaric acid. These acids have not been previously detected in this
Species.

The IR, H and 3C-NMR and Mass Spectral data of the natural

compounds and derivatives were used to identify the substances.



1. INTRODUCAO GERAL

A partir da década de 50 a Quimica de Produtos Naturais avangou de
maneira surpreendente, devido, principaimente, ao aprimoramento das técnicas
espectrométricas usadas na elucidacéo estrutural dos produtos do metabolismo
de organismos vivos. Nesse sentido, o reino vegetal tem sido mais privilegiado
quanto ao conhecimento de sua Quimica, tanto em relacdo aos metabolitos
especiais quanto aos metabdlitos primarios.

A flora mundial conta com cerca de 600.000 espécies de plantas
superiores. Este nimero representa um grande desafio para os pesquisadores
interessados em ampliar 0 conhecimento da quimica das espécies vegetais.
Frequentemente, atendéncia da comunidade cientifica € desenvolver trabalhos
na busca de novas substancias que possam ser de utilidade para a humanidade,
ja que os vegetais sdo a principal fonte de substancias que podem ser usadas
diretamente ou podem servir de modelos para a producdo industriall.

Estima-se que 80% da populagcdo dos paises menos desenvolvidos
dependem em grande quantidade da medicina caseira, utilizando-se de plantas
para suas necessidades primérias de salde. A curiosidade, motivada pelo uso
freqliente e com sucesso de certas plantas, levou o homem a investigar seus
principios ativos. Em muitos casos, a pesquisa mostra 0 acerto com que S0

empregados e em outros nada tem sido comprovado. Esta investigacdo é



relevante, ndo sO para 0 conhecimento do principio ativo de plantas usadas pela
populagdo, como também para avaliar os perigos da adocdo de determinados
vegetais como medicamentos tradicionais.

Além das relevancias citadas acima, 0 conhecimento da composicéo
quimica das espécies vegetais em relacdo aos metabolitos especiais contribui
para a quimica organica em geral, fornecendo modelos adequados para
transformacdes quimicas na obtencdo de produtos uteis, como fontes de
matéria prima para quimica fina e de substratos para testar reagentes e
catalisadores, além de gerar novas idéias para entendimento dos processos
biossintéticos. Outras areas do conhecimento cientifico, como botéanica,
agricultura, evolucdo, ecologia e taxonomia quimica se beneficiam dos
trabalhos dos quimicos de produtos naturais.

Nos dultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico
envolvendo estudo quimico e farmacolégico de plantas medicinais que visam
obter novos compostos com propriedades terapéuticas. Isto pode ser
claramente observado pelo aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto
em congressos como em periodicos nacionais e internacionais.

O desenvolvimento dos métodos fisicos de andlise tém colaborado para
gue 0s quimicos organicos consigam elucidar estruturas complexas de
constituintes naturais com maior rapidez e propor estruturas para substancias
que até ha pouco tempo eram dificeis de serem identificadas. A cada momento
sdo relatadas na literatura novas moléculas, sendo que a acdo farmacoldgica de
muitas delas s6 é levada em consideracdo apOs anos desta divulgagdo. Como
por exemplo, podemos citar o taxol, a forscolina, a artemisinina e etc. Neste

contexto, a Quimica Organica e a Fitoquimica, aliadas a farmacologia, tém



contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios farmacos, que
atualmente sBo amplamente utillizados como medicamentos”®. Como exemplo
podemos citar a morfina, a emetina, a vincristina, a colchichina e a rutina. Cabe
mencionar que dados da literatura indicam que em 1980 os consumidores dos
Estados Unidos pagaram mais de 8 bilhdes de dolares em prescricdes com
produtos naturais.

A eficacia das substancias naturais ja conhecidas e a necessidade de se
resolver problemas atuais da humanidade tém motivado investimentos para a
avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de seus constituintes.
Uma variedade de substéncias pertencentes a diversas classes de constituintes,
como flavondides, alcaldides, terpendides e ligndides tem sido objeto de
incessantes estudos farmacoldgicos através de testes pré-clinicos com animais®
9 Multas destas substancias tém grandes possibilidades de futuramente serem
incluidas entre os agentes medicinais existentes.

Pode-se citar varias substancias oriundas de plantas consideradas
importantes como agentes medicinais. Entre elas podemos mencionar a
forscolina, obtida de Coleus barbatus, que apresenta promissores efeitos contra
hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores®, a artemisinina, presente em
Artemisia annua, que exerce potente acdio antimalérical’, e o diterpeno
anticancerigeno taxol, isolado de Taxus brevifolia, que apés a sua sintese em
escala industrial, j& se encontra disponivel no mercado farmacéutico,
constituindo-se numa grande esperanca para pessoas portadoras de céncer de
ovario e pulmdes'>®. Entretanto, estudos visando a cura de outros tipos de
cancer e de outras enfermidades com deficiente profilaxia tém avancado

significativamente tanto em termos de produtos sintéticos como naturais. Sob



este aspecto, € importante ressaltar que 0 sucesso das investigacdes na area de
principios ativos naturais depende, principaimente, do grau de interacdo entre a
Botanica, a Quimica e a Farmacologia.

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos especiais,
apenas 0S compostos presentes em maior concentragcdo sS40 geralmente isolados
e estudados pela fitoquimica classica. A andlise de substéncias ativas é muito
mais complexa e longa ja que, geralmente, 0S cOmMpostos presentes em menor
propor¢do na planta sdo o0s que apresentam melhores efeitos biologicos. Por
Isso, tem-se empregado atualmente o sistema de estudo monitorado com testes
especificos com andlise de extratos, posterior fracionamento e finalmente, a
anadlise dos compostos puros. Este tipo de trabalho tem sido feito pelos grupos
que procuram chegar a resultados imediatos para exploracdo com finalidades
especificas e descartam muitos materiais que poderiam ser usados para outros

estudos cientificos.



2. TRITERPENOS ISOLADOS DE Parahancornia amapa

2.1. INTRODUCAO

Entre as espécies que tém despertado maior interesse dos quimicos de
produtos naturais, devido ao uso muito difundido na medicina popular, em
razdo de suas inumeras aplicagdes de cardter terapéutico, estdo as pertencentes
a familia Apocynaceae. Existem cerca de 200 géneros desta familia distribuidos
em trés sub-familias: Apocinoideae, Echitoideae e Plumeroideae. Esta Ultima
contém cerca de 84 géneros, dos quais 30 possuem uma grande quantidade de
alcaldides!®l. Algumas espécies estudadas revelaram, principalmente, a
presenca de terpendides!®??  iridéides glicosiladost®?32°  flavondides
glicosilados® e lignoides®”-?°,

Como exemplo podemos citar o caso das folhas de Nerium oleander
(Apocynaceae), coletada na regido Karachi no Paquistdo, de onde foram
isolados o0 acido oleanderdlico (1) e a kanerodiona (2). Esses triterpenos tem
significativos potenciais farmacolégicos. As fragbes contendo esses
constituintes mostraram-se depressoras do sistema nervoso de ratost®.

A espécie Parahancornia amapa, escolhida para estudo neste trabaho, €
botanicamente muito préxima do género Plumeria e sua quimica ainda é pouco

conhecida. A literatura nos revela apenas um trabalho sobre a quimica do



género Parahancornia®®

. Com o0 objetivo de ressaltar a importancia de se
conhecer a quimica deste género, pode-se analisar as citacbes da literatura
sobre 0s géneros Plumeria e Allamanda.

Em 1983, j& existiam cerca de 210 trabalhos envolvendo o estudo do
caule, folhas e raizes de vérias espécies de Plumeria e Allamanda.

A espécie Plumeria obtusa, uma Apocynaceae da sub-familia
plumerioideae, forneceu vérios triterpendides da sele ursano dos extratos das
folhas?1-22,

A espécie Plumeria alba € largamente utilizada na medicina popular por
vietnamitas, devido a acdo inibitéria do crescimento de bactérias gram positivas
e gram negativas. Estas manifestacbes foram atribuidas ao plumierideo
glicosilado (3)®. Este plumierideo glicosilado (3) foi, também, isolado do
extrato metandlico da casca de Plumeria obtusifolia®!.

Os iriddides isoplumericina (4), plumericina (5), isolados de Nerium
indicum, o cumarato de plumerido (6) e o cumarato de glicosilplumerido (7),
apresentam atividade agicida e bernicida®®?. Outro exemplo importante desta
classe de substéncias é o iriddide alamandina (8), isolado do extrato etandlico
de Allamanda cathartica. Este iridoide apresentou atividade biologica in vivo
contra leucemia P-388 em rato e atividade in vitro contra células derivadas de
carcinoma humano do nasopharnyx (K.B.)%.

A Plumeria rubra € originaria da Indonésia e é utilizada no tratamento
de gonorréia e nas Filipinas corno purgativo e febrifugo. Esta espécie forneceu
trés iridoides: fulvoplumierina (9), alamancina (10) e alamandina (8) além da
quinona, 2,5-dimetoxi-p-benzoquinona (11). Estas substancias sdo constituintes

das fracOes ativas dos extratos de éter de petrdleo e cloroféormico da planta.



Foram isolados também compostos citotdéxicos da fracdo aguosa das cascas de
Plumeria rubra. Esta fracdo forneceu o iridéide plumericina (12) e a lignana,
liriodendrina (13). Estas substancias apresentam atividade citotdxica, aplicadas
a uma linhagem de células de leucemia linfocitica (P-388) de ratos, e em varios
tipos de células cancerigenas humanas (seios, colon, fibrosarcoma, K.B.). Os
iridoides 15-dimetil plumierideo (14), plumierideo (3), o-alamancidina (15), B-
alamancidina (16) e 13-O-trans-cumarato de plumierideo (6) foram
identificados como o0s constituintes inativos do extrato®>. O irid6ide
fulvoplumierina (9), isolado de Plumeria rubra, demonstrou potencial atividade
no sistema de HIV-1RT (ICs, 45; mg/mL)%,

Outro género préximo ao estudado é o Himatanthus. A literatura revela
apenas 6 trabalhos sobre o estudo quimico de suas espécies!®3+3740 Da espécie
Himatanthus phagedaenica foi isoladas uma mistura de triterpenos acetilados
das séries oleonano, ursano e lupano, além do [-sitosterol e trés lactonas
sesquiterpénicas iridoidais (plumiericina, aamandina e isoplumericing). Do
extrato agquoso acetilado foram isolados dois iridoides glicosilados, octa-O-
acetil glicosil cumarato de plumierideo (17) e penta-O-acetil glicosil
plumierideo (18) e uma mistura de acetato de sacarose acetilada (19).

As citacBes acima revelam a importéncia de se conhecer a quimica de
espécies da sub-familia Plumeroideae, principalmente os géneros proximos a
Plumeria, Allamanda e Himatanthus.

Como objetivo deste trabalho desenvolvemos o estudo quimico de
diferentes partes de. P. amapa (Huber) Ducke (Apocynaceae) a fim de ampliar
0 conhecimento da quimica desta espécie. Esta € arborea, ocorre na regido

amazbnica e é comum no Estado do Amapa, onde é conhecida como



amapazeiro. As cascas do caule e o latex desta espécie tém sido utilizados na
medicina popular local como ténico e anti-sifilitico®>. Em um estudo quimico
prévio dos extratos menos polares da casca e latex desta planta foram isolados
triterpenos  pentaciclicos: lupeol, o-amirina e [B-amirina, fridelina, seus
derivados acetilados, &cidos aliféaticos e éster 3-O-acil-lupeol®®. Neste trabalho
descrevemos o isolamento de oito ésteres (3-O-acil-lupeol) além do sitosterol,
estigmasterol, sitosterona e dos triterpenos citados anteriormente. Os ésteres

estdo sendo registrados pela primeira vez na literatura.
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22. A PLANTA E SEUS CONSTITUINTES

2.2.1.Aspectos boténicos da familia Apocynaceae

A familia Apocynaceae é por natureza interessante sob varios pontos de
vista. Ela fornece madeira, flores, gomas elasticas e, no interior do Brasil, d&o
frutos como a mangaba, mucugé e pequia.

Os representantes desta familia apresentam o porte variando desde as
menores ervas e cipds até as mais frondosas arvores.

Antes do botanico Tournefort, quase todas as plantas produtoras de latex
eram incluidas indistintamente na designacdo de Apocynum, originario da
palavra grega "AOKUYOY" dada a uma planta da Grécia utilizada no
envenenamento de cdes selvagens e outros animais. Este grupo abrangia
indistintamente as familias Asclepiadaceae, Euphorbiaceae e Apocynaceae.
Coube a Tournefort fazer a primeira separacdo em trés entidades genéricas,
apesar de multas Euphorbiaceae serem retiradas deste grupo, principalmente as
de género Euphorbia.

Em 1759, B. de Jussieu admitiu a existéncia da familia Apocynaceae sob
o nome de Apocina, compreendendo também as Asclepiadeae. Neste tempo, 0s
géneros de Apocynaceae estavam dispersos em Sapoteae, Mursineae, entre
outros.

Em 1810, Robert Brown estabeleceu os rudimentos fundamentais para a
classificacdo da familia Apocynaceae, separando-a das Asclepiadaceae, com o
nome de Apocyneae.

Finalmente, em 1836 coube a Lindley empregar pela primeira vez o

nome Apocynaceae que permanece em uso até a presente data.



2.2.2. Caracteres gerais da Familia®

Inflorescéncia : multivariada : freguentemente em racemos modificados,
cimos, particularmente dicasios escorpidides - cincinus, decasios, helicoidais,
racemos, tirsos, dicacios agregados, paniculas e corimbo.

Posicédo variada : lateral, axilar ou terminal.

Flores : actinomorfas, gamopétalas, heteroclamideas, hermafroditas,
pentameras, freqiientemente coloridas e vistosas.

Caélice : gamossépalo, via de regra 5 partid, lacinios iguais ou desiguais,
geralmente imbricados, com ou sem escamas na base da face interna.

Escamas quando presentes, opostas, alternas ou indefinidamente
distribuidas; calice geralmente caduco, podendo ser, porém, persistente.

Corola : tipicamente gamopétala, geralmente hipocrateriforme ou
infundibuliforme, raramente campanulada, 5 partida, 5 fendida ou 5 lobada, na
pré-antese contorta, com lacinios sinistrosos ou dextrorsos.

Abertura superior do tubo da corola muitas vezes com listras
longitudinais no tubo; face interna do tubo glabra ou pilosa.

Estames : 5 inseridos em diversas alturas no tubo da corola: na base, na
parte média e na parte superior, anteras, geralmente formando um cone, livres
ou soldadas ao estigma.

Totalmente férteis ou parciamente estéreis, introrsas de vérias formas:
sagitadas, ovais, oblongas, polen granuloso em gréos separados ou grupados
em tétrades, filetes curtos ou quase nulos, livres, glabros ou pilosos na face

interna.
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Estigmas : de formas variadas. fusiforme umbraculiforme, pentagonal-
sub-gloquidiano, pentagonal-umbraculiforme, pentagonal-fusiforme, capitado; o
apice pode ser inteiro ou bicuspide; e a base € muitas vezes, membranaceae;
estilete filiforme, geralmente fendido na base.

Ovario :sUpero, 2 carpelar, apocarpo ou sincarpo.

Por excecéo infero ou sub-infero; ovulos em numero variavel: poucos ou
muitos.

Disco : geralmente presente.

Outras vezes pouco distinto ou nulo, quando presentes, pode ser livre ou
concrescido com o0 ovério, ou mais ou menos 2-5 lobado. 2 alternando com os
carpelos ou 5 lobado, carnoso ou membranéceo.

Fruto : variado, geralmente foliculo, em numero de dois menos
freqlentemente baga, raramente capsula ou drupa.

Sementes : geralmente compridas lateralmente, aladas; com pincel de
pélos no &pice, ou sem esse carater; totalmente pilosa ou glabra.

Folhas : geralmente opostas e descussadas, menos freqientemente
alternas mais raramente verticuladas, simples, inteiras, raramente com o limbo
peltado, muito raramente dimorfas sobre a mesma planta.

Estipulas : ausentes.

(Ou muitas vezes substituidas por glandulas intrapeciolares em ndmero
variavel).

Porte : ervas sub-lenhosas, sub-arbustos eretos, arbustos escandentes,

arbustos e arvores, usualmente com latex, nunca parasitas.
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2.2.3. Caracteristicas da espécie P. amapa (Huber) Ducke

Parahancornia amapa é uma espécie arborea, podendo atingir 10-15 m
de altura, sendo nativa da regido amazonica. E fregiiente nos Estados do Parti e
Amapa onde é conhecida como amapazeiro. As cascas e 0 latex sdo usados
pelos nativos como ténico e anti-sifilico®.

Botanicamente esta espécie é classificada como:

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophiton
Classe Magnoliatae
Sub-classe Asteridae

Ordem Gentianales

Familia Apocynaceae

Género Parahancornia

Espécie P.amapa (Huber) Ducke
Denominacgdo Vulgar Amapazeiro

2.2.4. Constituintes quimicos isolados das cascas e do latex de P. amapa em
trabalho anterior?.
O estudo fitogquimico realizado com as cascas desta espécie forneceu o
acido 3-hidroxi-tetraeicosandico, fridelina, os triterpenos 4, 5 e 6, 0s ésteres 3-
O-acil-lupeol: 10E, 10G, 10I, 10J, 11B, 11C, 11D, 11E, 12C e 12D e o éster
3-hidroxi-tetraeicosanoato de metila (11d). O latex forneceu os triterpenos

lupeol, a-amirina e B-amirina (4, 5 e 6) e seus derivados acetilados 7, 8 e 9.
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2.2.5. Constituintes quimicos isolados da raiz e do tronco de P. amapa
neste trabalho
O fracionamento cromatografico da madeira e da casca da raiz desta
planta forneceu os triterpenos isolados anteriormente (4, 5, 6, 7, 8, ¢ 9), além
do estigmasterol (1), sitosterol (2), sitosterona (3) e dos ésteres 3-O-acil -
lupeol: 10A, 10B, 10C, 10D, 10F, 10H, 11A, 12A ¢ 12B quc cstdo sendo
registrados pela primeira vez neste género. Os ésteres 10A, 10B, 10C, 10D,

10F, 10H, 11A e 12A estdo sendo registrados pela primeira vez na literatura.

HO HO 2
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Isoladas anteriormentezo.
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11A:n =14
11B :n; = 16
11C:n; = 18
11D :n; =20
11E : ny = 22

10A:n=14
10B:n=16
10C:n=18
10D:n=19
10E : n=20
10F :n=21
10G :n =22
10H . n=23
101 :n=24
10J :n=26

12A:m =19
12B: np =20
12C:m =14
12D:m =16
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2.3. DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS DE P. amapa

2.3.1. Determinacdo estrutural de PARH-12 ( 1+2 )

O espectro de IV (Figura 1, padg. 90) revela a presenca de bandas de
absorcdo para grupos hidroxila (3347 cm’l, estiramento O-H), para
grupamentos C-H (2944 cm?, estiramento CH, CH,, CH,) e para ligagdo dupla
di e tri-substituida (1640 cm™ ,estiramento C=C ); (944 e 914 cm?, .

O espectro de RMN 'H (Tabela 1, péag.19; Figura 2, pag.91) revela
sinais correspondentes a hidrogénios olefinicos em 5,32 (si) e 5,09 (m), sinal
correspondente a hidrogénios carbindlicos em 3,50 (m). Estes dados aliados as
feicdes dos sinais em 0,65 (s), 0,98 (s) e a série de sinais entre 0,80 & e 0,98 &
estdo de acordo com a mistura de esterdides. Levando em consideracdo as
observacOes anteriores e os deslocamentos quimicos dos carbonos olefinicos
6y 121,7, 129,2, 138,3 e 5. 140,7) e dos demais sinais presentes no espectro
de RMN C (PND, Figura 3, pag. 92) pode-se propor a mistura de
estigmasterol e sitosterol. A comparacdo dos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos (Tabelas 1 e 2, pags. 19 e 20) de PARH-12 com os
padrdes da literatura®*#?serviu para confirmar as estruturas destes esterdides

(1 e 2) para PARH-12.
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26

(DA 5 (6), 22 (23) = Mod.]
2)A 5 (6) = Mod.2

Tabela 1 : Comparagio dos dados de RMN de 'H (200,13 MHz, CDCl;)
de PARH-12 ( 1+ 2) com os padrdes da literatura’® 4" #? ( Mod.1

e Mod.2).

H 1+2 Mod.1 Mod.2
5,32 (m) 5,35 5,35

22 5,15 (dd) -

23 5,09 (m) 5,01 -

3 3,50 (m) 3,52 3,52

19 0,98 (s) 1,01 1,01

21 0,98 (s) 1,02 1,02

26 0,85 (d) 0,84 0,83

29 0,80 (sl) 0,80 0,84

27 0,80 (sl) 0,79 0,81 (d)

18 0,65 (sl) 0,69 0,68
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Fabela 2 : Comparagdo dos dados de RMN de *C (50,3 MHz, CDCl; ) de
PARH-12 (14+2) com os padrdes da literatura®” *' (Mod.1 e Mod.2).

0 ¢ 0 ¢ 0 ¢ 0 ¢

C 1 2 Mod.1 Mod.2
1 37.2 37,2 37,2 37,24
2 31,6 31.6 31,6 31,61
3 71,7 71,7 71,78 71,78
4 422 42,2 42,3 42.8
5 140,7 140,7 140,7 140,71
6 121,7 121,7 121,7 121,72
7 31,8 31,8 31,9 31,89
8 31,8 31,8 31,9 31,82
9 50,0 50,0 50,1 50,11
10 36,4 36,4 36,5 36,48
11 21,0 21,0 21,1 21,07
12 39,7 39,7 39,7 39,77
13 422 42,2 42,2 42,28
14 56,7 56,7 56,8 56.75
15 24,2 24,2 24,4 24.28
16 28,7 28.2 28,9 28,24
17 55,9 56,7 55,9 56,04
18 11,9 11,8 12,0 11,85
19 19,3 19,3 19,4 19,40
20 40,5 36,4 40,5 36,12
21 21,0 18,9 21,2 19,02
22 1383 33,8 138,3 33,92
23 129,2 25,9 129,2 29,13
24 51,2 45,7 51,20 45,80
25 31,8 28,9 31,90 26,06
26 21,0 19,3 21,10 18,77
27 21,0 i9,8 19,00 19,80
28 25,4 23,0 25,40 22.04

29 11,9 11,9 12,3 12,3




2.3.2. Determinacdo estrutural de PARH-10 (3+4+5+6)

O espectro de IV (Figura 4, pag. 93) apresentou banda de absor¢do em
3450 cm? sugerindo a presenca de grupo hidroxila (vop). As bandas existentes
em 2980 cm? (ve,), 1460 e 12170 cm? (8., correspondem as absorcdes de
CH, CH, e CH, (Tabela 3, pag. 23).

As substancias B-amirina (6), a-amirina (5), lupeol (4) e sitosterona (3)
foram reconhecidas na mistura pela andise de dados espectrais de RMN H e
13C 1D e 2D. Os espectros de RMN *H (Figuras 5, 5a, 5b e 5c, pags. 94 a 97)
mostram sinais correspondentes a grupos metila ligados a carbono sp® [8 0,7 a
1,4 (3-6)] e a carbono sp? [8c 1,60 (3H-30 de 4)], de hidrogénio carbindlico
metinico [& 3,20 ( Hg-3 de 4-6) ], de hidrogénios olefinicos em &y 5,18 ( m, H-
12 de 6), 513 ( m, H-12 de 5 ), 4,65 (s, H-29a de 4), 4,50 (s, H-29b de 4) e
573 (s, H-4 de 3). A comparacdo dos espectros de RMN *3C totalmente
desacoplado (Figuras 6, 6a e 6b, pags. 98 a 100) e DEPT (Figuras 7 e 7a,
pags. 101 e 102) permitiu identificar os sinais representantes de &omos de
carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e quaterndrios. Os deslocamentos
quimicos dos carbonos em &, 1450 e 123,7, 139,5 e 124,3, e 150,9 (C) €109,2
(CH,) atribuidos a atomos de ligagbes dupla sdo compativeis com triterpenos
pentaciclicos das séries oleaneno, urseno e lupeno. Esta deducéo foi baseada na
localizacdo da ligacdo dupla em C-12 e C-13 nas séries oleaneno e urseno cuja

diferenca no deslocamento quimico € consequéncia do efeito y de protecdo do

CH,-30 sobre o carbono 13(\ &= 1450 - 1395 = 55 )*. Assim os valores

8. 145,0/123,7 representan carbonos sp? do oleaneno e  139,5/124,3 sdo


stan

stan

stan
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dos carbonos sp? do urseno. A presenca de lupeol é proposta devido aos sinais
do grupamento vinila em 150,9 (C)/109,2 (CH,). Destacam-se também os
valores o, 199,7, 171,8 (C) e 121,6 (CH) atribuidos & presenca de uma enona.
Estas deducbes e comparacdo dos valores dos deslocamentos quimicos com
modelos da literatura™, e os picos presentes no espectro de massas (Figura 8,
pag. 103; Esquema 1, pag. 28) sdo compativeis com a B-amirina (4), a-amirina
(5) e lupeol (6) ja isolados anteriormente do latex desta espécie®.

A presenca da estigmast-4en-3-ona (3) foi sugerida pelos dados
revelados acima e pela comparacdo do espectro de massas (Figura 9, pag. 104)
obtido para o componente em PARH-10 e comparagdo com 0 espectro padréo
(Figura 9) desta substancia (Esquema 2, pag. 29). As tabelas 4 e 5 (pags. 24 e
25) mostram os deslocamentos quimicos de hidrogénios e dos carbonos destes
componentes comparados com valores da literatura®™.

A presenca destes componentes na mistura foi confirmada pela andlise
dos espectros 2D [HMQC (Figura 10, pag. 105) e HMBC (Figura 11, pég.
112)] que permitiram confirmar as ligagBes carbono-hidrogénio a uma (YJq),
duas () e trés (3Joy) ligaches nas estruturas propostas (Figuras 10a a 10f;
11a a 11f) (pags. 106 a 111 e 113 a 118) (Tabelas 6 e 7) (pags. 26 e 27).

O espectro de massas de (3) (Figura 9) apresentou 0 pico correspondente
ao fon molecular (M*) em m/z 412 daltons, além de picos relativos aos
fragmentos em m/z 370, 327, 289, 229, 124 e 187 entre outros (Esguema 2,
pag. 29).

Do espectro de massas (Figura 8, pag. 103) que apresentou 0 pico
correspondente ao fon molecular (M*™) em m/z 426 daltons ( 4 + 5 + 6 ) pode-

se destacar os fragmentos de m/z 411, 218 e 189, entre outros, (Esquema 1,
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pag. 28) que sdo comuns para triterpenos pentaciclicos com ligacdo dupla no

C-12.

Tabela 3 : Dados de infra-vermelho (1V) de PARH-10 (3+4+5+6).

v KBr o (em ™) ATRIBUICOES
3450 Vo-il
2980 ve-n (CH,CH, ,CHy)
2950 ven (CH,CH, , CHy)
1460 dc-n (CHy)
1370 dciis
1675 V-0 (conjugada , 3)

1640 Ve-ge (conj.comC=0,3)
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Tabela 4 : Dados de RMN de 'H (200,13 MHz ) de PARH-10 (4 + 5 + 6)

em CDCIl; e TMS como referéncia interna.

4 6 5

H d H O u dn
01 1,63 1,63 1,63
02 1,70 1,70 1,50
03 3,40 (m) 3,40 3,40
04 - ; -

05 0,72 (m) 0,72 0,72
06 1,47 /1,54 (m) 1,47 /1,54 1,47 /1,54
07 1,47 (m) 1,26 (m) 1,26 (m)
08 - - ;

09 1,24 (m) 1,42 1,42
10 ; ; ;

i 1,44 1,00 /1,13 1,00/ 1,13
12 - 5,2 (m) 5,10 (m)
13 1,64 - i

14 - - i

15 - - 1,30
16 - - -

17 - - .

18 2,28 (m) - i

19 2,35 (m) 2,35 (m) 1,40
20 - - .

21 - - .

22 1,38 (m) - 1,40 (m)
23 0,94 (s) 1,05 () 1,02
24 0,82 (s) 0,82 (s) 1,02
25 0,77 (s) 0,94 (s) 0,82
26 0,92 (s) 1,00 (s) 0,77
27 0,82 (s) 0,84 (s) 0,99
28 0,75 (s) 0,95 (s) 1,02
29 4,50 (s1) ; 4,70 (sl) 0,88 (s) 0,85 (d)
30 1,67 (s) 0,99 (s) 1,00 (d)
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Tabela 5 : Comparagio dos dados de '*C (50,3 MHz, CDCl; ) de PARH-10

(4 +5+6)com os padrdes da literatura®**,

lupeol 4 B-amirina 6 o-amirina 5

C 0 ¢ d ¢ d ¢ d ¢ 0 ¢ 0 ¢

01 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7 38,7
02 27.4 27.4 27,3 27,3 27,2 27,2
03 78,9 79,0 79,0 79,0 78,3 79,0
04 38,8 38.8 38.8 38.8 38,7 38,7
05 55.3 55.3 55,3 55,3 552 55,2
06 18,3 18,3 18,5 18.5 18,3 18,3

07 34,2 34,3 32,8 32,4 32,9 32,9
08 40,8 40,8 38,8 38,9 40,0 40,3

09 50,4 50,4 47,7 47,7 47,7 477
10 37,1 37.1 37,6 37,1 36,9 36.4
11 20,9 20,4 23,6 23,6 23.3 23.3

12 25,1 25,1 121,8 121,7 1243 124.4
13 38,0 38,0 145,1 - 139,3 139,0
14 42.8 42.8 41,8 40,8 42,0 42,8
15 27,4 27,4 26,2 25,1 28,7 28,7
16 35,5 35,5 27,0 27,3 26,6 26,0
17 43,0 42.9 32,5 32,5 33,7 33,7
18 48,2 48,3 474 47,9 58.9 59,0
19 47,9 47.4 46,9 46,8 39,6 39.6
20 150,9 150,9 31,1 31,0 39,6 39,6
21 29.8 29,8 34,8 34,2 31,2 31,2
22 40,0 39,9 37,2 37,2 41,5 41,5
23 28,0 28,0 28,2 29,1 28,1 28,1

24 15,4 15,4 15,5 15,6 15,6 15,9
25 16,1 16,1 15,6 15,6 15,6 15,6
26 15,9 15,4 16,9 16,8 16,8 16,8
27 14,5 14,5 26,0 26,0 23,3 23,5
28 18,0 17,9 284 28,1 28,1 28,1

29 109,3 109,3 33,3 333 17,4 17,4

30 19,3 19,3 23,7 23,5 21,3 21,3
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Tabela 6 : Alguns dados de RMN 2D (HMQC ¢ HMBC) usados para
confirmar a presenga de 3 na mistura.

HMQC HMBC
C O c On H On
3 200,0 - - -
4 123,0 5,72 (s) H-6 2,28
5 170,0 - H-6 2,28
2 33,7 2,30 H-4 5,72
10 399 - H-4 5,72
6 34,8 2,28 - -
1
2 fo
; / N 6
073 \Q
H H H
7
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Tabela 7 : Algumas intera¢des observadas no espectro 2D da mistura de 4, S e
6 que permitiram confirmar a localiza¢do da ligacdo dupla e do
grupo hidroxila nas estruturas propostas.

HMQC HMBC

Componentes C d ¢ S n H dn

4,5,6 23 28,0/29,1/28,1 0,84/1,05/1.02 3 3,20

4,5,6 24 15,4 0,77 /0,82 3 3,20
5,6 14 40,8 /42,8 - 12 5,12/5,18
5,6 18 47,9 2,35 12 5,12/5,18

4 20 150,9 - 30 1,67

4 29 109,3 4,56 /4,70 30 1,67

4 18 48,3 2,28 19 2,35

4 12 25,1 1,70 18 2,28

5+6
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(4+5+6)

MT 426

m/z 203

— +

m/z 218 m/z 203

Esquema 1: Interpretacdo do espectro de massas de PARH-10 (4+5+6).



[¢]

Mt412

m/z 370
m/z 123
+
| m/z 289
0%
m/z 229
+.
m/z 288 ]
__l__' P> H
0
m/z 124
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\/
H
()/ #
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4.
~—

),

0
m/z 327

Fsquema 2 : Interpretagdo do espectro de massas de PARH-10 (3).



2.3.3. Determinacdo estrutural da PACRH-A (7+8+9)

PACRH-A ¢é constituida de terpenos semelhantes aos identificados na
fragdo PARH-10. Esta deducdo foi baseada na andlise dos dados de IV (Figura
12, pag. 119), RMN H (Figura 13, Tabela 9; pégs.120 e 31) e RMN 3C (PND
e DEPT) (Figuras 14 e 15; pags.121 e 122 ) (Tabela 10, pag. 32). Os espectros
de RMN ¥C [DEPT (6= 135 e 90°)] permitiram identificar os carbonos
quatern&rios (C), metinicos (CH), metilénicos (CH,) e metilicos (CH;) e
confirmar a mistura de triterpenos. A unidade de acetato foi identificada com
base nos sinais de estiramento de C=0 (1735 cm?) e C-O-C (1247 cm) de
ésteres (Tabela 8, pag. 31) presentes no espectro de IV e nos sinais de
deslocamento quimico do grupo metila de acetato (64 2,00, s) e do
deslocamento do hidrogénio H-3 em [dy 4,43 (m)] e compativel com
hidrogénio carbindlico sob o efeito retirador de elétrons de grupo acetato.

A comparagdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos com valores
descritos na literatura para o acetato de lupeol (7), acetato de a-amirina (8) e
acetato de B-amirina (9) (Tabela 10, pag. 32) revelou estarem de acordo com as

estruturas destes triterpenos na mistura ja isolada do latex e casca desta

espécie?’.

AcO

8: Ry~ CH3;Rp=H
7 9: R =H:Ry; CH;y
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Tabela 8 : Dados de infra-vermelho (IV ) DE PACRH-A (7 +8+9).

v P e (em ™) ATRIBUICOES
3073 V=
2942 v ¢y (CH; CH, ; CHy)
2869 vey (CH; CHy ; CHy)
1735 V (- (éster)
1641 V (=
1370 dcen (CHy)
1247 V c.o.c (acetato)
978

8 cn (-CH=CH,)

Tabela 9 : Dados de RMN 'H (200,13 MHz )de PACRH-A (7 +8+9)
obtidos em CDCl; e TMS como referéncia interna.

Su H SUBSTANCIA

5,14 (m) H-12 8+9

4,64 (s) H-29° 7

4,53 (s) H - 29° 7

4,43 (m) H-3 7+8+9

2,35 (m) H-19 7

2,00 (s) Ac 7+8+9

1,64 (s) H;C-30 7
0,99;0,93;0,81;0,75 -CH, 7+8+9

(varios singletos )
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Tabela 10 : Dados de RMN de '*C (50,3 MHz ) de 7 + 8 + 9 obtidos através dos

espectros totalmente desacoplados (PND) e DEPT (6 : 90 e 135" ) em
CDCl; e TMS como referéncia interna.

C acet. de 7 B -amirina o -amirina 8 9
lupeol”’ 39 39
1 38.6 38.3 38,7 38,7 38,3 38,3
2 23,6 23,7 27,2 27,2 27.4 27.4
3 80,7 80,9 79,6 79,6 80,9 80,9
4 37,7 37,8 38,7 38,7 38,3 38.3
5 55,3 55.3 55,1 55,1 55.3 55,3
6 17,9 18,2 18,3 18,3 18,2 18.2
7 34,2 34,1 32.8 32,8 32,8 32.8
8 40,8 40,8 39,9 39,9 39.6 39,6
9 50,3 50,3 47,7 47,7 47,9 47.9
10 36,9 37,0 36,9 36,9 37.0 37.0
11 20,6 20,9 23,6 23,6 23,7 23,7
12 26,5 25,0 124.,4 121.6 1243 121,6
13 37,9 38,0 139.6 145.,2 139,6 145,2
14 42.7 42,7 42.0 41,7 42.8 41,5
15 27,4 27,4 28,7 26,1 28,7 26,1
16 35.5 35,5 26,6 26,9 26,5 26,9
17 42.8 42,9 33,7 33,7 34,0 34,0
18 48.2 48,2 59,0 47,6 59,0 47.5
19 479 47.9 39,6 46,7 39,6 46,7
20 1504  150,8 39,6 31.1 39.6 32.5
21 290.8 29,8 31,2 34,7 32,5 34,7
22 39,9 39,9 41,5 37.1 41,5 37,0
23 28.0 27,9 28,0 28.4 279 28,7
24 15,9 16,5 15,7 15,6 15,9 15.9
25 16,1 16,1 15,7 15,7 16,1 16,1
26 16,5 15,9 16,9 16,9 16,5 16,5
27 14,5 14,5 23,3 26,1 23.7 26,1
28 17.5 18.0 28,1 28.8 279 28.7
29 109.3 109,4 23,3 23.4 23.3 32.8
30 19.2 19,3 21,4 23,6 21,3 23,7
H3 -CO 21,2 21,3 - - 21,3 213

H3C- O 170,4 170,9 - - 170,9 170,9
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2.3.4. Determinacédo estrutural de PACRH-1 (10 + 11 + 12)

O espectro de IV (Figura 16, pag. 123) apresentou banda de absorcéo
para grupo hidroxila em 3505 cm®. Uma banda de absorcdo forte em 1729 cm?
sugere a presenca de carbonila de éster (Tabela 11, pag. 41).

A presenca da mistura dos ésteres 3B-O-acil lupeol (10 + 11 + 12) foi
reconhecida pela andlise dos espectros de 1V, RMN H e RMN 3C (PND e
DEPT) e comparagdo com dados da literatura®.

O espectro de RMN H (Figura 17, Tabela 12; pags. 124 e 42) revela a
presenca de singletos correspondentes a sete metilas sendo que uma delas (8,
1,64) é atribuida a metila ligada a carbono sp?. Também foram observados
dois singletos largos em oy 4,53 e 4,64 correspondentes aos sinais dos
hidrogénios vinilicos. A comparagdo dos espectros de RMN C PND (Figura
18, pag. 125) e DEPT (Figura 19, pag. 126) permitiu identificar os sinais de
carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e quaternérios (Tabela 13, pég. 43).
Além dos sinais de CH semelhantes aos valores (6. = 37,8; 42,9; 47,9; 48,2
55,4), os trés sinais de CH carbindlicos (6. = 68,2; 80,1 e 81,4) foram
atribuidos a0 C-3 da unidade triterpénica e ao C-3'da unidade atila O
multipleto em o, 4,50 € atribuido ao deslocamento quimico do hidrogénio H-3
desprotegido devido a presenca do grupo acila ligado a este carbono. A
comparacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios (Tabela 12, pég. 42)
e domos de C (Tabela 13, pég. 43) do lupeol registrado na literatura®® com os

valores de PACRH-1 confirmaram a proposta dos ésteres acil-lupeol.



Os valores de 6. CH; CH, e de carbonila de ésteres estdo de acordo
com aunidade acila correspondente as substancias 10 e 11.

O é&cido 3'-hidroxi proposto para 11 foi confirmado através da atribuicéo
inequivoca dos deslocamentos quimicos de hidrogénio (Figura 49, Tabela 12 ;
pags. 159 e 42) e carbono-13 (Tabela 13, pag. 43) apds analise dos espectros
totalmente desacoplado (Figura 50, padg. 160), DEPT (Figura 51, pag. 161).

Para definir-se o tamanho da cadeia da unidade de &cido dos ésteres
presentes na mistura fez-se a hidrolise alcalina (Figura 20, pag. 127) e posterior
metilacdo (Figura 21, Esquema 7; pégs.128 e 59) para obter-se os ésteres
metilicos de cada unidade de 10 e 11. Esta mistura de eésteres metilicos foi
analisada em um sistema CG-EM. O cromatograma resultante da segunda
andlise (Figura 22, pag. 129) forneceu uma série de picos cujos Tempos de
Retencdo e percentagem dos principais componentes estdo relacionados na
Tabela 14 (pag. 44). Obteve-se, 0 espectro de massas para cada componente
(Figuras 23 a 39; pags. 131 a 147) cuja andlise dos principais picos permitiu
deduzir a natureza da unidade acila. A natureza dos acidos de cadeia longa néo
hidroxilada (10) e 3'-hidroxi (11) foi deduzida pela presenca de picos
caracteristicos e o tamanho da cadeia correspondente a cada componente na
mistura foi deduzido pelo valor do M*, M™+1 ou M* -18 (Tabela 14).

As unidades correspondentes a 10 foram deduzidas com base nos
fragmentos propostos para os picos de m/z 143, 87 e 74 (Figuras 23, 24, 26,
27, 29, 30, 32, 34, 36 e 39; pag. 131, 132, 134, 135, 137, 138, 140, 142, 144 e
147) (Tabela 14) e nos valores de M™ pela relagdo:

15+16+28+14n+15 = M™ — 74+14n = M™ . n = (M™ -74)/14.
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10
0

. |
1 \M)\
)lo\ <N 0CH3
OCH3
m/z

m/z 74 87 143 171 199 227 255 283
n=1 5 7 9 11 13 15

Com esta analise identificou-se os componentes da mistura de ésteres

metilicos e deduziu-se as estruturas dos ésteres 3-O-B-acil-lupeol (10A a 10J).

(6]

|
\M%\()cm

n
10A : hexadecanoato de lupelila 14
10B : octadecanoato de lupelila 16
10C eicosanoato de lupelila 18
10D : heneicosanoato de lupelila 19
10E : docosanoato de lupelila 20
10F : tricosanoato de lupelila 21
10G : tetracosanoato de lupelila 22
10H : pentacosanoato de lupelila 23
101 : hexacosanoato de lupelila 24

10J : octacosanoato de lupelila 26
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As unidades correspondentes a 11 (B-hidroxi-acido) foram deduzidas
com base nos fragmentos propostos para os picos de m/z 103 (100%) (Figuras
25, 28, 31, 35 e 38; pags. 133, 136, 139, 143 e 146) e nos valores dos picos
que podem ser atribuidos a fragmentos que permitiram deduzir o tamanho da

cadeia acilica.

11
U OH OH 0 7
= !K/J\ \/\)\
OCH; = OCH;, n X OCH;
m/z 103
n m/Z_
) 14 296
M 16 324
H0 18 352
1\/ 20 380
JbCHg, 22 408
O\\c
Wn/ \(\))/\v\
F n m/z 10
CH30H 18 321
0 349 m/z 207
-
—» O=(C=(C=C¢(
o
m/z 376
n=22

Foram identificados cinco constituintes de 11. A identificacdo de cada

componente esta descrita a seguir :



=11A:
a) O valor do pico m/z 296 é compativel com a estrutura abaixo :

0 - A
\%\J\OCPB m(/z 2)96

b) A proposta acima € confirmada pelo valor de m/z 281 [296 (A)-15].

c) O pico base de m/z 103 (pagina anterior) € compativel com o sistema B-
hidroxi-éster que, aliado as dedugdes anteriores permite sugerir a estrutura
do p-hidroxi-octadecanoato de lupelila para 11A.

d) O valor M™ 314 n3o foi observado. Entretanto a ordem de eluicdo dos

constituintes de 11 na coluna de gas justifica esta proposta. O t, de 11A

(n=14) é menor do que o t, de 11B (n=16).

=11B e 11E:
a) Os valores de m/z 324 para 11B e 408 para 11E sdo compativeis com as

estruturas B e E apresentadas abaixo :

_ CH30H o 1 1o
—1 N
0=C=C=C —L+ . . —i—+
7 n OCH;
m/z m/z
B: 292 (n—16) B:324(n16)
E’: 376 (n=22) E : 408 (n=22)

b) Os picos em m/z 292 e 376 correspondem a (B e E) -32u. ou seja B'e E'.

c) O pico base em m/z 103 justifica a estrutura p-hidroxi. Portanto 324 e 408
s30 os picos referentes a M*-18.

d) Destas observacbes propds-se as estruturas do [-hidroxi-eicosanoato de

lupelila para 11B e B-hidroxi-hexacosanoato de lupelila para 11E.



=11C e 11D:
a) Raciocinio semelhante ao caso anterior foi aplicado para os valores de m/z

321,352 observados no espectro de 11C e 349, 380 observados no espectro

de 11D.
C ~F *—'— OCH;
n
18: C: 321 C:352 (M+ 18) n-=18:370
20: D 349 D:380(M -18) n-20:398

b) Estas observagdes permitiram propor as estruturas do [3-hidroxi-
docosanoato de lupelila para 11C e [-hidroxi-tetracosanoato de lupelila

para 11D.

As propostas das unidades acila tipo 12 (B,o-didroxi- acido) foram feitas
com base nos picos de m/z 115 e 97 (Figuras 33 e 37, pags. 141 e 145) (Tabela
14). Os eésteres 12A e 12B ndo tinham sido identificados anteriormente nos
espectros de RMN devido a baixa percentagem destes componentes na mistura.
A seguir sdo feitas as observagbes sobre o comprimento da cadeia da unidade

acila destes componentes :

=12A:

OH
m/z 115



39

A estrutura 12A foi proposta através dos picos em m/z 97, 115 e 148 e
do valor de M™ +1 = 429 (esguema abaixo). A diferenca 428 - 148 = 280
corresponde a 20 x 14u. O fragmento A' € confirmado pelo pico m/z 282 (B).
A unifo de A' com A (m/z 148) fornece 12a correspondente a estrutura do 3,5-

diidroxi-pentacosanoato de lupelila para 12A.

0 OH OH_‘ 0O OH  OH ] -1
J AT e o g
H3CO H3CO 9 20
12a B
m/z 148 \(\/);\ +e m/z 282
(A) M +i

m/z 280
(X)

0
A
Hp0, HO, H3C

\(*/)/\/\ V\/\
18 ( 10
V m/z 207

6
12B:

Os picos presentes no espectro de massas (Figura 37, pag. 145) nédo
permitem propor com seguranca a estrutura deste componente. Entretanto o
valor de m/z 406 é compativel com o hexacosa-2,4-dienoato de metila. Os
picos em m/z 97 e 115 permitem propor a estrutura 12b como 3,5-
diidroxihexacosanoato de metila. Destas observacbes propde-se, sem muita

seguranca a estrutura do 3,5-diidroxihexacosanoato de lupelila para 12B.

o 1

|
V\\/\)\OCH_}

20
m/z 406



Para confirmar a posicdo da hidroxila em 3' na unidade acila de 11 fez-
se as reacBes de oxidacdo com PCC (Figuras 40, 41, 42, 42a e 42b; pags. 148
a 152) e de acetilacdo desta substancia (Figuras 43 a 45 ; pags. 153 a 155). As
estruturas dos produtos 11-OXl e 11-Ac foram confirmadas através da
interpretacdio dos espectros de RMN 'H (Figuras 40 e 43) e 3C (1D: PND e
DEPT); 2D: H, C COSY (11-OXI: Figuras 41, 42, 42a e 42b) (11-Ac:
Figuras 44 e 45) (Tabela 15, pég. 49). Os sinais do carbono carbonilico em &
202 e do metileno em &; 49,2 e oy 3,4 (S) confirmaram o produto como Sendo
11-OX1 . Os sinais do grupo acetato [dy 1,99 (s) do H-3'em campo mais baixo
[0y 5,15 (quinteto)] e do C-3' (86 70,7) confirmaram a formacdo do derivado
acetilado.

Os sinais adicionais no espectro de RMN 'H (Figura 40) e de RMN *C
(Figuras 41, 42, 42a e 42b) (Tabela 15) do produto de oxidagdo de 11 revelam
a presenca do enol resultante do equilibrio ceto-endlico no sistema 13-
dicarbonilico. A formacdo de 11"-OXI (C) e 11-OXl (B) foi deduzida
respectivamente, com base nos sinais d: 194,9 (C-3); 1726 (C-1) e . 80,3
(C-3) para (C) e o 178,6 (C-1), 82,9 (C-2) e 1735 (C-3) para (B) presentes
nos espectros de RMN C (Figuras 42, 42a e 42b; pégs.150 a 152).



Tabela 11 : Dados de infra-vermelho (IV) de PACRH-1 (10 + 11 + 12).

KB

v KB i (em ™) ATRIBUICOES
3505 V H-0
2921 v et (CH ;5 CH; 5 CHy)
2851 v e (CH 5 CH; 5 CH3)
1729 V (=0
1642 V e=C
1465 o cn (CHy)
1380

5 C-11 ( CH3 )
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Tabela 12 : Dados de RMN 'H ( 200,13 MHz, CDCl; ) de PACRH-1 (10 + 11)
com um modelo da literatura Mo-3 .

10+ 11 Mod.3 %
POSICAO Sn Sn
3 4,50 (m) 4,49 (s)
19 2,30 (m) 2,2 -2.6 (m)
23 0,81 (s) 0,86 (s)
24 0,98 (s) 1,05 (s)
25 0,81 (s) 0,88 (s)
26 0,81 (s) 0,88 (s)
27 0,90 (s) 0,98 (s)
28 0,74 (s) 0,78 (s)
29 4,64 (s) 4,67 (s)
4,53 (s) 4,56 (s)
30 1,64 (s) 1,68 (s)
2 2,40 (m) 2,.40 (d, J=6.4 Hz)
3’ 1,34 (m) (10) 1,3-1,5
38,0 (m) (11)
CH-OH 3,95 (m) 4,00 (m)
(CHy), 1,22 (m) 1,25 (m)
CH, 0,80 (1) 0,95 (t, J=7,0 Hz)

Mod. 3 (11)

0O
g/k/
0O OH
Z)\)\W
0 OH
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Tabela 13 : Comparagdo dos dados de RMN *C PND e DEPT ( 0 : 90 e 135")
da unidade terpénica de PACRH-1 (10 + 11) com modelos da
literatura ( Mod.3 ).

C 11 Mult. Mod.3 10 C 11 Mult. Mod.3 10

1 38,34 CH, 38,70 38,34 16 3556 CH, 35,50 35,56
2 2375 CH, 27,40 23,75 17 4298 C 43,00 4298
3 81,45 CH 77,90 80,60 18 48,26 CH 48,20 48,26
4 37,80 C 38,80 37,80 19 4799 CH 4790 47,99
5 55,36 CH 55,30 55,36 20 150,9 C 150,9 150,9
6 18,19 CH, 18,30 18,19 21 29,69 CH, 29,80 29,69
7 34,18 CH, 34,20 34,18 22 3999 CH, 40,00 3999
8 40,83 C 40,80 40,83 23 27,99 CH; 28,00 27,99
9 50,32 CH 50,40 50,32 24 15,97 CH; 1540 15,97
10 37,07 C 37,10 37,071 25 16,16 CH; 16,10 16,58
11 20,94 CH, 2090 2094 26 16,58 CH; 16,80 16,16
12 25,08 CH, 25,10 25,08} 27 14,52 CH; 14,50 14,52
13 38,02 CH 38,00 38,02 28 17,99 CH; 18,00 17,99
14 42,82 C 42,80 42,82 29 109,3 CH, 109,3 1093
15 2742 CH, 27,40 2742 30 19,28 CH; 19,30 19,28

on 9 5 4 N
Y Y k4 <

valores da Literatura



Tabela 14 : Estruturas e dados de CG-EM dos ésteres metilicos da hidrolise de 10A-10J, 11A-11E e

12A-12B.
C G m/z (%)
Estrutura t, % M M+l MT-18 115 103 97 87 74 43
(min)
10a 0 15,42 3,84 270 271 (65) (100) (31)
choJ\% ORI
10b o 16,77 2,22 298 299 (68) (100) (37)
HsCOJ\Mﬁ (10) ()
11a o Ol 17,98 2,25 314 296 (100) (25)  (49)
Hzcow 0) @)
10c o 18,28 5,77 326 327 (68) (100) (40)
HscoJ\Ml/s 7 @

4%



C G m/z (%)
Estrutura tr % M&T M+l MT-18 115 103 97 87 74 43
(min)
10d 0 19,06 1,55 340 341 (70) (100) (50)
|
choJ% 15) ()
11b 0 OH 19,72 14,16 342 343 324 (100) (54)
M
H;CO 16 ©0) (04 (D
10e 0 20,02 10,45 354 355 (65) (100) (47)
|
H3CO)% G) (D)
X ‘o 20,48 278 279
O/\/\\
O @ (1)
Il
O

Sy



C G m/z (%)
Estrutura t % M M-+l M-18 115 103 97 87 74 43
(min)
10f o 2097 097 368 (70) (100) (60)
|
cho)\wﬁ (15)
11c 0O OH 21,85 11,23 370 371 (100) (49)
L
H3CO/\/\% (0)
10g o 22,16 5,77 382 383 (71)  (100) (49)
|
cho)\wz/z (10) (1)
12a 0 on on 2315 240 428 429 (42) (75) (100)
H3CO ~19
0 (1)
10h o 2335 0,93 396 397 (77) (100) (61
|
mco*% (15)  (4)

S5v



C G miz (%)
Estrutura t, % MY M'+1 M -18 115 103 97 87 74 43
(min)
11d 0 O 24,51 8,64 398 399 380 (100) (45)
|
Hscow (0
10i o 2495 4,42 410 411 (77)  (100) (53)
\
H3coJ\M{4 ©0)  (18)
12b o om on 2647 2,16 (37) (68) (100)
|
cho/\/\/\ﬁ)
11e o OH 28,16 2.66 426 418 (100) (47)
|
HsCOW (1) (2)
10j o 28,84 223 438 439 (77) (100) (64)
|
H3CO)% 0) (22

Isolados anteriormente da casca de P. amapa™.

Ly



11-0OXI (B)

202.85
0
|
3’
495
11-OXI (A )
194.0 172.6 803
Sy o
‘ ¥
AT
n’ (2 .
80,2

117-0XI(C)

48
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Tabela 15: Dados de RMN de 'H (200,13 MHz) e '*C (50,3 MHz) de 11-OXI
obtidos com experimentos 1D e 2D e de 11-Ac (1D) obtidos em

CDCl; e TMS como referéncia interna.

C 11-0XI 11-Ac
A B C
8(7 8H 6C 8H 6C 6ll 6(3 6]1
3 82,1 4,53 | 82,1 4,53 | 803 4,53 | 81,3 4,47
(m)
& 1669 - |1786 - |17266 - | 170, -
2 495 3,40 | 89,2 4,90 | 892 490 | 39,9 253 (d)
(s) (s) (s)
3 202,80 - |173,5 - |1949 - | 70,7 5,15
(m)
& 430 2,49 | 43,0 249 | 430 249 | 33,8 230
(t) (m)
5 251 - 250 - |250 - | 250 -

CH,-CH,-CH; | 31,9 1,22 | 31,9 1,22 | 31,9 1,22 | 319 1,24

(m)
CH,CH; | 226 - |226 - [226 - | 226 -
CH-CH, | 144 084 | - 084|144 084 | 144 080(1)
(t)
H,C-CO - - - - . - 1707 ;

H,C-CO - - - - - - 212 1,99




24. PARTE EXPERIMENTAL

2.4.1. Coleta da planta

O espécime de Parahancornia amapa foi coletado no Estado do Amapa
e autenticado pelo botanico Benedito Vitor Rabelo. Um exemplar do espécime
(n°07231) se encontra no herbédrio amapaense, HAMAB, da divisdo boténica

do Museu Angelo Moreira da Costa Lima (IEPA), Macapa - AP, Brasil.

2.4.2. Elaboracéo dos extratos

O material vegetal apds ser separado e seco naturalmente, foi reduzido a
p6é em moinho de facas.

O po das raizes (800 g) foi submetido a extracBes sucessivas em hexano
e metanol, fornecendo 55,4 g de material do extrato hexanico PARH
(Parahancornia amapa, Raiz, Hexano) e 30,0 g de material do extrato
metandlico PARM (Parahancornia amapa, Raiz, Metanol) (Esquema 3, pag.
54).

O p6 das cascas das raizes (400 g) foi submetido a extracdes sucessivas
em hexano e metanol, fornecendo 11,1 g de material do extrato hexanico
PACRH (Parahancornia amapa, Casca, Raiz, Hexano) e 8,0 g de material
do extrato metandlico PACRM (Parahancornia amapa, Casca, Raiz,
Metanol) (Esquema 4, pag. 55).

O po das folhas (790 g) foi submetido a extracBes sucessivas em hexano

e metanol, fornecendo 94,6 g de material do extrato hexanico PAFH
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(Parahancornia amapa, Folha, Hexano) e 30,0 g de material do extrato
metandlico de PAFM (Parahancornia amapa, Folha, Metanol) (Esquema 5,
pag. 56).

O p6 do tronco (410,2 g) foi submetido a extracbes sucessivas em
hexano e metanol, fornecendo 6,2 g de material do extrato hexanico PATH
(Parahancornia amapa, Tronco, Hexano) e 38,1 g de material do extrato
metandlico PATM (Parahancornia amapa, Tronco, Metanol) (Esquema 6,

pag. 56).

24.3. Isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos dos extratos

24.3.1. Extrato hexénico da raiz (PARH)

Apos andlise em cromatografia em camada delgada analitica de silica gel
(CCDA), o extrato hexanico foi submetido ao fracionamento cromatogréfico
em coluna de silica gel. Utilizou-se como eluente misturas de hexano, acetato
de etila e metanol em polaridade crescente. Através de analises comparativas
em CCDA as fragcbes semelhantes foram reunidas em grupos. Estas foram
submetidas a outras técnicas de purificacdo como cromatografia em coluna ou
camada preparativa de silica gel normal e recristalizacao.

Recolheram-se 95 fragdes de 150 mL, as quais foram concentradas em
evaporador rotativo. As fracoes 12 e 10 foram recristalizadas em
hexano/AcOEt (95:5) para fornecer PARH-12 (40,7 mg), P.F. 139-41°C e
PARH-10 (35,5 mg), P.F. 89-91 °C. As etapas envolvidas no isolamento de
PARH-12 e PARH-10 aparecem resumidas no esquema 3 ( pag. 54).
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2.4.3.2. Extrato hexanico da casca da raiz (PACRH)

O residuo obtido da solucdo hexanica foi cristalizado em acetona,
fornecendo um material cristalino que foi denominado PACRH-1 (3,2 g), P.F.
58-88°C.

O solvente da agua-mée foi destilado e o residuo foi cromatografado em
coluna de silica gel e as fragbes analisadas por cromatografia em camada
delgada de silica. A fracdo 16 foi recristalizada em hexano / cloroférmio 9:1 e
forneceu PACRH-A (90,3 mg), P.F. 90-92°C. As etapas envolvidas no

isolamento de PACRH-1 e PACRH-A aparecem resumidas no esquema 4 (péag.
55).

2.4.3.3. Extrato hexanico das folhas ( PAFH )

O extrato hexanico das folhas (94,69) foi fracionado por cromatografia
liquida em coluna de silica gel e eluido com solventes organicos em ordem
crescente de polaridade (hexano-cloroformio-metanol). Foram coletadas 225
fracbes de 150 mL cada. Estas foram concentradas em evaporador rotativo sob
presséo reduzida e reunidas com base na anélise obtida por CCDA.

A andlise das fragOes reunidas indicou a presenca de mistura de
terpendides ja estudados em outras partes das plantas, além de hidrocarbonetos

alifaticos.



2.4.3.4. Extrato hexanico do tronco (PATH)

O extrato hexanico do tronco (6,2g) foi submetido a cromatografia em
coluna de silica e eluido com hexano-cloroférmio-metanol em ordem crescente
de polaridade. Recolheu-se 85 fracdes de 150 mL que foram concentradas em
evaporador rotativo e apds comparacdo através de CCDA foram reunidas.

O estudo destas fracdes reunidas indicou a presenca de hidrocarbonetos

de cadeias longas, alcoois alifaticos e de terpenos ja estudados anteriormente.

2.4.35. Extrato metandlico da raiz (PARM)

O extrato metandlico da raiz de Parahancornia amapa (30,0g) foi
submetido a cromatografia em coluna de silica gel sendo eluido com hexano-
acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas
251 fracbes de 150 mL cada. Estas fracbes foram concentradas em evaporador
rotativo e analisadas por CCDA com diversos sistemas de eluentes.

Com este procedimento ndo foi possivel isolar nenhuma substancia,

apenas relatar que se trata de misturas ricas em carboidratos e poli-alcoois.

Os demais extratos serdo estudados posteriormente.



Madeira da raiz

moida (800 g)
Maceragdo
Extragdo com hexan‘i lExtragéo com metanol
Extrato Extrato
hexanico metanolico
(55.4 g) (30,0 g)

Carboidratos

[) CC (silica gel) Poli-alcoois

1) Analise CCDA

111) Recristalizagdo em hex/AcOFEt

| |

PARH-10 PARH-12

Esquema 3: Elaboragdo dos extratos e posterior fracionamento cromatografico

daraiz de P. amapa.
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Casca da raiz
moida (470 g)

Maceracgdo

Extra¢do com hexano

Extrato
hexanico

(111 g)

Recristalizagdo
em
acetona

Extracdo com metanol

A J

Extrato
metandlico

(8,0 ¢)

L » Carboidratos

Cristais
PACRH-1

Agua-mie

) CC (silica gel)
1) Analise CCDA

I11) Recristalizagdo em hex/AcOEt (95:5)

\j
PACRH-A

Esquema 4: Elaboracdo dos extratos e posterior fracionamento cromatografico

da casca da raiz de P. amapa.



Folha moida

(790g)
Maceragdo
Extracio com hexang LExtra(;?lo com metanol
/
Extrato Extrato
hexanico metanolico
(94,6 g) (30,0 )

Terpenoides

Esquema 5: Elaboraco dos extratos das folhas de P. amapa.

Tronco moido

(410,2 g)
Maceragdo
Extragdo com hexano{ Extragdo com metanol
Extrato Extrato
hexanico metandlico
(6.2 g) (38,1 ¢g)

v

Hidrocarbonetos
Alcoois alifaticos
Terpenos

Esquema 6 : Elaboragdo dos extratos do tronco de P. amapa.
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2.4.4. Preparacdo dos derivados das substancias isoladas (Esquema 7)

2.4.4.1. Hidrdlise Alcalina

A amostra a ser hidrolisada (100 mg) foi tratada com uma solucéo
aquosa de NaOH (20%, 5mL) e mantida em refluxo por duas horas. A mistura
reacional foi acidificada com HCI (10%) e extraida com éter etilico. A solucéo
etérea foi concentrada e purificada por CC de silica gel, fornecendo 43 mg de

uma mistura de acidos carboxilicos (P.F. 126-8°C, Figura 20, pag. 127).

2.4.4.2. Metilagdo com diazometano

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

A amostra a ser metilada foi dissolvida em éter e tratada com excesso de
diazometano, fornecendo 26 mg de uma mistura de esteres metilicos (P.F. 111-

3°C, Figura 23, pag. 128).

2.4.4.3. Acetilacéo

A reacdo de acetilacBo foi realizada utilizando-se 1 mL de anidrido
acético e 1 mL de piridina para 40 mg de material. A mistura reaciona foi
mantida em repouso durante 2,4 horas. A seguir adicionou-se &gua destilada
gelada e extraiu-se o material com cloroformio. A solugdo cloroférmica foi
neutralizada com é&cido cloridrico 10% para eliminar a piridina lavou-se com
dgua destilada, secou-se com sulfato de sodio anidro e concentrou-se em

evaporador rotativo, sob vécuo. Os derivados foram purificados por



recristalizacdo. Obteve-se 28 mg de 11-Ac, que apresentou P.F. 59-61°C
(figuras 43, 44 e 45 ; pags. 153 a 155).

2.4.4.4. Oxidagdo com PCC

A amostra a ser oxidada (40 mg) foi tratada com uma solugdo de
clorocromato de piridina em CH,C,;, anidro (40%, 7mL) e mantida em refluxo
por trés horas. A mistura reacional foi concentrada e purificada por
cromatografia em coluna de florisil, fornecendo 31 mg do composto 11-OXI

(P.F. 57-59°C, Figuras 40,41, 42, 42'e 42"; pags. 148 a 152).
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CCDP

10:Ry1=R2=H
11:Ry~=H;R2=0H

12:R| =R2 = OH Hidrdlise alcalina

lupeol
Metilagdo com ¢ ¢ i
diazometano
12 1 10
(Tabela 14) (116 mg) (92 mg)
(Fig. 49,50 e 51) (Fig. 46. 47 ¢ 48)
R, R, O (P.F.64-66°C) (P.F. 57-59°C)
|
Wocm
é\é‘ééii/el Acetilagio Oxidagio
TABELA 14

10A - 10J
11A - 11E
12A - 12B

OAc O
|

n

11 - Ae 11 - OXI

Esquema 7 : Reagdes realizadas em 10 + 11 + 12.
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3. DITERPENOS ISOLADOS DA MADEIRA DE

Pinus caribaea var. bahamensis Barr et Golf

3.1. INTRODUCAO

A literatura relata o estudo quimico de espécies de Pinus e revela a
presenca de constituintes quimicos de importancia farmacoldgica e industrial.

O género Pinus é constituido por espécies de crescimento rapido, boa
rusticidade e alta qualidade de libra de celulose. Possui diferentes espécies de
alta adaptabilidade a diferentes regides e também sua cultura possui manejo e
tecnologia industrial conhecidos. Certamente o conhecimento mais profundo
sobre a composicdo quimica desse género traz informagOes adicionais para as
areas florestal, ecologica e econbmica. As espécies P. strobus, P. taeda, P.
caribaea, P. oocarpa e P. kaesia sdo consideradas as mais adegquadas em
termos bioclimaticos para algumas éreas da regido sudeste, sul de Goids e
Distrito Federal. Por isso, estas espécies merecem um estudo fitoquimico mais
aprofundado para, entdo, serem melhor aproveitadas economicamente®,

E possivel que a longo prazo o conhecimento da quimica de espécies
industrializadas venha a colaborar na resolucdo de problemas que afetam as
culturas em grande escala. Como exemplo pode-se destacar 0s constantes
prejuizos devido ao ataque de pragas como a vespa-da-madeira (Sirex noctilio)

nos cultivares de Pinus spp no sul do pais. Foi verificado que éarvores mais



61

estressadas sdo mais atrativas para a vespa do que as sadias. Usa-se esta
preferéncia dos insetos para elaborar armadilhas com a finalidade de estudar a
fisiologia do inseto e inclusive, fazer avaliagdo da suscetibilidade de diferentes
espécies de Pinus ao ataque da praga*” “8.

Em relacdo a vespa-da-madeira (Sirex noctilio: Sericidae) torna-se
relevante fazer um estudo para verificar quais dos metabdlitos especiais
produzidos pelas arvores estressadas atraem os insetos. Todavia também deve-
se levar em consideragcdo que apesar de fatores como menor pressdo de resina e
alto grau de umidade serem favoraveis a ovoposi¢cdo, pode haver ou ndo, o
desenvolvimento das larvas dependendo da composicdo quimica do hospedeiro.
Esta interferéncia quimica pode ocorrer diretamente sobre as larvas ou
indiretamente, inibindo ou favorecendo a proliferacdo do fungo associado ao
inseto (Amilosterum areolatum) que serve de alimento para as mesmas”’.

O fungo Amilosterum areolatum est4 associado a Srex noctilio, uma
praga encontrada no cultivo de pinus tropicais no sul do Brasil. A diferenga no
crescimento deste fungo em diferentes extratos da madeira de sete espécies de
Pinus motivou o estudo quimico e o correlacionamento com os metabdlitos
especiais presentes nos extratos das diferentes espécies®.

Em avaliagdo de laboratério observou-se um desenvolvimento
significativo do fungo A. areolatum nos extratos de P. taeda e P. caribaea var.
bahamensis, inclusive com producdo de toxina®. J4 foi constatado em
trabalhos de campo que esta praga prolifera-se com muita facilidade em Pinus
taeda. O estudo quimico dos extratos da madeira de P. taeda revelou a
presenca de &cidos diterpénicos e esteréides®’. Em P. strobus var. chiapensis

ndo foi observado o crescimento do fungo nos extratos avaliados®® e desta
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espécie foram isolados e identificados flavonoides, estilbenos e esterGides
como constituintes majoritarios, além de uma peguena quantidade de mistura
de &cidos diterpénicos®®. A literatura revela que a presenca de flavondides e
estilbenos pode reduzir o desenvolvimento de fungo no meio de cultura®*. Com
0 objetivo de colaborar para o0 conhecimento da quimica das espécies
cultivaveis no Brasil, estamos desenvolvendo o estudo quimico de Pinus
caribaea var. bahamensis. Até o momento foi desenvolvido apenas o trabalho
classico de fitoquimica desta ,espécie e constatou-se a presenca de &cidos
diterpénicos nos extratos hexfinico e de acetato de etila da madeira desta
planta. Estes acidos estdo sendo identificados pela primeira vez nesta espécie,
apesar de ja serem conhecidos na literatura. O crescimento do fungo A.
aerolatum nos extratos desta espécie pode ser justificada pela auséncia de

flavonodides e estilbenos nos extratos analisados.

3.2. A PLANTA E SEUS CONSTITUINTES

3.2.1. Caracteristicas da espécie Pinus caribaea var. bahamensis Barr et

Golf

A espécie Pinus caribaea € uma conifera e esta incluida entre as Pinus
tropicais utilizadas em reflorestamento. Os fatores mais relevantes para o
reflorestamento € a adequacdo a ecologia das diferentes regides e nos
rendimentos quantitativos e qualitativos satisfatorios. A espécie de Pinus mais

cultivada na regido nordeste do Estado de S&o Paulo € o Pinus elliotti que
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produz em média 10m®hectare / ano. A espécie Pinus caribaea possui maior
proximidade geogréfica e morfolégica ao Pinus elliotti e rende em média 25m3/
hectare / ano.

A espécie Pinus caribaea var. bahamensis Barr et Golf é nativa de
vérias ilhas do arquipélago das Bahamas: New Providence, Grand Bahamas,
Andros, Abaco e Caicos. Cresce nestas ilhas, que sdo desenvolvidas em rochas
calcérias, quase ao nivel do mar em litossolos com pH entre 7 e 8,5. Clima
tropical com temperaturas meédias anuais entre 25-26°C e chuvas tipo
estacionais entre 1200 e 1400 mm por ano e periodo seco que dura entre 5 e 6
meses.

No Brasil tem sido pouco plantada devido a dificuldade de se conseguir
suas sementes. O maior plantio desta espécie esta localizado em Agudos - SP,

além de outros menores em SP, MG, ES e PE®,

3.2.2. Constituintes isolados da madeira de Pinus caribaea var. bahamensis

O fracionamento cromatografico do extrato hexanico da madeira de
Pinus caribaea var. bahamensis (Esquema 8, pag. 69) permitiu o isolamento e
identificacdo de dois diterpenos (13 e 14), além de mistura de &lcoois, ésteres e
acidos aliféticos. Estes acidos diterpénicos ja estdo registrados na literatura e

sd0 conhecidos como &cidos isopimérico e dehidroabiético™> 5.



3.3 DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS DITERPENOS ISOLADOS

DE Pinus caribaea var. bahamensis

O espectro de RMN 3C da fracdo contendo os diterpenos (Figura 53,
pag. 163) mostra sinal correspondente a fun¢éo &cido carboxilico em . 185,52.
Um grupo vinila é identificado pelos sinais caracteristicos do sistema ABX em
oy 5,79 (dd, J=17,6 e 10,6 Hz, 1H) e 4,85 (dd, J=10,6 e 1,3 Hz, 1H) presentes
no espectro de RMN !H (Figura 52, Tabela 16 ; pags.162 e 66) e pelos sinais
em 8. 150,30 (CH) e 109,20 (CH,) revelados nos espectros de RMN 3C
desacoplado (Figura 53a) e DEPT (Figuras 53b e 53c). A integracdo do sinal
em oy 5,33 (dl, J=4,6 Hz) e a mesma do duplo dubleto em 5,79 (grupo
vinila). Isto permitiu sugerir a presenca de um hidrogénio olefinico que possui o
grupo vinila. A dupla ligagdo que sustenta este hidrogénio olefinico foi
confirmada pelos sinais de deslocamentos quimicos de carbono sp? em
120,9 (CH) e 136,0 (C) presentes no espectro de RMN 3C. O espectro de
RMN H mostrou trés sinais de hidrogénios arométicos em &, 7,16 (d, J=8,0
Hz, 1H), 6,98 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H) e 6,88 (d, J=2,0 Hz, 1H). Este anel
aromatico trissubstituido é identificado pelos demais sinais de deslocamentos
quimicos de C-sp, presentes nos espectros de RMN °C em §. 146,7; 145,7;
134,7 e &, 126,8;123,8 e 124,1. A diferenca de integracéo entre o sinal de um
hidrogénio aromatico e os sinais atribuidos para hidrogénios olefinicos citados
acima (1,05 : 0,78) garante a proposta da presenca de dois componentes na

amostra analisada. O espectro de RMN 'H mostra singletos em 0,86; 0,90;



1,20 (d, J=6 Hz, 6H) ; 1,23 (s, 3H) e o sinal em 1,27 (s, intensidade atribuivel a
mais de um grupo metila).

Levando em consideracdo as informagdes citadas acima e a contagem do
numero de CH; CH,, CH e C revelados nos espectros de RMN 13C e
comparagio com valores citados na literatura®*®>>>® (Tabela 17, pag. 63) foi
possivel sugerir a presenca de dois acidos diterpénicos: um da série dos
pimaranos (13) e outro correspondente ao acido dehidroabiético (14). Os sinais
em Scp, 46,3 ppm, Scy 120,9; 8. 136,0 presentes nos espectros de RMN 13C
[desacoplado (Figura 53a) e DEPT (Figuras 53b e c)] e a feicdo do sinal de
absorcdo de hidrogénio olefinico (5,32; dl) sdo semelhantes as respectivas
frequiéncias de absorcdo do C-14, C-7, C-8 e do H-7 do &cido isopimérico®™ 6.
A comparacdo dos dados de RMN *H e 3C com dados da literatura permitiu
confirmar as estruturas do acido 7,15-isopimaradien-18-6ico para 13 e do acido

8,11,13-abietatrien- 18-Gico para 14.




66

Tabela 16 : Dados de RMN 'H (200 MHz) de 13 ¢ 14 em CDCl; e TMS como

referéncia interna.

Atribuig¢des

Oy (mult.), J (Hz) , n?*de H 13 14
0,85 (s, 3H) CH;-20 -
0,90 (s,3H) CH;-17 -
1,20 (d, 6,0, 6H) - 2xCH;-17+16
1,23 (s, 3H) - CH;-20
1,16 (s, 2 x 6H) CH;-19 CH;-19
1,40 - 1,96 (m) CH, CH, CH, CH,
2,25 (m) H-6 , H-14 H-7a
2,80 (sept) - H-15
2,89 (m) - H-78
4,85 (dd, 10,6 ¢ 1,3, 1H) H-16 a -
4,95(dd, 17,6 e 1,3, 1H) H-16 b -
5,32 (dl, TH) H-7 -
5,79 (dd, 10,6 e 17,6, 1H) H-15 -
6,88 (d, 1,5, 1H) - H-14
6,98 (dd, 8,0 e 1,5, 1H) - H-12
7,16 (d, 8,0, 1H) - H-11
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Tabela 17 : Dados de RMN °C (50,3 MHz, CDCl;) de 13 e 14 comparados

com valores da literatura

54,55 ¢ 56

13 Lit.1 14 Lit.2
C d¢ d¢ d¢ dc
1 38,7 39,2 37,8 37,9
2 17,9 17.9 18,5 18,5
3 36,9 37,2 36,7 36,5
4 46,0 46,4 47,4 47,4
5 44,9 45,4 44,5 44,5
6 24,7 25,7 21,7 21,7
7 120,9 121,5 29,9 29,2
8 135,0 136,0 134,7 134.4
9 51,9 52,4 146,7 146,
10 36,4 35,5 36,9 36,8
11 19,9 20,5 124,1 123.9
12 36,8 36,0 123,8 123,7
13 34,9 37,5 145.7 145.4
14 46,3 46,5 126,9 126,7
15 150,3 150,7 33,4 33,4
16 109,2 109,7 23,9 23,9
17 21,7 21,9 23,9 23,9
18 185,5 183.9 185,5 185,5
19 17,3 17,3 16,5 16,1
20 15,0 15,7 25,1 25,1




68

3.4. PARTE EXPERIMENTAL
3.4.1. Coleta da planta

O material botanico correspondente a uma porcdo do tronco de uma
arvore adulta com diametro entre 10 e 15 cm e comprimento entre 4 e 45 m
medidos da base para o ponteiro da arvore. Foi coletado na fazenda Monte
Alegre no municipio de Agudos, S&o Paulo, pela equipe técnica da
DURAFLORA*® com a colaboracdo do Prof. Dr. Acécio Geraldo de Carvalho
(DPF, Instituto de Florestas, UFRRJ).

3.4.2. Elaboracao do extrato

700 g de madeira seca e moida foram submetidos a extracdo com hexano
em extrator Sohxlet. A solucdo foi concentrada em evaporador rotativo sob

pressdo reduzida fornecendo 5,2 g de residuo (Esquema 8, pag. 69).
3.4.3. Isolamento dos constituintes da planta

Uma porcdo do extrato (5,1 g) foi fracionada em coluna de silica gel
usando diclorometano como eluente inicial e polaridade crescente com acetato
de etila até metanol. Foram recolhidas 164 fracdes de 50 mL cada. As fracdes
foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas através de
cromatografia em camada analitica de silica gele reunidas em 53 grupos de
fragdes. As fragBes 12/17 foram submetidas a cristalizagdo usando mistura de
acetato de etila e metanol (1:1) e obteve-se 42 mg de um material puro

cristalino (P.F. 160°C) (Esquema 8).
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Extrato
hexanico

(5.2 g)

1) CC (Silica gel)

2) Analise CCDA

3) Fracionamento com CC
(Cromatotron)

v

13 14

Esquema 8 : Elaboracdo
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4) Cristalizagdo em AcOEt/ MeOH (1:1)

dos

Residuo

Extragio com AcOFEt
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AcOEt
(20,4 ¢)

Residuo

Mistura de alcoois
e ésteres alifaticos.
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Extragdo
com

MeOH

\ A

Extrato
MeOH

8,1g)

Residuo

v

Mistura de acidos
alifaticos e
carboidratos.

e  posterior fracionamento

cromatografico da madeira de Pinus caribaea var. bahamensis.
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4. ESPECIFICACAO DOSMATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os solventes de grau analitico da Merck, Grupo Quimica e Vetec,
apos destilacdo, foram utilizados para extracdes, particdbes e sistemas
cromatogréficos.

Para cromatografia em coluna sob pressdo atmosférica utilizou-se como
adsorvente silica-gel 60 da Merck, particulas 63-210 um.

Para cromatografia em coluna rapida utilizou-se como adsorvente silica-
gel 60 230-400 mesh da Aldrich.

Para CCDA (espessura de 0,25 mm) e CCDP (espessura de 1,0 mm)
utilizou-se como adsorvente silica-gel 60 da Merck. As placas analiticas foram
reveladas com vapores de iodo e irradiacdo no UV (254 e 356 nm) e as
preparativas com irradiagdo no UV (254 e 356 nm).

Os espectros de RMN !H wuni (1D) e bidimensional (2D) foram
registrados em espectrometro Bruker AC-200 (JH: 200MHz ; 3C: 50 MHz); e
UN-400 (*H: 400MHz; ¥C: 100 MHz), utilizando-se como solvente CDCl; e
TMS como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram medidos em
unidades ppm (8) da freqléncia aplicada e as é&reas relativas dos picos de

absorcéo obtidas por integracdo eletronica.
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Os espectros de absorcdo na regido do IV foram registrados em
espectrometro Perkin Elmer FT - IR 1600, em pastilhas de KBr ou filme sobre
cristal de NaCl. Os valores para as absor¢coes foram medidos em unidades de
nimero de ondas (cm™) e os espectros calibrados com filme de poliestireno de
0,5 mm de espessura, utilizando a absorcdo em 1601 cm™ como referéncia

Os espectros de massas foram registrados em um espectrometro VG
Quatro-Gc 8000 Triple quadripolo/GD/MS-MS - da Fisions Instruments.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Kofler e ndo foram

corrigidos.



5. BIOGENESE

5.1. ASPECTOS GERAIS DA BIOGENESE DOS COMPOSTOS
ISOLADOS DE P. amapa (Huber) Ducke e Pinus caribaea var.
bahamensis Barr et Golf

Para o quimico de produtos naturais o conhecimento dos precursores e,
as vezes, das etapas necess&rias para as elaboracOes das diferentes classes de
substancias naturais é a base fundamental de raciocinio para a determinagéo

estrutural das substancias isoladas.

5.1.1.Terpendides

Em 1887 Wallach prop6s a "regra do isopreno” para a formacéo de
terpendides. Esta regra, na esséncia, foi criada devido a observacédo de ligacbes
do tipo C-isopreno nas estruturas de muitas substancias de ocorréncia natural.
Esta hipétese foi afastada e a regra foi estendida por Ruzicka que desenvolveu
a regra biogenética do isopreno e propds que todos os terpenodides sdo
sintetizados de um precursor comum chamado "isopreno ativo". Isto tornou-se
uma realidade bioquimica quando Lynen identificou esta substancia como
sendo o A’-isopentenil pirofosfato (IPP). O precursor do IPP é o &cido (3R)-

mevaldnico no qual foi demonstrado por Folkers em 1956
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Os esquemas a seguir mostram as propostas biossintéticas das
substancias isoladas de Parahancornia amapa (Esquemas 9 a 17; pags. 74 a
82) e de Pinus caribaea var. bahamensis (Esquema 18, pag. 83) que, aliadas
aos dados fisicos obtidos, permitiram chegar as estruturas dos constituintes

descritos neste trabalho.



HMG CoA

Acido mevaldnico

o

IPP DMAPP
Monoterpendides «——— GPP
. . v X
Sesquiterpendides«——— FPP —— . Esqualeno— . Fsterois

Diterterpendidese——— G(}PPX—2—+ Carotendides
Sesterpendides «——— GFPP
Poliprenoides
Abreviaturas :
HMG CoA — Hidroxi-metil-glutaril CoA
[PP — Isopentenil pirofosfato
DMAPP — Dimetil-alil pirofosfato
GPP — Geranil pirofosfato
FPP — Farnesil pirofosfato
GGPP — Geranil-geranil pirofosfato

GFPP —Geranil-farnesil pirofosfato

Esquema 9 : Rota geral da biossintese de terpendides.
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O O

L v wde

H;C SCoA H;C SCoA
Acetil-CoA l Acetil-CoA

1]

HsC bLoA

Acetoacetil-CoA
Acetil-CoA
2]

H3

HO SCoA
HMG -CoA

NADPH
NADP + CoASH
O HO CH3|O

; ..3

Ac. mevalénico y B
NADPH  NADP 3R-ac. mevalonico (MVA)

Enzimas :

1 — acetoacetil CoA tiolase
2 > HMG-CoA sintase

3 —» HMG-CoA redutase

Esquema 10 : Conversdo do acetil-CoA em acido mevaldnico.



Enzimas :

4 - MVA quinase
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5 — Mevalonato 5-fosfato quinase

6 — Mevalonato 5-difosfato descarboxilase
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Esquema 11 : Transformag¢do do 4cido mevaldnico em isopentenil pirofosfato.
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> CHOPP === I _CILOPP

)\//\)\/CHZOPP

GPP

PP

)\/\J\/\/K/CHQOPP

FPP

IPP

/K/\/K/\/K/\/K/ CHOPP

GGPP

Enzimas :
7— IPP isomerase

8 — Prenil transferase

Esquema 12 : [somerizag¢do do isopentenil pirofosfato.
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‘\ i 20|+
~
. HO
\ OXIDO DE ESQUALENO CARBONIO PR()’I’()I{S'I'IiR()Il
il

H

0

HO

Lupanos

Oleananos

Esquema 13: Cicliza¢do do esqualeno e formagao de triterpenos pentaciclicos.
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HO

(RNt

Esquema 14 : Formacéo de triterpenos pentaciclicos a partir do cation de C-
[934:44.45



80

[O] das metilas

Ok

C-4 e C-14 até COOH
e perda de CO, HG

HO

sitosterol

estigmasterol

* (S-Adenosil-metionina)

Esquema 15 : Formagdo dos esterdides estigmasterol e sitosterol.
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A maioria dos acidos graxos naturais possue nimero par de carbonos.
Para a biossintese destes acidos graxos o iniciador é o Acetil-CoA. A
seqiiéncia de condensacdo gerando dois carbonos adicionais na cadeia ¢ feita

pelo malonil-PCA.

PCA
CO2, AP ADP, Pi ” ”
Acetil-CoA NI > OOCCH 2-C-CoA L¥- OOCCH 2-C-PCA

@ Malonil-CoA CoA j Malonil-PCA
H20 on h) NADP  NADPH +H T|> (”> ) (”)
‘L H3C-CH-CH 2-C-PCA fLZM H3C-C-CH »-C-PCA H3C-C-PCA
i@
- i
h) NADPH+H  NADP 0 1) n x OQOCCH »-C-PCA 0

| 2 5
H3C-CH=CH-C-PCA M—» H3C-CHy-Ctig-C-pea DA e /\(~ PCA

|
OOCCH 2-( -PCA W

;3‘
N
O — \‘“"
N
NADPH no

NADP «

\MJO\ T10A - 14
lupeol — 10B: 16
n O/ 10C : 18
10E : 20

n .
lupeol - 10G : 22
11A: 14 101 :24
/?“é 11B: 16 10J :26

OH O 11C: 18
\‘\N\ — 3 11D : 20
- o HE:22

=

Esquema 16 : Biossintese dos éacidos constituintes dos ésteres de lupeol

(n = nimero par).
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Os acidos graxos com numero impar de carbonos no sdo comuns em

plantas. Entretanto, verifica-se que a oxida¢do o de acidos graxos pode

produzi-los’

M

n = nimero
impar

XHy07  XH

OH CcO2

&Aii»xw

Acido graxo com
numero impar de
atomos de carbono

10H : 23

NAD

lupcol o H 0
)I | <_jv_ J\M/
HO)\Mn/ 0 -

Esquema 17 : Biossintese dos éacidos constituintes dos ésteres de lupeol

(n = nGimero impar).
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Pimaradieno

-H

HOOC
Acido isopimarico
(13)

HOOC

Acido dehidroabiético
(14)

Esquema 18 : Propostas biossintéticas para os diterpenos 13 ¢ 14.
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7. APENDICE

ESPECTROS E CROMATOGRAMAS DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS
DE
Parahancornia amapa
e

Pinus caribaea var. bahamensis
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Figura 1 : Espectro de IV de PARH-12 (1+2) em KBr.
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PARH-10

PULSE SEQUENCE bruker

OBSERVE UNKHOWH

FREQUENCY 360.140 MHZ
SPECTRAL WIDTH 6024.1 Hz
ACQUISITION TIME 5.439 sec
RELAXATION DELAY-1.000 sec
PULSE WIDTH 6.0 usccC

FIRST PULSE WIDTH 12.2 wusec
TEMPERATURE 24.0 deg. C.

NO. REPETITIONS 64

DOUBLE PRECISION ACQUISITION
DATA PROCESSING

FT SIZE 65536

TOTAL ACQUISITION TIME 6 minutes
€4-17-97

Virginfa Yech STC NMR Facility
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Figura 5 :Espectro de RMN'H (400 MHz) de PARH-10 (3 + 4+ 5+ 6) registrado em CDCl; e TMS
como referéncia interna .
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PARH-10

PULSE SEQUENCE bruKer

OBSERVE UNKNOWN

FREQUENCY 360.140 MHZ
SPECTRAL WIDTH 6024.1 Hz
ACQUISITION TIME 5.439 cec
RELAXATION DELAY 1.000 sec
PULSE WIDTH 6.0 usec

FIRST PULSE WIDTH 12.2 usSec
TEMPERATURE 24.0 deg. C

NO. REPETITIONS 64
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virginta Tech STC NMR Facility
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Figura 5a : Espectro expandido de RMN 'H (400 MHz) de PARH-10 (3 + 4 + 5 + 6) registrado em CDCl; e
TMS como referéncia interna . )
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PARH-10
PULSE SEQUENCE bruker

OBSERVE UNKNOWN

FREQUENCY 360.140 MHZ

SPECTRAL WIOTH 6024.1 Mz
ACQUISITION TIME 5.433 sec
RELAXATION OELAY 1.000 sec
PULSE WIDTH 6.0 usec

FIRST PULSE WIOTH 12.2 usecc
TEMPERATURE 24.0 deg. C
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Figura 5b : Espectro expandido de RMN 'H (400 MHz) de PARH-10 (3 + 4 + 5 + 6) registrado em CDCl; e
TMS como referéncia interna .
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PARKH-10

PULSE STQUENCE bruker

OBSERVE UNKNOWN

FREQUENCY 30.562 MHZ

SPECTRAL WIDOTH 21739.1 Hz
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Figura 6 : Espectro expandido de RMN °C (100 MHz) de PARH-10 (3 + 4 + 5+ 6) totalmente desacoplado
registrado em CDCIl; e TMS como referéncia interna .
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PARH-10

PULSE STQUENCE bruker

OBSERVE UNKNOWN

FREQUENCY 50.562 MHz

SPECTRAL WIDTH 21733.1 Hz
ACQUISITION TIME 0.754 sec
RELAXATION BELAY 1.000 sec
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Figura 6a : Espectro expandido de RMN 3C (100 MHz) de PARH-10 (3 + 4+ 5+ 6) totalmente desacoplad~

registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna . 3



PARH-10

PULSE SEQUENCE bruker

OBSERVE UNKNOWN
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Figura 6b : Espectro expandido de RMN *C (100 MHz) de PARH-10 (3 +4 + 5 + 6) totalmente desacoplado
registrado em CDCIl; e TMS como referéncia interna .
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Figura 7 : Espectro expandido de RMN "*C (100 MHz) de PARH-10 (3 +4 +5+6) com DEPT(6:90 ¢
135°) registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna .
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Figura 7a : Espectro expandido de RMN '*C (100 MHz) de PARH-10 (3+4+ 5+ 6) com DEPT (6:90¢
135°) registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna .
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Figura 10 : Espectro de RMN 'H x ¥C - "Jy (n=1) -HMQC de3+4+ 5+6.
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Figura 10a : Espectro de RMN 'H x BC - Ty (n = 1)
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Figura 10b : Espectro de RMN 'Hx BC - Ty (n=1) -HMQC de 3+ 4 + 5 + 6 (expandido) .
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Figura 10d : Espectro de RMN 'H x BC - "J¢; (n=1) - HMQC de 3 + 4 + 5 + 6 (expandido) .
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Figura 10e : Espectro de RMN 'Hx *C - "Joy (n= 1)
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STANDARD 1H OBSERVE

exp3  hmgc

SAMPLE
date apr 26 97
solvent coci3
file /home jorg~

anic/data/kingston~
/Geralgo-14-PARH-1~
0-HMOC-04-27-97

ACQUISITION
sfrq 383.851
in Hl
at 0.205
np 2048
sw 5000.0
fb 2800
ss 16
tpwr 52
pw 9.7
ol 1.500
tof -250.0
nt 8
ct 0
alock n
gain
null ©.400
i 140.0
mbond n
taumb o
satflig nn
satpwr [}
satdly L]
satfrg 0

FLAGS
i1 n
in n
dp b
hs an

2D ACQUISITION

swl 170%7.8
n 300

DISPLAY
sp 253.7
wp 723.4
vs 200
sc 63
we 120
hzam 6.03
is 508.00
rfl 323.0
rfp o
th 2
fns 1.000
at cdc ph

2D DISPLAY

spl 4482.6
wpl 1137.6
sc2 [
we2 120
rfil [
rfpl -502.9

DEC. & vT
dfrg 100.575
dn €13
dpwr 38
dof ~1554.3
da nny
dma cow
dafr 21350
dseq
dres 1.0
P 20.0
pwx vl 57
hoso n
temp 27.0

PROCESSING
sb -0.171
sbhs -0.137
wtfile
proc ft
fn 2048
math T
werr
wexp
whs
wnt

20 PROCESSING

shl -0.008
shsl -0.007
wtfilel
procl ft
nl 1024

- HMQC de 3 +4 + 5 + 6 (expandido) .
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Figura 10f : Espectro de RMN '"Hx BC-"Jog(n=1)

STANDARD 1H OBSERVE

exp3  bhagc

SAMPLE
date Apr 26 97
solvent cpCi3
Tile /home sorg~

anic/dataskingston~
/Geraldo-14-PARN-1~
0-HMQC-04-27-37

ACQUISITION
sTrq 399.3951
tn Hl
at 0.205
ap 2048
Sw 5000.0
fb 2800
ss 16
tpwr s2
P 8.7
dl 1.500
tef -250.0
nt
ct c
alock n
gain L]
oull 9.400

l40.0
mbond n
taumb o
satflg nn
satpwr [/}
satdly o
satfrg 0
FLAGS
i n
in n
dp Y
hs an
2D ACQUISITION
swl 170%7.8
ni N 308
DISPLAY
sp £28.3
wp 1451.6
vs 800
sc £3
we 120
hzam 1z.10
is 500.00
rfl 323.0
fp 0
th 2
ins 1.000
21 cdec ph
20 DISPLAY
spl a583.0
wpl 81sa.1
sc2 [
we2 120
rfil 0
rtpl -502.8

DEC. & VT
dfrg 100.525
dn C13
dpwr 38
dof -1554.3
du nny
dam cow
dntf 219590
dseq
dres 1.0
pwx 20.0
pwxivi 57
homo n
temp 2?
PROCESSING
sb -0.171
sbs -0.137
wifile
proc ft
fn 2048
math f
werr
wexp
whs

wnt
2D PROCESSING

sbl -0.008
shsl -0.007
wtfilel

procl ft
fnl 1024

- HMQC de 3 + 4 + 5+ 6 (expandido) .
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de RMN 'Hx BC- "Jy

STARDARD 1H OSSERVE

expl  haqc

SAMPLE
Apr 26 97
solvent coci3
file /homt forg~
anics/dataskingston~
/Ceraldo-113-PARH-~
10-HMBC-04-27-87

date

ACQUISITION
sfrg 399,351
ta Hl
at 6.205
np 2048
Sw 5000.0
fb 2800
$< 16
tpwr 52
P 1.7
dl 1.200
tof -256.0
nt 24
ct 24
alock n
gain L]
null
i 140.0
mbond Y
taumb 0.055
satflg nn
satpwr ]
satdly [
satfrg 0

FLAGS
il n
in n
dp Yy
hs nn
20 ACQUISITION
swl 22629.5
ni 327
DISPLAY

sp 03.1
wp 8.2
vs 300
sC 63
we 320
hzem ©.65
is 5060.00
rfl 323.0
rfp

th 2
ine 1.o000
ai cdc ph

2D DISPLAY

spl 1601.3
wpl a114.5
sc2 0
we2 120
rfil ]
rfpl -502.9

DEC. & VT
dfrgq 100.578
dn c13
dpwr 30
dof 1211.6
dm nnn
dan cow
dmf 21850
dseq
dres 1.0
Pwx 20.0
pwx 1v 1] 57
homo n
tem 27.0

PROCESSING
sb 0.137
shs ~0.068
wtfile
proc ft
fn 2048
math f
werr
wexp
whs
wnt

2D PROCESSING
sbl 0.011
sbsl ~0.006
wtfilel
procl ft
fnl 2048

(n=2,3)-HMBCde3+4+5+6.
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STARDARD 1M OSSERVE

exp3  hagc
SAMPLE DEC. & VT
date Apr 26 97 dfrg 1¢0.578
solvent c€oCI3 da c13
file /home sorg~ dpwr 30
anicydataskingston~ dof 1211.6
/Ceraldo-113-PARH-~ dm nan
10-HMBC-04-27-97 denm <Cw
ACQUISITION dnf 21950
sfrg 399.951 dseqg
tn Hl dres 1.0
at 0.205 pwx 20.0
np 2048  puxivi s7
! ' sw 5000.0 homo n
f | o 2800 temp 27.9
¥ k ! # f 55 : 16 PROCESSING
m ! ' tpwr 52 sb 0.137
pw $£.7 sbs ~0.068
dl 1.200 wtfile
FZz - @ ¢ . tof -250.0 proc Tt
t 28 fn 2048
(ppm) 8 \a Q O G| % 24 wmath f
4 . 3 o 3 M-tz L) atock n
<4y gain S werr
1 I v —8: Qg ¢ null 0 wexp
4 c-18 3 140.0 whs
_ . 0 > mbond y wnt
5.2 (&Y Taumd o.055 2D PROCESSING
4 satflg nn  sbl 0.011
satpwr 0 sbsl ~0.006
B - satdly 0 wifilel
4 satfrq 0 procl ft
FLAGS fnl 2048
1 it n
5.3 in n
3 dp 4
T hs nn
B 2D ACQUISITION
Q . Q swi 22629.5
1 nt 377
— 4 8 o 57y DISPLAY
sp 2032.8
5.4+ . wp 263.9
4 - vs 1000
sC 63
= 4 S] wce 120
| hzam 2.20
is $00.00
4 rfl 323.0
rfp 0
5.5 L th 2
4 ns 1.000
° ° af cdc ph
= 1 & N 2D DISPLAY
4 ) spl 2173.7
wpl 4180.8
7 sc2 °
— we2 120
5.6 rfll 0
b rfpl -502.1
, H-so(2)
B C- 10
H-4 (2 5.7 oo, 5] e _
r:_/——_// 1 < ¢ Q © -
— 9
] — T R B e e S e —
60 55 50 a5 ag 35 30 25

Fl (ppm)

Figura 11a : Espectro de RMN 'Hx BC -"Joy  (n= 2, 3) - HMBC de 3 + 4 + 5 + 6 (expandido) .
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STANBARD 1IH OBSERVE

N
=}

~N
et

exp3 hagc
SANPLE DEC. & VT
date Apr 26 87 dfrq 100.578
solvent coCi3 dn c13
file . /homesorg~ dpwr 30
anic/data/kingston~ dof 1211.6
/Geraldo-113-PARH-~ dm non
10-HMBC-04-27-97 dmm cow
i ACQUISITION daf 21150
H sfrq 349.951 dseq
i tn H1 dres 1.0
| at 0.205 pwx 20.0
} np . 2048 puxlvl 57
§ sw 5000.0 homo n
b || ' VL b 2800 temp css 27.0
F ; il ss 16 PROCESSING
M i #1 # M" i v & tpwe $2 sb 0.137
pw 1.7 sbs -0.068
r a1 1.200 wtfile
53 -0 So I ;&g R tof -250.0 proc e
@t N - @ -~ -0 nt 24 fn 2048
e H [ i -~ ct 24 math
. alock n
1 = . gain 8 werr
q - - | - aull 6 wexp
3 i _. %° i 140.0 whbs
1 - mbond y wnt
3 1 taumb 0.05%5 20 PROCESSING
s i satfig nn shl .011
= | satpwr 8 shsl ~6.006
B 1 satdly 0 wtfilel
3 H satfro 0 procl 1£3
2.2 FLAGS fnl 2048
p - i n
- - . - - - - - - in n
z.3] o - oo 4y - & - L y
1 3 -l= 2T - hs an
1 8% 33 H-13 - D 2D ACQUISITION
5 s - Ty = AN :5 swl 22629.5
2.4-] Cc- == ni 377
3 4 : H-18 DISPLAY
3 sp 708.2
2.5 ;€2 vp 6061
b vs 500
e ‘ (&) $C 63
3 b : we 1z0
hzea 5.05
- is $00.00
{ Tl 323.0
rfp []
th 2
ins 1.000
a«f cdc ph
20 OISPLAY
spl 1332.1
wpl 3738.4
sc2 o
we2 120
rfil 0
rfpl -s502.%
-
. ./" CHy-2d
,_—:—;,_—5,’”/ -~ o %‘
e« @ s aw— = = - -~ 8- - A g
— .- - o2
d T T T T T 1 L
50 a5 a0 35S 30 25 20 15
F1 (ppm)

Figura 11b : Espectro de RMN 'H x "°C -

"JTog (m=2,3)-HMBC de3+4+5+6 (expandido) .
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Figura 11c : Espectro de RMN 'Hx 3C - "Joy (n= 2,3) - HMBC de 3 + 4 + 5 + 6 (expandido) .
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STANDARD 1H OBSERVE

haqc

SAMPLE
Apr 26 87
solvent cocta
file /hoaeorg~
anicydataskingstoa~
/Geraldo-113-PARH-~
10~-HMBC-04-27-97

exp3

date

ACQUISITION
sfrg 399.1851
tn H1
at 6.205
np 2048
Sw 5000.0
fb 2800
s 16
tpwr 52
pw 1.7
dl 1.200
tof -250.0
nt 24
ct 24
alock n
gain L]
null 14
i 146.9
mbond Y
tausb 0.055
satflg nn
satpwr )
catdly ]
satfrq o

FLAGS
i1 n
in n
dp y

nn
20 ACQUISITION

swl 22629.5
ni 7

BISPLAY
sp 91.3
wp 503.4
vs 500
sC 63
we 120
hzmn 4.20
is 500.00
rfi 323.0
rfp
th 2
ins 1.000
af < ph

20 BISPLAY

spl 1023.4
wpl 18116.9
sc2 0
we2 120
rftl L
rfpl -502.9

DEC vT
dfrg 100.578
dn c13
dpwr 30
dof 1211.¢
dm nan
dem cow
daf 21850
dseq
dres 1.0
pux 20.0
pwx v 57
howo n
temp 7.0

PROCESSING
sb 6.137
shs -0.068
wtfile
prec ft
fn 2048
math
werr
wexgp
wbs

nt

20 PROCESSING
sbl 0.011
sbsl ~-0.008
wifilel
procl ft
fnl 2048

Sl



STANDARD 1H OBSERVE

exp3 hmqc
SAMPLE pEC. & VT
date Apr 26 87 dfrg 100.578
solvent CoCl3 dn c13
Tile /home/org~ dpwr 20
anfc/datazkingston~ dof 12116
/Geraldo-113-PARH-~ da nnn
10-HMEC-04-27-37 dem cow
ACQUISITION daf 21350
sfrq 339.851 dseq
ta Hl dres l.¢
\ at 0.205 pwx 20.0
i np 2048  pwxlvl 57
| sw 5000.0 homo n
i ! b - 2800 temp 2r.o
s e AT i ss 16 PROCESSING
Y v i tpwr 52 sb 0.137
pw 9.7 sbs -0.068
dl 1.200 wtfile
tofr -250.0 proc e
nt 24 fn 2048
ct 24 math T
alock n
q 4o gatin ¢ werr
4 a1l 0 wexp
.75 pP 3 140.0 wbs
. 4 0 mband y wnt
B tausb 0.055 20 PROCISSING
i | vu g) satflg nn o sbl @011
satpwr 0 shsl -0.006
16 [3) v Go¥ @ ] ' ] o satdly 0 wifflel
4 satfrg 6 procl f
= o BD—£ . 0 Ry § o FLAGS fal 2048
0.a ] 1 n
B in n
4 @ Q‘g . - Y dp ¥
hs an
B . ) 20 ACQUISITION
swl 22629.5
ni 377
0.85- DISPLAY
4 sp 278.1
i 8 ] ‘o . wp 1417
vs 200
— sc 63
i we 120
hzmm 1.18
0 .90 is 500.60
i rft 323.0
- bt ‘ rfp 13
b th H
E 0 8 b ins 1.000
] i ai cdc ph
9 . b @de 20 DISPLAY
- 0.95- N 0 g tpl 1377.4
| wpl 4281.4
k . sc2 4
b wCe 120
| 0 ¢ P jern 0
rfpl -502.8
1.004 o > 11 190
% _ I éb \ cg
e T T T T —_
55 S0 45 a0 35 30 25 20 15
F1 (ppm)

Figura 11d : Espectro de RMN 'Hx B¥C - "oy (n=2,3)- HMBC de 3 + 4 + 5 + 6 (expandido) .
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STANDARD 1H OBSERVE

:“- exp3 haqc
o SANPLE DEC. & VT
P date Apr 26 37 dfrq 100.578
-] solvent CoCi3 dn a3
Ttle /home sorg~ dpwr 30
anfcsdata/kingston~ dof 12116
/Geraldo-113-PARH-~ dm -
10-HMEC-04-27-87 dmm cow
ACQUISITION daf 21450
sfrg 399.951 dseg
tn Hl dres 1.0
at 0.205  pwx 2e.0
np 2048 pwxlvl 57
sw $000.0 homo a
b 2800 temp 27
ss 16 PROCESSING
tpwr N sz st 0.132
pw €7 sbs -9.468
q N 4 d1 1.200 wtfile
= 2] SRERRIIN: S weo ey
. ° ee o 0 n n
- (ppm] ® w ct 24 math T
B 9 alock n
B gain 8 werr
4 nll 0 wexp
q E] 140.0 wbs
0.9 mbond y wat
-2 R e ee e e .. u:é:ll: 0.055 niv PROCESSI:Gul
B sa nn s R
11 ¢ 60 0 #p v@Q 1 BO o ke . o satpw?‘ o sbsl -0.016
] - e e 8p - e - N satdly 0 wtfilel
1.0 ° - °n - - satfrq 0 procl Tt
g -V 2 ie o«ut .o - FLAGS fnl 2648
] 11 n
I3 3 in n
N dp y
hs nn
1.1 20 ACQUISITION
1 swl 22629.5
] ni 377
1 DISPLAY
1 sp 292.8
1.2 wp 331.0
vs 284
.- e a0 1y Y ) - ° sC 63
B we 120
4 hzma 3.26
1.3 is $00.00
4 fl 323.0
4 fp
4 th H
] { fns 1.000
1.4 at cdc ph
i 2D DISPLAY
4 spl 2716.9
1 wpl 5729.3
4 sc2 [:]
— wc2 120
1.57] rfil} 0
4 rfpl -502.9%
1.6
1 & 23em, <30 g 23cwy-30
kot Bkl - . .
——/‘*ﬁ 1 7; . Cc-20 % <-29
. T T T T T Y T T T v
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100

F1 (ppm)

Figura 11e : Espectro de RMN 'Hx *C -"Joy (n=2,3)-HMBC de 3 + 4 + 5 + 6 (expandido) .
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STANDARO 1H OESERVE

exp3 hmqc
SAMPLE
date Apr 26 97
tolvent cocl13
file /homejorg~
anicdataskingston~
/Ceraldo-113-PARH-~
10-HMBC-04-27-97
ACQUISITION
sfrg 389.951
ta H1
| at ©.205
{ I np 2048
1 i sw 5000.0
i) 2800
ss 16
tpwr 52
pw 9.7
] a1 1.200
F2 . ®© tof -250.0
nt 24
(ppm): [ B 4 . Qbo ct 24
‘ ) alock n
14 o ° . . (] 4 ° - ° . &‘6 gain )
0.8 { ‘ [¥3 ¢ ® :(w” 140 2
N & Q- ® c - mbond v
4 . ) taumb 0.055
satflg nn
h N . - satpwr [
4 satdly 0
satfrg o
0.9+ FLAGS
i - . it n
N a & [ in n
{184 LAy o o | ap v
ER Y 8 Cc ° © hs nn
A TP | 20 ACQUISITION
{4C ‘L" [} ‘ swi 22628.5
- nt 377
1.0 - 5w [ \ E‘\ N [ DISPLAY
E sp 283.0
] ¢ @ & & wp 268.8
vs 200
~ scC 63
we 120
1 hzmm 2.24
1.1+ is 500.00
{ rrl 323.8
7 rfp
4 th H
ins 1.000
B ai cdc ph
4 20 DISPLAY
spl 2328.6
1.2 wpl 5751.4
4 scz [
. we2 1290
b . - il s
4 rfpl -502.9
1.3
e o L BLELELELIS S0 e o o 2 AL B L B BRSNS B |
80 75 70 6S 60 55 S0 45 a0 35 30 25
F1 (ppm)

Figura 11f : Espectro de RMN 'H x ¥C - "J oy

DEC. & VT

dfrq 100.578

dn €13

dpwr 30

dof 1211.6

da ®nn
cow

daf 21150

dseq

dres 1.0

e 20.8

puxtvl s2?

hoso n

teap 27.0

PROCESSING

sb 0.132

sbs -0.868

wtfile

proc ft

n 2648

math 4

werr

wexp

whs

wat

20 PROCESSING

sbl 0.012

sbsl -0.806

wtfilel

procl ft

fnl 2048

(n=2,3)-HMBC de 3 + 4 + 5 + 6 (expandido) .

811



119

Espectro de IV de PARCH-A (7 + 8 + 9) em KBr .

Figura 12
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Figura 13 : Espectro de RMN 'H (200,13 MHz) de PACRH-A (7 + 8 + 9) registrado em CDCl; e TMS
como referéncia interna .
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Figura 14 : Espectro de RMN *C (50,3 MHz) de PACRH-A (7 + 8+ 9) totalmente desacoplado
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna .
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Figura 15: Espectro de RMN C (50,3 MHz) de PACRH-A (7 + 8 +9) com DEPT (0
em CDCl; e TMS como referéncia interna .
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Espectro de IV de PARCH-1 (10 + 11 + 12) em KBr .
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PACRH-1

: a0y
\rfﬂ\i CPGNO. §3)
10: R0y DATE 15-8-37
OH

o | [ SF 200. 132
[ SV 80.13001¢
l 01 3400.30¢
] S1  1B3E4
on oH O D 4120

1 77.77¢
12:R= LSRR

P¥ 2
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Figura 17 : Espectro de RMN 'H (200,13 MHz) de PACRH-1 (10 + 11 + 12) registrado em CDCl; e TMS
como referéncia interna
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AU PROG:
POWGD!SC. 41
DATE 15-12-97
SF 50.323
SY 50.3270000
0t 1800.00C
SI 18384
TD 16384
SH 12500.00¢C
HI/PT  §.52¢
P 6.5
RD 0.0
A0 652
AGC 200
NS 10507
TE 287
FW 15700
02 1570.00C
: De 204 DO
l‘ LB 2.00¢
{ | ll !I I Iy c8 0.0
cX 26.0¢
| | | | cY 0.0
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Figura 18: Espectro de RMN *C (50,3 MHz) de PACRH-1 (10 + 11 + 12) totalmente desacoplado
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna .
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Figura 19 : Espectro de RMN *C (50,3 MHz) de PACRH-1 (10 + 11 +12) com DEPT (8= 90 e 135%)
registrado em CDCl; e TMS como referéncia interna .
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Figura 20 : Espectro de IV de PARCH-1 (10 + 11 + 12)

, em filme de NaCl, apos rea¢do de hidrélise
alcalina .
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Figura 21 : Espectro de IV dos ésteres metilicos dos
(10 + 11 + 12) , em filme de NaCl.

4cidos obtidos na hidrélise alcalina de PACRH-1
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Figura 22 : Cromatograma de PACRH-1. Esteres metilicos dos 4cidos obtidos na hidrélise alcalina de
PACRHI (10 + 11 + 12).
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Figura 22a : Espectro de massas do ftalato de n-butila .
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Figura 24 : Espectro de massas de 10b .
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Figura 25 : Espectro de massas de 11a .
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Figura 26 : Espectro de massas de 10c .
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Figura 27 : Espectro de massas de 10d .
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Figura 30 : Espectro de massas de 10f .
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Figura 31 : Espectro de massas de 11c . . {32 ) ;20
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Figura 32 : Espectro de massas de 10g .
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Figura 34 : Espectro de massas de 10h .
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Figura 36 : Espectro de massas de 10i .
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Figura 38 : Espectro de massas de 11e .
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Figura 39 : Espectro de massas de 10j .
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Figura 40 : Espectro de RMN 'H (200,13 MHz) de PACRH-1 (11), registrado em CDCl; e TMS como
referéncia interna, apds a reagdo de oxidagdo com PCC .
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Figura 41 : Espectro de RMN *C (50,3 MHz) de PACRH-1 (11) totalmente desacoplado, registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna, apds a reagdo de oxidacdo com PCC .
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Figura 42 : Espectro de RMN BC (56,3 MHz) de PACRH-1 (11) com DEPT (8=90¢ 135Y%), registrado
em CDCl; e TMS como referéncia interna, apds a reagéo de oxidagdo com PCC .
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Figura 47 Espectro de RMN *C (50,3 MHz) de PACRH-1 (10) totalmente desacoplado, registrado em

CDCl; e TMS como referéncia interna .
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CDCl; e TMS como referéncia interna .
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Figura 50 : Espectro de RMN BC (50,3 MHz) de PACRH-1 (11) totalmente desacoplado, registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna .
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Figura 51 : Espectro de RMN C (50,3 MHz) de PACRH-1 (11) com DEPT (6 = 90 e 135°), registrado em
CDCl; e TMS como referéncia interna .
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interna .
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Figura 53 : Espectros de RMN *C (50,3 MHz ) de Pcb-1, totalmente desacoplado (a) e DEPT 135° (b) - 90°
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