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Nada é mais importante para os seres humanos, hoje,
do que compreender como funciona a natureza

Paul R. Erlich, 1993
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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo quimico das folhas e galhos
de um espécimem de Quratea semiserrata, familia Ochnaceae, coletada
no Municipio de Ouro Preto-MG-Brasil. As substancias descritas nesta
investigacao fitoquimica foram isoladas por processos de purificagdo
cromatograficos dos extratos hexanicos e metandlicos. As estruturas
foram determinadas através da analise de dados fornecidos por
espectrometria na regiao de ultravioleta, do infravermelho, de massas, e
RMN 'H e ’C uni-(1D) e bidimensional (2D) das substancias naturais e
de derivados. Do extrato hexanico dos galhos foram obtidos sitosterol,
estigmasterol, 7-oxo-estigma-5-en-3p-ol, 7-oxo-estigma-5,22-dien-3f3-
ol. O extrato metandlico dos galhos forneceu, eudesmina, epieudesmina,
uma biisoflavona derivada de duas unidades de genisteina, 3',6,8-
tricloro-4',5-diidroxi-7-metoxiflavona e 3’,5',6,8-tetracloro-4',5-diidroxi-
7-metoxiflavona. Do extrato hexanico das folhas foram isoladas lupeol e
friedelina. O extrato metanodlico das folhas forneceu um 3p-O-D-
glicopiranosilol-B-sitosterol, acido ent-16q,17-diidroxicauran-19-oico,
6,9,diidroximegastigma-4,7-dien-3-ona, rutina, amentoflavona,
podocarpusflavona A, lanaraflavona, 7-O-metillanaraflavona, 7,7"-di-O-
metillanaraflavona, «-D-glicose, B-D-glicose, 13-0O-(4-hidroxifenil)-6-0O-
(4-hidroxibenzoil)-D-glicopiranosideo, 13-0O-(4-hidroxifenil)-6-0-(4-
metoxicinamoil)-D-glicopiranosideo e 1B-0O-(4-hidroxibenzoil)-D-
glicopiranosideo. As substancias registradas pertencem a varios grupos
de produtos naturais, sendo cinco classificadas como inéditas. Os
extratos e substancias isoladas foram submetidos ao ensaio de

letalidade de Artemia salina.



XV

O tratamento da neolignana aureina com dcido trifluoroacético
forneceu o produto de rearranjo 2-(2-alil-4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1-
(3,4,5-trimetoxifenil)-propano, previamente descrito na literatura, e os
seus derivados resultantes da adicdo de dacido trifluoracético e agua a
ligacdo dupla do grupo alila. Os produtos obtidos foram caracterizados
com base em dados espectroscopicos, inclusive experiéncias de RMN
uni- e bi-dimensionais. Propostas mecanisticas justificam a formagao dos

produtos obtidos.
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ABSTRACT

This work reports the results from the chemical study of branches
and leaves of a specimen from Ouratea semiserrata, familiy Ochnaceae,
collected in Ouro Preto-MG-Brasil. The compounds were isolated from
the hexane and methanol extracts by chromatographic techniques and
the structures were established by analysis of spectral data including 2D
NMR experiments. The hexane extract of the branches afforded
sitosterol, stigmasterol, 7-oxo-stigma-5-en-33-ol, 7-oxo-stigma-5,22-
dien-3p3-ol. The methanol extract of the branches gave eudesmine,
epieudesmine, a biisoflavone derived from two units of geistein, 3',6,8-
trichloro-4’,5-dihydroxy-7-methoxyflavone and 3’,5',6,8-tetrachloro-
4’,5-dihydroxy-7-methoxyflavone. The hexane extract of the leaves
afforded lupeol and friedelin. The methanol extract of the leaves
afforded 3p-0O-D-glucopyranosyl-p-sitosteral, ent-160,17-
dihydroxycauran-19-oic acid, 6,9,dihydroxymegastigma-4,7-dien-3-ona,
rutin, amentoflavone, podocarpusflavone A, lanaraflavone, 7-0O-
methylanaraflavone, 7,7”-di-O-methylanaraflavone, o-D-glucose, B-D-
glucose, 1B-0O-(4-hydroxyphenyl)-6-0-(4-hydroxibenzoyl)-D-
glucopyranoside, 1p-0O-(4-hydroxyphenyl)-6-0O-(4-methoxycinammoyl)-
D-glucopyranoside and 13-0O-(4-hydroxybenzoyl)-D-glucopyranoside.
five new compounds were isolated and characterized. The extracts have
been submited to a bioassay with Artemia salina.

Treatment of the neolignan aurein with trifluoroacetic acid
furnished the rearranged product 2-(2-allyl-4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)-1-(3,4,5-trimethoxy-phenyl)-propane previously
described in the literature along with its derivatives produced by

addition of trifluoroacetic acid and water to the double bond of the allyl
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group. The products were characterized on the basis of spectroscopic
data, including 2D NMR experiments and mass spectra. Mechanisms are

proposed to account for the products obtained.
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INTRODUCAO

A pesquisa com produtos naturais tem tido grande interesse
devido a importancia que representa na procura de alimentos, nos
Cuidados basicos de saude, no fornecimento de matérias primas e no
melhor entendimento do meio ambiente.

Uma aproximagdo multidisciplinar nas investigacdes que envolvem
produtos naturais produz resultados mais satisfatorios que os esforgos
isolados, que em muitas ocasides ficam esquecidos.

A pesquisa com plantas e seus metabdlitos essenciais tem tido
importancia fundamental em varias areas do conhecimento. Além das
plantas usadas na medicina tradicional, existem milhares de outras
especies que nunca foram submetidas a investigagdes para avaliar sua
atividade biologica. Estima-se que somente 0,5% das plantas superiores
foram completamente pesquisadas sendo que a grande maioria destas
plantas nao estudadas habitam as zonas tropicais (de cerca de 250.000
especies de plantas superiores aproximadamente 110.000, sao
encontradas somente nos tropicos do Novo Mundo)®.

A espécie Ouratea semiserrata Mart. (Engl) é uma das muitas
espécies da familia Ochnaceae. Esta familia pantropical aparece
constituida por arvores, arbustos e ervas, incluindo um grande numero
de plantas ornamentais, com uma grande concentracdo de géneros e
especies no tropico de América do Sul’. A familia Ochnaceae pertence a
ordem Teales e esta estreitamente relacionada com a familia
Dipterocarpaceae.

O género Ouratea aparece com aproximadamente 300 espécies na

Ameérica do Sul principalmente arvores e arbustos.



A familia Ochnacea inclui poucas plantas de valor econdmico,
sendo que algumas delas fornecem madeira para construcbes (género
Lophira) e outras sao utilizadas como plantas ornamentais para jardins

em zonas temperadas.

b

Numero de géneros: aproximadamente 40

Numero de especies: aproximadamente 600

Distribuicao: Tropical, principalmente
Ameérica do Sul

Usos economicos: madeira, ornamental

Figura 1 Mapa da distribuigdo das espécies da familia Ochnacea

A quimica e a atividade bioldgica de plantas desta familia sdo
relativamente pouco estudadas. Na tabela 1 estdo descritas algumas das
plantas desta familia que foram estudadas e seus principais metabdlitos

isolados.



chalcona:isoliquiritigenina

Tabela 1  Metabdlitos secundarios presentes em plantas da familia
Ochnaceae.

PLANTA: SUBSTANCIA ISOLADA Ref
ouratea sp. biscatequina 3
Ouratea -biisoflavanonas:hexaspermona A, B e C; 4
hexasperma -isoflavona.

Ouratea affinis -cianidina, flavonoides 5
Ochna -biflavonoides: Ocnaflavona e seus éteres 6
#squarrosa metilicos
| -5-metoxifurano(2”,3":7,8)flavona 7
-isoflavona: squarrosina 59
Ochna Pumila -biflavonoides: ochnaflavona, 8
-tetraidroamentoflavona e seus éteres metilicos.
Lophira -biflavondides: lofironaae b 9
lanceolata
-biflavonéides: lofironad e e 10
-tetraflavondide:lofirochalcona 11
-chalcona dimeérica:isombamichalcona
-bichalconas (lofironas F, G e H), biflavondides 12
Lophira alata -chalcona dimérica: mbamichalcona 13
Brackenridgea -diidrochlaconas diméricas 14
zanguebarica
-diidrochlacona dimérica:brackenina, 15
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Como se pode observar, esta familia é caraterizada principalmente
pela presenca de metabdlitos do grupo dos flavondides, destacando-se
os biflavondides, que tém sido de importdncia para estudos
quimiotaxondmicos.

O grupo de pesquisa de produtos naturais da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, incorporou as plantas da familia Ochnaceae nas
atividades de investigagdo. A espécie O. hexasperma forneceu
biflavondides, uma isoflavona e triterpenos!®. A nova biflavona 7”-metil-
agathisflavona, isolada desta planta, apresentou atividade inibidora do

crescimento de células tumorais *’.



1. Objetivos:

O presente trabalho teve como objetivo dar continuidade ao
estudo quimico de plantas da familia Ochnaceae, utilizando galhos e
folnas da espécie O. semiserrata. Foram realizados o isolamento,
purificagdo e determinagdo estrutural dos constituintes quimicos dos
extratos hexanico e metandlico dos galhos e folhas de um espécime
coletado em Ouro Petro (M.G.).

Os extratos obtidos e as substancias isoladas foram utilizadas para
uma avaliagdo bioldgica preliminar usando o bioensaio de letalidade de
Artemia Salina.

Um maior conhecimento sobre a composi¢gdo quimica de plantas da
familia Ochnacea, permitira a obtencdo de informagdes importantes em
varias areas de quimica de produtos naturais sendo de grande interesse

na procura de substancias com atividades bioldgicas promissérias.
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A PLANTA E SEUS CONSTITUINTES QUIMICOS

Ouratea semiserrata é uma das trezentas espécies do género
Ochnaceae que habitam principalmente as florestas tropicais da América do
Sul. As folhas e os galhos de um espécimen foram coletadas em Quro Preto
(MG - Brasil) na cachoeira Andorinhas, em setembro de 1993.

Tabela 2 Classificagdo botanica da planta Ouratea semiserrata

CLASSIFICACAO BOTANICA

CLASSE ANGIOSPERMAE
SUBCLASSE DICOTILEDONEAE
SUPERORDEM DILLENIDAE

ORDEM THEALES

FAMILIA OCHNACEAE
GENERO OURATEA

ESPECIE Ouratea semiserrata

Esta espécie corresponde a um arbusto de tamanho medio, com
folhas de bordas cerrilhadas e flores pequenas com pétalas amarelas. Na
Figura 2 se observa-se uma fotografia da arvore de onde foi obtido o

material para o presente trabalho



Figura 2 Espécimen de ouratea semiserrata.



O estudo das folhas e galhos de ouratea semiserrata permitiu o
isolamento e a caracterizagdo de cinco esterodides (1-5), dois triterpenos
pentaciclicos (6 e 7), um diterpeno caurdnico (8), duas lignanas (9 e
10), um norisoprenoide (11), um flavonoide glicosilado (12), seis
biflavonoides (13-18), duas isoflavonas cloradas (19 e 20), dois

epimeros da glicose (21 e 22) e trés derivados de glicose (23-25).

1. Esteroides
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4, Lignanas
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7 Biflavonoides
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8. Isoflavonas
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10. Derivados da glicose

0
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PARTE EXPERIMENTAL

1. COLETA DO MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO

As folhas e galhos de um espécimen de O. Semiserrata foram coletadas
em cachoeira das Andorinhas, Municipio de Ouro Preto (MG), em 28 de
setembro de 1993 pelo técnico de herbario Jorge Luis da Silva. O matenral foi
secado a temperatura ambiente, moido em moinho de facas e extraido por
maceragao a temperatura ambiente com hexano e depois com metanol. O
solvente foi destilado sob vacuo em evaporador rotativo, obtendo-se os extratos

hexdnico e metandlico (Esquema 1).

 GALHOS (1631,0 g)

\
J

MACERACAO COM HEXANO E METANOL

—
i
|

B
|
i
I

| |
EXTRATO EXTRATO

HEXANICO (OSGH) METANOLICO (OSGM)
40¢g 147,7 g

FOLHAS (920,0 g)

|
MACERACAO COM HEXANO E METANOL

|

EXTRATO EXTRATO METANOLICO
HEXANICO (QSFH) (OSFM )
26,0 g 102,0 g

Esquema 1 Fluxograma da preparacdo dos extratos de O. semiserrata.
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2. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

Os fracionamentos cromatograficos foram resumidos em
fluxogramas, destacando-se somente as fragdes trabalhadas. As demais
ndo foram analisadas, seja porque apresentam-se como misturas muito
complexas, em pequena quantidade de material ou continham material

alifatico.

2.1 O extrato hexdanico (OSGH) dos galhos foi submetido a
fracionamentos cromatograficos, conforme mostrado no Esquema 2,
levando a obtencdo de mistura de esterdides 1 + 2 e 3 + 4, além de

um 4acido alifatico e outras substancias com carateristicas alifaticas.

( OSGH (4.0 g)
CC SILICAGEL
HEXANO/CHCl3/MeOH (gradiente)
41 FRACOES
|
FGH 1-22 FGH 23-25 FGH 36-39
MATI;RIAL 580 mg 660 mg
ALIFATICO CCR SILICAGEL
CCDP CHCl/MeOH
(gradiente)
r \ 3+4
142 MATERIAL 50 mg
L 85 mg ALIFATICO

Esquema 2 Fluxograma do fracionamento crdmatogréfico do extrato
hexanico das folhas (OSGH).
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2.2 O extrato metanélico dos galhos foi submetido a particdo entre hexano e
metanol/agua (80/20), separando-se as fragdes hexanica (OSGMH) e
hidrometandlica. A fracdo hidrometandlica foi submetida a extragBes sucessivas
com cloroférmio e acetato de etila, fornecendo as fracdes cloroférmica (OSGMCO),
acetato de etila (OSGMA) e solucdo remanescente OSGMR (Esquema 3).
- _
OSGM (147,7 q)

PARTICAO COM SOLVENTES

B | |
HEXANO CLOROFORMIO ACETATO DE ETILA [ :

| | | |
OSGMH OSGMC OSGMA OSGMR
1,05¢g 5,20 g 21,94 ¢

Esquema 3 Fracionamento do extrato metandlico dos galhos (OSGM).

A fragdo hexanica (OSGMH) foi submetida a fracionamentos
cromatograficos conforme mostrado no Esquema 4, fornecendo a

mistura de esterdides 1 + 2 e material alifatico.

OSGHM (1,05 g)

CC SILICAGEL |
HEXANO/CLOROFORMIO
GRADIENTE DE ELUICAO

F-GHM 6-10
CCFP

| '7,
L 1+ 240 mg MATERIAL ALIFATICO

Esquema 4 Fracionamento da porcdo hexénica do extrato metanélico
dos galhos (OSGMH).
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A fracdo cloroférmica (OSGMC) foi fracionada por cromatografia

em coluna de silicagel (Esquema 5) e suas fragoes purificadas por CC de

silicagel,
biisoflavona 18, as isoflavonas 19 e 20,

sephadex® LH-20 e CCDP obtendo-se as lignanas 9 e 10, a

e material alifatico:

-

F. 1-23

16-50

OSGMC (5,2

CCR SILICAGEL
CHCl3/MeOH
GRADIENTE

414,0 mg

CC SEPHADEX®
CH,Cl,/MeOH

F. 1-23
219,0 mg

1.CCR SILICAGEL CHCis/MeOH
GRADIENTE
2.CCDP

18
50 mg

9,10
45 mg

19, 20
7,5 mg

Esquema 5 Fracionamento da porcdo cloroférmica do extrato metandlico

dos galhos (OSGMC).
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2.3 O extrato hexanico das folhas (OSFH) foi dissolvido em hexano e
submetido a particdo com acetato de etila e metanol (Esquema 6). A
fragdo hexdnica (OSFHH) foi fracionada por cromatografia em coluna
com silicagel obtendo-se os esterdides 1 + 2. A fracdo acetato de etila
(OSFHA) foi fracionada por CC de silicagel, as fragdes reunidas em
grupos apos analise por CCDA e estes purificados por cristalizagdo, CC
em silicagel e CCDP, fornecendo os triterpenos 6 e 7, o esterdide 1 e

material alifatico.

OSFH (26 g)

PARTICAO COM SOLVENTES
HEXANO/AcOEt/MeOH

OSFHA (AcOEt)

22,2 g
CC SILICAGEL
HEXANQ/CH,Clo/ACETATO DE ETILA

GRADIENTE
F. 5-8
1,93 ¢
| CCR SILICAGEL
b [ ]
HEXANO CH,Cl, AcOEt
CC STLICAGEL | ]
CCDP
1 + 2 [.,,,..77“..*__’“77 e S— _\L
| 50 mg 6 1+2
| 80mg 45 mg 70 mg

Esquema 6 Fracionamento do extrato hexanico das folhas (OSFH).
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2.4 O extrato metandlico das folhas(OSFM) foi dissolvido em metanol/agua
(70/30) e a solugdo obtida extraida com cloroférmio. A solugdo cloroférmica
(OSFMC) foi destilada e o residuo submetida a CC de silicagel (Esquemas 7,8
e 9).' As fragdes obtidas foram reunidas e posteriormente purificadas por
cristalizagdo, CC de silicagel e sephadex® e CCDP , obtendo-se:

OSFM (102,0 q)

PARTIGAO COM SOLVENTES
MeOH/AGUA(70/30) : CHCls

OSFMC(CHClI5)
45,0 g

|

MC MC MC MC MC MC MC MC MC MC MC
1-23 105-106 154-212 213-216 217-221 222-236 237-244 245-292 293-348 350-374 375-430

| |

CRISTALIZACAO CRISTALIZACAO

|

13 +14 CC SiLICAGEL
27 mg 8 CHCI3/MeOH(GRADIENTE)
90 mg 13
166 mg
MC MC
154-212 213-216
cc
{ silicagel |
CRISTALIZACAO | J CRISTALIZAGAO
| 13 + 14 |
15+16+17 60 m 8 +13
89 mg 9 115 mg

Esquema 7 Fracionamento do extrato metandlico das folhas (OSFM).



21

CREL

23a 23b

a) Acetilagdo (CH3CO),0/PIRIDINA
b) Metilagdo com CH;N>

¢) formacgdo de acetonideo

d) Hidrolise alcalina (NaOH)

—
MC MC MC
222-236 237-244 245-292
222-256 237-244 245-292
5 ZAc T
CRISTALIZA(;IN\O CRISTALlIZACAO
8 12, 220 mg 8+ 5,70 mg
165 mg - k I
) b) W 8 222-292
8a 8b 8c CC SILICAGEL
CHCls/MeOH, GRADIENTE
| R } ccop r\
CC SILICAGEL
| 23 11
13 85 mg 80 mg
120 mg

14 CCFP ‘
a) 111 mg ‘
|
13a (a)

11a

Esquema 8 Fracionamento do extrato metandlico das folhas (OSFH).
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MC MC MC
293-348 350-374 ' 375-430
CC, silicagel 1 CC, silicagel
CHCI3-MeOH, gradiente CHCI3-MeOH, gradiente
2 CCFP
1 CC, silicagel
T CHCI3-MeOH, gradiente
25 2 CCFP
12 169,2 mg I
85,0 mg acetifacao ‘
5 25a _ {
67,5 m ’
g 23 + 24 21 + 22
23 + 24 166} mg 39,?
60 mg acetilagdo acetilagdo
‘ |
23a +24a 21a +22a
160 mg. 38 mg

Esquema 9 Fracionamento do extrato metanélico das folhas (OSFH).

3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

3.1 Acetilagdo

A amostra (=80 mg) foi tratada com piridina (1 mL) e anidrido
acetico (1 mL), a solucdo mantida em repouso a temperatura ambiente
por 24 horas. Apds este periodo adicionou-se agua com gelo (10 mL) e
extraiu-se com cloroféormio (3 x 10 mL). A solugdo cloroférmica foi

lavada primeiro com solugdo de HCl 10 % (3 x 10 mL) e depois com
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agua destilada (3 x 10 mL). Apos secagem com sulfato de sédio anidro,
0 solvente foi destilado sob vacuo em evaporador rotativo e o residuo

pesado e submetido a analise por CCDA.

3.2 Metilagao com diazometano

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

As amostras a serem metiladas foram dissolvidas em éter ou
metanol e tratadas com excesso de diazometano recentemente

preparado.

3.3 Hidrodlise alcalina

A amostra (38 mg) foi tratada com uma solugdo aquosa de NaOH
(20%, 5 mL) e mantida em refluxo por duas horas. A mistura reacional
foi acidificada com HCl (10%) e extraida com éter etilico. A solugdo

etérea foi concentrada e purificada por CC de silicagel.

3.5 Formagao de acetonideo

O produto original (30 mg) foi dissolvido em acetona seca (10
mL), adicionou-se 3 gotas de H,S0, mantendo-se a reagdo a
temperatura ambiente por 5 horas sob agitagdao. O produto da reacdo foi

filtrado e o solvente removido.
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4. ESPECIFICACAO DOS MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4 Os solventes de grau analitico da Merck, Grupo Quimica e Vetec
apos destilagdo foram utilizados para extragdes, partigdes e sistemas
cromatograficos.
4 Para cromatografia em coluna sob pressao atmosférica utilizou-se
como adsorvente silicagel-60 da Merck, particulas 63-210 um, e
sephadex LH-20 (25-100 um) da Sigma.
4 Para cromatografia em coluna rapida utilizou-se como adsorvente
silicagel-60 230-400 mesh da Aldrich.

Para CCDA (espessura de 0,25 mm) e CCDP (espessura de 1,0
mm) utilizou-se como adsorvente silicagel-60 PF,s, da Merck. As placas
analiticas foram reveladas com vapores de iodo e irradiagdo no UV (254
e 356 nm) e as preparativas com irradiacdo no UV (254 e 356 nm).
»  Os espectros de RMN 'H (400 MHz) e de *>C (100 MHz) uni-(1D) e
bidimensional (2D) foram registrados em espectrometro Bruker AC-200
(*H :200 MHz; 3C : 50 MHz) ARX-400 (*H :400 MHz; *C : 100 MHz) e
WH 400('H :400 MHz; *C : 100 MHz), utilizando-se como solventes
CDCl;, MeOH-d,, acetona-ds, DMSO-dg, piridina-ds e TMS ou sinal do
solvente (em relagdo ao TMS) como referéncia interna.
’ Os espectros no IV foram registrados em espectrometro Perkin
Elmer FT - IR 1600, em pastilhas de KBr ou filme sobre cristal de NaCl.
’ Os espectros no ultravioleta foram registrados em espectrometro
UV/VIS DMS-80 da Varian, em metanol e cloroférmio (grau

espectroscopico)
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’ Os espectros de massas de alta resolucdo (EMAR) foram
registrados num espectrometro VG Auto Spec-300 alta resolugdo,
operando a 70 eV.

’ Os espectros de massa foram registrados num espectrémetro VG
Quatro-GC 8000 triple quadripolo/GD/MS-MS - da Fisions Instruments

’ As medidas [a]?* foram feitas em polarimetro digital JASCO mod.
DIP 370.

4 A cromatografia rotacional circular foi realizada em aparelho
Chromatotron®, utilizando como adsorvente silicagel-60 da Merck com
espessura de 2 mm.

» Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Melt-Temp II

e ndo foram corrigidos.
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5. DADOS FISICOS COMPLEMENTARES DAS SUBSTANCIAS
ISOLADAS DE O. SEMISERRATA.

»Sitosterol (1) + estigmasterol (2)

RMN !H 3,60 (m), 5,30(m), 5,60(sl); v. 2, Fig 1.
RMN °C  Tab.3; v. 2, Fig. 3, p.3

} 7-oxo-estigma-5-en-3p-ol (3) + /-oxo-estigma-5,22-dien-3p-o0 (4)
3p-O-D-glicopiranosilol-g-sitosterol

RMN H 5,00-5,25(m), 3,60(m), 5,63(sl)
RMN °C  Tab. 5; v. 2, Fig. 5, p.5.

} 34-O-D-glicopiranosilol-s-sitosterol (5)

RMN 'H Tab. 6, Fig 7.
RMN °C  Tab.6; v. 2, Fig. 9, p. 9.

»Lupeol (6)
IV: (KBr) vimax cm™' : 3453, 1640.

RMN H Tab. 7, Fig. 11,p. 11.
RMN *C  Tab. 8; v. 2, Fig. 12, p. 12.



» Friedelina (7)

IV:
RMN *H
RMN 3C
EM
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(KBr) vinax cm™: 1718

Tab. 9; v.2, Fig. 14, p. 16.

Tab. 10; v.2, Fig. 16, p. 16.
Esquema 10, v. 2, Fig. 17, p. 17.

»Acido ent-16a,17-diidroxicauran-19-dico (8)

IV:

RMN 'H
RMN 3C
EMIE

(KBr) vmax cm™:3346, 1692,3000-2500
Tab. 11 e 12; v.2, Fig. 19, p. 19.

Tab. 11 e 12; v.2, Fig. 22, p. 22.

70 eV, m/z(int. rel.):318(15), 305(100),
273(85). V. 2, Fig. 25, p. 25.

» Eudesmina (9) + epieudesmina (10)

RMN 'H
RMN 13C

» Norisoprenoide (11)

IV:

RMN 'H
RMN 1°C
EMIE:

Tab. 17; v.2, Fig. 46, p. 46.
Tab. 18; v.2, Fig. 48, p. 48

(KBr) vima, cm™: 3410,1658.
Tab. 19; v.2, Fig. 51, p. 51.
Tab. 19; v.2, Fig. 53, p. 53.
Esquema 11, Fig. 57, p. 57.
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?Rutina (12)

Uv: Amax M, MeOH: 357,258,208; NaOH: 410,273;
NaOH +HCI:357,256; AlCl3:399,266; AlCl;+HCI:399,358,259.
v. 2, Fig. 64, p. 64.

IV: (KBr) vmax €M™ 3422, 1654, 1600-1503.

RMN 'H  Tab. 20; v.2, Fig. 65, p. 65.

RMN *°C  Tab. 20; v.2, Fig. 67, p. 67.

»Amentoflavona (13)

Uv: Amax NM, MeOH: 330,288,271; NaOH: 373,265;
NaOH+HCI:338,269;AICl;:388,342,287,270;
AICI;+HCI:388,287,269. v. 2, Fig. 77, p. 77.

IV: (KBr) vmax cm™*: 3159,1653,1697-1424.

RMN *H Tab. 22; v.2, Fig. 79, p. 79

RMN 2C  Tab. 22; v.2, Fig. 81, p. 81.

? Podocarpusflavona A (14)

RMN *H Tab. 24; v.2, Fig. 96, p. 96.

RMN °C  Tab. 24; v.2, Fig. 98, p.98

EMIE 70 eV, m/z(int. rel.):552(5), 305(100), 259(39),
95(35). V. 2, Fig. 102, p. 104.

EM-FAB  v.2, Fig. 103, p. 103.
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»Lanaraflavona (15) + 7-O-metillanaraflavona (16), 7,7”-di-O-

metillanaraflavona (17)

IV: (KBr) vmax cm™': 3419, 1657, 1503,-1441
RMN H Tab. 25; v.2, Fig. 107, p. 107.

RMN °C  Tab. 25; v.2, Fig. 109, p. 109.

EMIE Esquema 14, v.2 Fig. 106, p. 106.

» Biisoflavona derivada de duas unidades de genisteina (18)

RMN H v.2 Fig. 118, p. 118
RMN *C  v.2 Fig. 120, p. 120.

»3’,6,8-tricloro-4’,5-diidroxi-7-metoxiflavona  (19) + 3,56,8-

tetracloro-4’,5-diidroxi-7-metoxiflavona (20)

IV: (KBr) vmax cm’* 3450, 1655, 1639, 1589, 1618
RMN'H  Tab. 29; v.2, Fig. 125, p. 125.

RMN °C  Tab. 29; v.2, Fig. 127, p. 127.

EMIE Esquema 15, Tab. 28; v. 2, Fig. 123, p. 123.

> a-D-glicose (21) + p-D-glicose (22)

IV: (KBr) vmax €M™ 1740, 1320, 1220
RMN 'H Fig. 133, p. 133.
RMN >C  Tab. 30; v.2, Fig. 135, p. 135.
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» 1-6-O-(4-hidroxifenil)-6-0O-(4-hidroxibenzoil)-D-glicopiranosideo (23)

IV: (KBr) vmax cm* 3330, 1700, 1620-1520
RMN 'H  Tab. 31; v.2, Fig. 138, p. 138.

RMN *C  Tab. 31; v.2, Fig. 140, p. 140.

EMIE Esquema 16; v.2, Fig. 144, p. 144.

» 13-O-(4-hidroxifenil)-6-O-(4-metoxicinamoil)-D-glicopiranosideo (24)

RMN *H v.2, Fig. 155, p. 155.
RMN *C  v.2, Fig. 157, p. 157

» 15-O-(4-hidroxibenzoil)-D-glicopiranosideo (25)

RMN 'H  Tab. 34; v.2, Fig. 159, p. 159.
RMN 3C  Tab. 34; v.2, Fig. 161, p. 161.



31

DETERMINACAO ESTRUTURAL

1. ESTEROIDES

1.1 ESTEROIDES 1 e 2

Os esterdides 1 e 2 foram obtidos numa mistura que pela andlise
por CCDA eluida em varios solventes revelou uma uUnica mancha.
Comparagdo dos espectros RMN de 'H e *C com dados descritos na
literatura'® permitiu identificar os constituintes da mistura como a
sitosterol (1) + estigmasterol (2).

O espectro de RMN 'H (v.2, Fig. 1, p. 1) revela varios sinais
protegidos entre &, 0,6 e 1,0 correspondentes aos grupos metilicos. O
multipleto em &, 3,60 corresponde ao hidrogénio carbindlico H-3, o
singleto largo em &, 5,60 representa o hidrogénio olefinico H-6 e os
multipletos em &y 5,30 correspondentes aos hidrogénios 22 e 23 no

caso do estigmasterol.
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Tabela 3 Dados de RMN °C (50 MHz, CDCl;) dos esterdides

B-sitosterol(1) e estigmasterol(2) comparados com os
dados da literatura (100 MHz, CDCl5).

1 2 B-sitosterol ® estigmasterol 18

C dc* dc* O¢ O¢
5 140,70 140,7

10 36,46 36,5

13 42,30 42,3 42,2
CH

3 71,78 71,8

6 121,72 121,7

8 31,89 31,9

9 50,10 50,1

14 56,02 56,8

17 56,80 56,81 56,0 55,9
20 36,13 40,60 36,1 40,5
22 - 138,0 - 138,3
23 - 130,9 - 129,2
24 45,80 51,0 45,0 51,2
25 31,89 29,1 31,9
CH2

1 37,07 37,2

2 31,42 31,6

4 42,06 42,3

7 31,60 31,9

11 21,05 21,1

12 39,73 39,8 39,7
15 24,27 24,3 24,4
16 28,30 28,2 28,9
22 34,06 138,30 33,9 -
23 26,87 129,22 26,0 -
28 23,02 26,00 23,0 25,4
CH3

18 11,90 12,00 11,9 12,0
19 19,67 19,67 19,4

21 18,80 21,05 18,8 21,2
26 19,00 21,05 19,8 21,1
27 19,67 19,67 19,0

29 12,20 12,20 12,0 12,3

* A multiplicidade dos sinais dos carbonos foi deduzida com base na analises
comparativa dos espectros de *C-PND e '3C-DEPT.
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Os espectros de RMN **C-PND e RMN 3C-DEPT (Tabela 3. v.2, Fig.
2, p. 2 e Fig. 3, p. 3) revelaram a presenga de sinais de carbonos
olefinicos metinicos atribuidos aos carbonos CH-6 (8¢ 121,7) do sitosterol
(1) e estigmasterol (2), CH-22 (6 138,3) e CH-23 (8¢ 129,20) do
estigmasterol (2), um carbono quaternario olefinico atribuido ao C-5 (¢
140,70) e um carbono carbinélico metinico CH-3 (8¢ 71,78) comum para
os dois esterdides. Estas atribuigdes feitas junto com a comparagdo com
dados descritos na literatura'®, permitiram confirmar as estruturas dos

dois esteroides 1 e 2.

1.2 ESTEROIDES 3 e 4

Os esterdides 3 e 4 também foram isolados em mistura,
aparecendo como pura através da analise por CCDA em varios
solventes. A andlise dos espectros de RMN *H e RMN **C (Tabela 5. v.2,
Fig. 4, p. 4 e Fig. 5, p. 5) permitiu reconhecer a presencga de substancias
com as caracteristicas semelhantes aos esterdides 1 e 2, sendo as
diferencas justificadas por biotransformacoes esterdidais para produzir
as estruturas dos componentes de uma mistura de 3 e 4.

O espectro de RMN 'H (v.2, Fig. 4, p. 4) da mistura apresentou
sinais de metilas protegidas entre 5, 0,6 e 1,0, de hidrogénios metinicos
ligados a carbonos sp?, entre &y 5,00-5,15 (H-22 e H-23) e em &y 5,62
(H-6) e de hidrogénio metinico carbindlico entre &4 3,60-3,70 (H-3). As
principais diferencas nos espectro de RMN 'H das misturas 1+2 (v.2,
Fig. 1, p. 1) e 3+4 (v.2, Fig. 4, p. 4) sao observadas nos
deslocamentos quimicos dos multipletos correspondentes ao hidrogénio
carbindlico H-3 (54 3,6-3,7) e do singleto representante do hidrogénio
olefinico H-6 (5, 5,62 ).
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A comparagdo dos espectros de RMN C-PND (v.2, Fig. 5, p. 5) e RMN
“C-DEPT (v.2, Fig. 6, p. 6) desta mistura (3+4) e da mistura (1+2) (v.2,
Fig. 2, p. 2) confirmou as deducdes obtidas dos espectros de RMN H [(v.2,
Fig. 1, p. 1 (1+2), (v.2, Fig. 4, p. 4 (3+4)] .

Na Tabela 4 estdo registrados os deslocamento quimicos dos &tomos
de carbono (5c) com as diferencas mais significativas. As maodificacBes
observadas podem ser justificadas pela presenga de uma carbonila no atomo
de carbono C-7, grupo funcional confirmado pelo espectro na regiao de IV
pela banda em 1654 cm™. A presenca da carbonila neste carbono justifica as
modificagGes observadas nos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono
(Tabela 4).

Tabela 4: Dados de RMN **C dos carbonos com maiores diferencas das

misturas 3 + 4 e 1 + 2 dos carbonos.

1+2 3+4
C Sc Sc
C-5 140,7 165,18
CH-6 121,6; 121,7 126,06
C-7 31,9 202,41
CH-8 31,9 45,4
CH-14 56,8 49,9
CH5-19 19,4 17,2

* A muitiplicidade dos sinais dos carbonos foi deduzida com base na analises
comparativa dos nos espectros de *C-PND e 3C-DEPT.

A hidroxila na posi¢do C-3 pode ser confirmada no espectro de IV
pela presenga de uma banda em 3455 cm™! e pelo espectro de RMN *3C
pelo sinal do carbono carbindlico C-3 (5 70,50).

Os dados descritos acima e a comparacdo com os valores descritos
na literatura'® para /-oxo-estigma-5,25-dien-3p-3-0l M-1 (Tabela 5)
permitiram concluir que a mistura correspondia a /-0xo0-estigam-5-en-
3p-ol (3) + 7-oxo-estigma-5,22-dien-33-ol (4).
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Dados de RMN de °C (50,3 MHz, CDCl;) de 3 + 4 com os valores
registrados na literatura para os esteroides 7-oxo-estigmasta-5,25-

dien-3p-ol M-1 (75,43 MHz, CDCl;), B-sitosterol (1) e

estigmasterol (2) (100 MHz, CDCl5).

3 4 M-1 1 2
C S¢ 8¢ S¢ Sc Sc
5 165,2 165,2 164,9 140,7 140,7
7 199,2 199,2 202,5 - -
10 38,2 38,2 38,6 36,5 36,5
13 43,0 43,0 43,0 42,3 42,2
CH
3 70,5 70,4 70,4 71,8 71,8
6 126,0 126,1 126,1 121,7 121,7
8 45,4 45,3 45,3 31,9 31,9
9 49,9 49,9 49,9 50,1 50,1
14 49,8 49,8 49,8 56,8 56,8
17 54,6 54,6 54,6 56,0 55,9
20 36,0 35,4 35,4 36,1 40,5
22 - 138,1 - - 138,3
23 - 129,7 - - 129,2
24 45,7 49,4 49,4 45,8 51,2
25 29,0 31,9 - 29,1 31,9
1 36,3 36,3 36,3 37,2 37,2
2 31,1 31,1 31,1 31,6 31,6
4 41,7 41,7 a1,7 42,3 42,3
7 - 31,9 31,9
11 21,2 21,1 31,1 21,1 21,1
12 38,6 38,6 38,6 39,8 39,7
15 26,3 26,2 26,2 24,3 24,4
16 28,5 29,3 29,3 28,2 28,9
22 33,9 - 33,3 33,9 -
23 29,6 - 29,6 26,0 -
28 22,9 25,9 26,4 23,1 25,4
CH3
18 11,9 11,9 11,6 11,9 12,0
19 17,2 17,2 17,2 19,4 19,4
21 19,0 19,9 18,7 18,8 21,2
26 19,0 19,9 - 19,8 21,1
27 19,0 19,9 17,8 19,0 19,0
29 12,2 12,2 11,9 12,0 12,3

* A multiplicidade dos sinais dos carbonos foi deduzida com base nos espectros de

PND e DEPT.
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HO O HO (0]

1.3 ESTEROIDE 5

Esta substancia apresentou-se como um sélido branco e insoltvel
nos solventes frequentemente usados para registrar os espectros de
RMN (CDCl;, Metanol-d¢). O espectro de IV revelou a presenca de
bandas intensas na regido de freqUéncia de estiramento de grupos
hidroxila (3430 cm™) o que serviu como orientacao para preparagdo de
derivado acetilado (5a).

Os Espectro RMN 'H unidimensional (1D) (v. 2, Fig. 7, p. 7) e
bidimensional (2D, 'H x 'H-COSY) (Tabela 6. v. 2, Fig. 8, p. 8) do
derivado acetilado (5a), apresentaram varios sinais compativeis com a
presenca de grupos metila carateristicos de esterdide (8, 0,6-1,0). Os
sinais para hidrogénios carbindlico [5y 3,45(m)] e olefinico [5y 5,34 (m)]
contribuiram para reconhecer a presenga de uma unidade aglicénica
correspondente ao f-sitosterol. Os sinais observados na regido
compreendida entre 84 5,3 e 3,6 e as interagdes spin-spin verificadas no
espectro de RMN 'H x 'H-COSY, permitiram caraterizar os hidrogénios de

uma unidade de glicose na molécula esteroidal (Tabela 6).



Tabela 6 Dados de RMN de **C (50,3 MHz, CDCl3) de 5a.

C dc* du
5 140.28
10 36,67
13 42,28
ACO 169,29-170,69
CH
3 80,03 3,45(m)
6 122,13 5,34(m)
8 31,82
9 50,10
14 56,69
17 55,99
20 36,09
24 45,77
25 29,07
1 99,59 4,56(d, 1=8,0)
2 71,43
3 72,86
4’ 68,46
5 71,63
CH,
1 37,14
2 29,39
4 38,86
7 31,88
11 21,00
12 39,68
15 24,25
16 28,20
22 33,88
23 25,97
28 23,01
6’ 62,05 4.07(d,1=12,0)
CH;
18 11,81 0,64(s)
19 19,32
21 18,73 0,94(d)
26 19,78
27 18,98
29 11,93
AcO 20,6-20,7 1,97-2,04

* A muitiplicidade dos sinais dos carbonos foi deduzida com base nos espectros de
PND e DEPT.
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Os espectros de RMN >C-PND (Tabela 6. v.2, Fig. 9, p. 9) e RMN
BC-DEPT (v.2, Fig. 10, p. 10) permitiram reconhecer os sinais dos
atomos de carbono quaternarios, metinicos, metilénicos e metilicos e
caracterizar, através, também, de comparacdo com dados da
literatura'®, a estrutura de 5a como tetra-O-acetil-3p-0-D-glicopiranosil-
B-sitosterol para o derivado acetilado e 3pB-0-D-glicopiranosil-p-sitosterol

para a substancia natural isolada de O. semiserrata.

2. TRITERPENOS

2.1 LUPEOL (6)

O espectro de IV revelou a presenca de bandas para grupos
hidroxila (3435 cm™' estiramento OH) para ligacao dupla 1,1-
disubstituida (1640 cm?).

O espectro de RMN de 'H (Tabela 7. v. 2, Fig. 11, p. 11) revela a
presenga de sinais simples correspondentes a sete metilas, sendo que
uma delas (3 1,64) pode ser atribuida a metila ligada a carbono sp’. Também

foram observados dois singletos largos na regido de hidrogénios olefinicos [5y
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4,64 e 554 (H-29a) e (H-29b)], e um multipleto entre 8, 3,19 atribuido a

hidrogénio carbindlico H-3.

Tabela 7 Dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCls;) do triterpeno 6 e
comparacgao com os dados da literatura para o lupeol 6
(250 MHz, CDCl; )*°.

6 lupeol 6°°
H OH Oy
H-3 3.19(m) 3.18(dd)
H-19 2,30(m) 2 34(m)
H-29 4,65(m) 4 56(m)
4,54(m) 4,69(m)
3H-30 1,64(s) 1,69

Tabela 8 Dados de RMN de °C (50,3 MHz, CDCl5) do triterpeno 6 e
comparagcao com os dados da literatura para o lupeol 6
(100 MHz, CDCl3)%°.

6 lupeol 6°° 6 lupeo! 62°

C 6(;* d¢ CH, S¢ Sc

4 38,37 38,81 7 34,24 34,23
8 39,98 40,78 11 20,89 20,89
10 37.13 37,11 12 25,09 25,08
14 42,80 42,78 15 27,36 27,41
17 43,00 42,95 16 35,55 35,54
20 150,89 150,88 21 29,67 29,80
CH 22 39,59 39,96
3 79,00 78,94 29 109,30 109,31
5 55,26 55,25 CH;

9 50,40 50,38 23 27,97 27,95
i3 38,00 38,00 24 15,36 15,35
18 48,26 48,24 25 16,09 16,09
19 47,69 47,94 26 16,00 15,94
CH; 27 14,60 14,51
1 38,73 38,67 28 17,98 17,97
2 27,38 27,35 30 19,30 19,28
6 18.30 18,28

* A multiplicidade dos sinais dos carbonos foi deduzida com base nos espectros de
PND e DEPT.
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Nos espectros de RMN '*C-PND (Tabela 9. v. 2, Fig. 12, p. 12), e
RMN °C-DEPT observou-se a presenca de dois carbonos sp?, um deles
quaternario (8¢ 150,89) e outro metilénico (8¢ 109,30), um carbindlico
[6c 78,99 (C-3)] e outros sinais de carbonos sp? quaternarios, metinicos,

metilénicos e metilicos (Tabela 8).

Estes dados em conjunto e comparacdo com dados descritos na

literatura para lupeol (6)°° revelaram a identidade das duas substancias.

2.2 FRIEDELANO (7)

O espectro IV (v. 2, Fig. 13, p. 13) revelou a presenca de uma
banda correspondente a estiramento de grupo carbonila cetdnico em 1718
cm™, além de outras bandas caracteristicas de uma molécula alifatica.

O espectro de RMN 'H (Tabela 9, v. 2, Fig. 14, p. 14) mostrou
sinais para oito metilas alifdticas entre &, 0,6 e 1,2, sendo sete
representadas por singletos e uma por um dubleto (5w 0,87,(d, 1= 6,0)].
A presenga dos grupos metilas foi confirmado pelos espectros de RMN
°C-PND (Tabela 10. v. 2, Fig. 15, p. 15) e RMN 3C-DEPT (v. 2, Fig.16,
p. 16) observando-se também sinais adicionais para quatro carbonos
metinicos, 11 metilénicos e sete quaternarios, sendo um correspondente
a uma carbonila cetnica em 5: 213,18.



Tabela 9 Dados de RMN 'H (200 MHz, CDCl5) do triterpeno 7 e
comparagdo com os dados descritos na literatura para a
friedelina(7)?*?? (250 MHz,CDCls).

7 Friedelina(7)
H 8 8y

H-2 2,15-2,50(m) 2,10-2,50(m)

H-4 2,15-2,50(m) 2,10-2,50(m)

3H-23 0,87 0,87(d, 1=6)
3H-24, 3H-25, 3H-27, 0,72; 0,86; 0,94; 0,99, 0,72; 0,86; 0,94;
3H-26, 3H-28, 3H-29, 1,04; 1,04; 1,17 0,99; 1,00; 1,04;
3H-30 1,17; (3H cada

um, s)

Tabela 10 Dados de RMN 3C (50,3 MHz, CDCl;) do triterpeno 7 e
comparacdao com os dados descritos na literatura para a
friedelina(7)?*** (100 MHz, CDCl3).

7 Friedelina(7) 7 Friedelina(7)
C 3 ¢ 8 ¢ CH, 8 ¢ S ¢
3 213,18 213.2 11 35.55 35.6
5 42,08 42,1 12 32,33 30,5
9 37,37 37,4 15 30,43 32,4
13 38,22 39,7 16 35,94 36,0
14 39,61 38,3 19 35,26 35,3
17 29,90 30,0 21 32,69 32,7
20 28,08 28,1 22 39,61 39,2
CH CH;
4 58,14 58,2 23 6,77 6,8
8 53,01 53,1 24 14,56 14,6
10 59,38 59,4 25 17,88 17,9
18 42,70 42,8 26 20,17 20,2
CH, 27 18,61 18,6
1 22,21 22,3 28 32,33 32,1
2 41,46 41,5 29 35,26 35,0
6 41,21 41,3 30 31,75 31,8
7 18,17 18,2

* A muitiplicidade dos sinais dos carbonos foi deduzida com base nos espectros de
PND e DEPT.
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m/z 426,1426

g

m/z 274
CyyH3s Ca0H34
m/z 302,1057EobsA)
m/z 302,2964(calq.)
Am/z G,1907
e
(@] +
HO +

CgH;30
m/z 125,1261$ob$4)
m/z 125,0963(calqg.)
\ m/z 0,0298

CoHyz

m/z 125,1261§obs.)
m/z 125,0963(calq.)

A m/z 0,0065

e

C30Hs500
m/z 426,1426

obs.)

m/z 426,3849£calq.)

A m/z0,2423

o

m/z 302,1057(obs.)
m/z 302,2601(calg.)

Me N
o

m/z 287

—TP :
H
,_i_, m/z 273,1073(obs.)
= m/z 273,2574(calq.)
A m/z 60,1501

Esquema 10 proposta de fragmentagdo da friedelina no espectros de

massas
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O espectro de massas de alta resolugcao (v. 2, Fig. 17, p. 17)
revelou o pico correspondente ao ion molecular em m/z 426,1426
[C30H540 (M/z 426,3680, A m/z = 0,2434), 25,5%].

Os dados discutidos € a comparagao com dados descritos na

21,22

literatura para o friedelano (7) possibilitaram a definicdo da

identidade para as duas substancias.

7
Esta molécula tem sido objeto de estudos biogenéticos detalhados,
sendo um exemplo espetacular de biossintese envolvendo uma
complexa série de rearranjos 1,2 de hidrogénio e metila, como foi

demostrado no laboratério pela reagdo acido catalisada: 2%

3B-FRIEDELANOL 13(18)-OLEONANO
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3. DITERPENO.
3.1 ACIDO ENT-160,17-DIIDROXICARURAN-19-0ICO (8)

O diterpeno 8 foi isolado do extrato metandlico das folhas de
Ouratea semiserrata apos particdo em CHCl; e a utilizacdo de métodos
cromatograficos. O espectro IV (v.2 Fig. 8, p. 8) revelou bandas
compativeis com grupos hidroxila ( 3346 cm-1) e carboxilico [ 1692
(C=0) e 3000-2500 (OH)].

Anadlise comparativa dos espectros de RMN 13C de 8 com
desacoplamento de hidrogénio (PND= Proton Noise Decoupled) e com a

modulagao de sinal do carbono pela interacdo com &tomos de hidrogénio
e transferéncia de polarizacdo do 'H para o Pe [DEPT= Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer: 6=90o, somente sinais de CH; 0=
1350, sinais de CH, em fase oposta de CH e CH;; sinais de C (carbonos
quaternarios) deduzidos pela auséncia nos espectros obtidos pelas
experiéncias com 6=90" e 6= 135°1%2% (v. 2, Fig. 22, p. 22) permitiu
reconhecer a presenga de vinte sinais no espectro de RMN 13C—PND (v.2,
Fig. 21, p. 21), observando-se a presenca de quinze sinais de carbono

sp3 ligados a hidrogénio nos espectros de RMN 13C—DEPT: trés metinicos,
dez metilénicos (um oxigenado: 5c 69,44 e dois superpostos: 6¢c 37,99) e
dois metilicos. A diferenca entre os numeros de sinais dos espectros
obtidos através das duas técnicas (PND e DEPT) indicou a existéncia de
cinco sinais (20-15= 5) correspondentes a &atomos de carbono

quaternarios, sendo um sp2 carboxilico [6- 178,98; IV: 1692 cm‘l), um

sp3 oxigenado (8C 78.95) e trés sp3 inseridos num esqueleto carbdnico
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(5. 43,41; 43,14 e 39,50). Estas dedugdes resumidas na Tabela 11 e as
informacoes adicionais oriundas da interpretagdao dos espectros IV (OH,
COOH), de RMN!H (Tabela 12), obtidas através da interpretacdo dos
deslocamentos quimicos e da multiplicidade dos sinais de hidrogénio, e
de RMN*3C, considerando-se os efeitos que influem nos deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono (Tabelas 11 e 12), forneceram dados
para deduzir a formula “quasemolecular” através de analise elementar
espectrométrica (Tabela 11). A formula molecular foi deduzida apoés a
obtencdo dos espectros de massas de 8 e 8a, mesmo na auséncia do
pico correspondente ao ion molecular, como verificado nas condigoes
operacionais (impacto eletronico a 70 eV) usadas para obtencao do
espectro do diterpeno 8. No espectro de massas do diterpeno 8
observou-se os picos em m/z 318 (M-H,0, 17%) e 305 (M-"CH,OH,
96%), que podem ser justificados atraves de ion molecular de m/z 336
(ausente) com relativa facilidade, principalmente contando com as

informacgdes contidas na Tabela 11. Assim, a formula molecular C,,H,,0,
deduzida através dos dados resumidos na Tabela 11 foi modificada para
C,,H3,0, (m/z 336 [M*], ausente no espectro de massas),

incorporando-se os dois atomos de hidrogénio adicionais atribuidos a

presenca de dois grupos hidroxila. Com esta férmula molecular C,;H;,0,
pode-se justificar com relativa facilidade os picos em m/z 318 (C,,H;,0,
- H,0—»C,H,,0,) e 305 (C,H;,04 - ‘CH,OH—»CH,;0;). A
justificativa destes picos com base na formula molecular C, H,,0,
(Tabela 11) implicaria nas diferengas de 16 daltons para a formagdo do
fragmento com m/z 318 (M-O e/ou CH4, reagdes de fragmentacao de
ocorréncia extremamente rara, que podem ser cogitadas somente em

situacOes estruturais especiais que nao oferecem outras alternativas) e
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de 29 daltons para m/z 305 (M-CHO e/ou M-Et efou M-CO-'H e/ou M-H-
CO e/ou M-"H-CH,=CH; e/ou M-CH,=CH,-'H]. Com base na interpretacio
dos dados dispaniveis, a intensidade relativa do pico em m/z 305 (96%)

ndo se coaduna com a formula molecular deduzida C,oH5,0, (Tabela 11),

ja que os de RMN 'H e ’C n3o mostraram sinais compativeis com a
presenga de grupos etila (Et) e carbonila ceténica (C=0) ou aldeidica
(CH=0) e 0 espectro de massas ndo apresentou 0s picos em M-28 e M-
1. Além disto, o espectro IV indicou a presenca de grupo hidroxila,
justificando-se com relativa facilidade a presenga do pico carrespondente
a M-18 (M-H,0). Obviamente, a presenca do pico correspondente ao ion
molecular no espectro de massas, principalmente quando obtido sob
condi¢bes de alta resolugdo, torna mais facil a interpretagdao conjunta
com os dados espectrais contidos na Tabela 11. A presenca de pico
correspondente a ion molecular de estabilidade relativamente baixa em
espectrOmetro de massas pode ser reconhecida através da utilizacdo de
técnicas de ionizacdo mais suaves (FAB=Fast Atomic Bombardeament
—» bombardeamento rapido com atomos; CI= Chemical Ionization
—» jonizacao quimica). O espectro de massas de alta resolucdo (v. 2,
Fig 34) do derivado monoacetilado 8a revelou o pico correspondente ao
ion molecular em m/z 378,2725 [C,,H,,0, (m/z 378,2397;, Am/z
0,0328), 0,8%] apos a ampliacdo da intensidade pelo valor 10. Os picos
em m/z 360 (M-H,0), 318 (M-AcOH), 305,1964 [CH,;0, (m/z
305,2109; am/z= 0,0145), M-'CH,0Ac, 8f, 100%], 300 (M-H20-AcOH
e/ou M-AcOH-H,0, 32%) e 259,1889 [C,H,,
0,0166), m/z 305,1964 - HCOOH, 40%] confirmaram a formula

molecular C,,H;,0; para 8a e, consequentemente, C,,H,,0, (C,,H,,0, -

O (m/z 259,2055; Am/z=

C,H,0) para o diterpendide 8. Este resultado serve também para
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demonstrar a importdncia de derivados preparados para obtencdo de

dados espectrais adicionais.

Tabela 11. Atribuigdo dos sinais de atomos de carbono quaternarios,

metinicos, metilénicos e metilicos com base na analise comparativa
dos espectros de RMN °C-PND e RMN'C-DEPT (em piridina-ds) e

informagdes para a dedugdo da férmula molecular de 8.

C CH CH, CH;
178,98 56,36 69,44 28,92
78,95 56,13 52,57 15,61
43,41 40,63 41,95
43,14 40,63
39,50 37,99

37.99
26,94
21,85
19,15
18,85
(COQH) (CH); (O-CH3) (CH;);
(C-0) (CH2)o
(O -
CsO;0H CsH3 CioH200 CoHg
C20H3004 (m/z 334)
1) Presenga de heteroatomos deduzida pelos deslocamentos

quimicos dos sinais.

i) O

nimero de atomos de oxigénio pode ser reduzido pela

presenga de funcdes éter efou lactona (IV importante) < ausentes
neste caso.
iii) O numero de atomos de hidrogénio pode ser aumentado pela

presenca
caso.

de grupos hidroxila (IV importante) - duas hidroxilas neste

4

CooH3204
{m/z 336 [M"], ausente no espectro de massas mas
deduzive! com relativa facilidade [vide texto]}
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OH CH,OH
8a H OH CH0AC
8b Me OH CH,0AC
8c Me OAc  CHOAc
Mo-4 H CHOH OH

A formula molecular C,jH,,0, tem dez atomos de hidrogénio a menos
quando comparada com a de uma molécula acidica e sem insaturagao (C,,H,,0, -
C,oH;,0,= H,,), indicando a existéncia de cinco insuficiéncias: uma atribuida a
fungdo carbonila do grupo carboxila (somente um sinal de carbono sp’ registrado
no espectro de RMN C) e as quatro restantes cormrespondendo a um esqueleto
tetracidico. O esqueleto basico cauranico, diterpeno tetraciclico, foi escolhido
através de um processo de selegdo pelas condigdes estruturais para fomecer um
carbono quatemario hidroxilado usando um carbono metinico como precursor (-
CH—»-C-0OH), um grupo metilénico hidroxilado (alcool primario) pela
oxidagdo de uma metila (-CH,—» -CH,OH), um carbono carboxilico
(carbono quaternario COOH) pela oxidacdo de um grupo metila (-
CH,—»-COOH) e ainda dispor de (C)3 (CH)3 (CH2)9 (CH3)2. Assim, o
esqueleto basico cauranico foi eleito pela disponibilidade de trés
carbonos quaternarios (C-4, C-8 e C-10), quatro metinicos (CH-5, CH-9,
CH-13 e CH-16), podendo um originar um carbono quaternario
hidroxilado (CH-16— COH), nove metilénicos (CH,-1, CH,-2, CH3-3,
CH,-6, CH,-7, CH,-11, CH,-12, CH,-14 e CH,-15), sendo o décimo
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resultante da transformagdo oxidativa de um grupo metila (CH;-17—>
CH,OH) e quatro metilicos (CH,-17, CH;-18, CH,;-19 e CH,-20) que
permitem a conversao de um em grupo carboxila (CH;-19—> COOH) e
outro em &lcool primario (CH,-17— CH,OH).

O espectro de RMN "H (Tabela 12, v. 2, Fig. 19, p. 19) revelou os sinais dos
grupos metila como singletos em &, 1.07 e 0.86 e os hidrogénios metilénicos do
alcool primaério representados por um sistema AB. Os sinais deste sistema AB
foram observados com relativa facilidade no espectro do derivado 8b (Tabela 13, v.
2, Fig. 36, p. 36) [5 4,03 (d,J=11,2 Hz) e 3,92 (d,J=11,2 Hz)], j que nos espectros
de 8 registrados em DMSO-dg (v. 2, Fig, 19) e pirdina-d(v. 2, Fig. 26, p. 26)
estao superpostos com o sinal intenso (8 3,3-3,0) da molécula da H,O. Os sinais
simples das metilas indicaram a natureza terciaria e permitiram localizar a hidroxila
terciaria no atomo de carbono C-16. A interacdo a longa distancia (3JCH) dos
hidrogénios metilénicos do alcool primario (5H 3,3 - 3,0) com o dtomo de carbono
metilénico CH,-15 (8¢ 52,57) observado no espectro bidimensional de correlagdo
heteronuclear [IHXBC-COSY - nJ(:H (n=2 e 3), COLOC] de 8 (Tabela 12, v. 2. Fig

24) permitiu confirmar a localizagdo do grupo hidroxila primdrio no dtomo de
carbono C-17 . Este espectro revelou também a presenca do grupo carboxila (5C

178,98) no carbono C-4 através do seu acoplamento heteronucdear spin-spin
(3Jc|-|) com os hidrogénios metilicos responsaveis pelo singleto em &y 1.07 (3H-18).
Além disto, observou-se a interacdo do carbono CH-5 (5C 56,36) com os
hidrogénios metilicos 3H-18 (54 1,07, 3JCH), do CH-9 (3¢ 56,13) com 3H-20 (34
0,86, 3J(j|-|), do CH3-20 (8. 15,61) com H-5 (3, 1,1-0,8) e/ou H-9 (6, 1,1-0,8).
Outros acoplamentos heteronucleares de hidrogénio e carbono-13 encontram-se

descritos na Tabela 12.
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Tabela 12. Dados espectrais de RMN 'H e *3C do diterpeno 8 (DMSO-
ds,50 MHz) [deslocamentos quimicos em & (ppm) e

constantes de acoplamento (J) em Hz].*

Hx*3C-CcoSY-11y 1Hx*C-COSY-"I¢y
C d¢ OH e 3Jen
4 43,14 - 3H-18
8 43,41 - H-9
10 39,50 - 3H-20
16 78,95 - 2H-17
19 178,98 - H-5,3H-18
CH
5 56,36 1.1-0,8(m) 3H-18
9 56,13 1.1-0,8 (m) 3H-20
13 40,63 2.1-1,8 (m)
CH,
1 40,63 3H-20
2 19,15
3 37,99 3H-18
6 21,85 1,7-1,5 (m)
7 41,95 1,4-1,2 (m)
11 18,85
12 26,94
14 37,99
15 52,57 1,3-1,1(m) 2H-17
17 69,44 3,3-3,0(m)
CH;
18 28,92 1,07(s)
20 15,61 0,86(s) H-5,H-9
HO-16 - 3,83(sl)
HO-17 4,53(sl)
HO-19 - 11,94(sl)

*A multiplicidade dos sinais dos atomos de carbono-13 foi deduzida por analise
comparativa dos espectros de RMN °C-PND e RMN *C-DEPT. Espectros de RMN
'"Hx'H-COSY foram também usados nas atribuicdes. Deslocamentos quimicos (5) e
constantes de acoplamento (1) dos atomos de hidrégenio foram obtidos dos espectros
de RMN 'H unidimensionais.
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Tabela 13. Dados espectrais de RMN 'H e *C do diterpeno 8b
(CDCl5,100 MHz)[deslocamentos quimicos em & (ppm) e
constantes de acoplamento (J) em Hz].*

HMQC HMBC
_C Sc Su ey N
4 43.72 - H-5,3H-18 H-2
8 43.77 - H-7,H-9,H- H-6
10 39.45 - H-1,3H-20 H-6
16 78.56 - 2H-15,H-17b
19 178.07 - H-5,3H-18,Me0
AcO-17 171.40 - Me do Ac 2H-17
CH -
5 56,83 1,02 H-9,3H-18
9 55,98 1,08 H-1,H-7,3H-20
13 41,27 2,03 H-17b
CH;
1 40,67 1,88(m) H-2 3H-20
0,83(m)
2 19,09 1,85(m) H-1
1,45(m)
3 38,03 2,16(m) H-1,H-5,3H-18
1,05(m)
6 21,64 1,83(m) H-5
1,67(m)
7 38,16 1,98|(m) H-9,H-14,H-15
1,05(m)
11 ' 18,83 1,95(m) H-9
1,62(m)
12 26,65 1,78(m) H-11,H-13
1,50(m)
14 41,82 1,43(m)
15 52,33 1,48(m) H-7,H-13
17 71,21 4,03(d,J=11.2) H-15
3,92(d,)J=11,2)
CH;
18 28,74 1,16(s) H-3,H-5
20 15,24 0,83(s) H-1,H-9
MeO-19 51,17 3,64(s)
AcO-17 20,99 2,11(s)

*A multiplicidade dos sinais dos atomos de carbono-13 foi deduzida por analise
comparativa dos espectros de RMN '3C-PND e RMN '*C-DEPT. Espectros de RMN
'Hx!H-COSY foram também usados nas atribuicdes. Deslocamentos quimicos (8) e
constantes de acoplamento (J) dos atomos de hidrogenio foram obtidos dos espectros
de RMN 'H unidimensionais.
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A localizagao do grupo carboxila de 8 em posicao axial trans em
relagao ao atomo de hidrogénio H-5 baseou-se no deslocamento quimico
do carbono C-5 (8. 56,36). Quando esta funcdo carboxila ocupa posicao

equatorial cis em relagdo a H-5 o deslocamento quimico do C-5 aparece

em torno de & 50, devido aos efeitos y dos d&tomos de oxigénio do grupo

carboxila. Os epimeros Mo-1 e Mo-2 podem ser citados como
exemplos®®. Os deslocamentos quimicos dos carbonos quaternario C-4 e

metilicos CH3-18, CH3-19 e CH3-20 devem ser também considerados
nesta dedugdo estereoquimica, como demonstram os valores inseridos
nas estruturas Mo-1, Mo-2 e Mo-3 %°. Na substancia Mo-3 o
deslocamento quimico do carbono CH-5 (3. 49,90) pode ser justificado
pelo efeito y do dtomo de oxigénio do grupo hidroxila sustentado pelo
carbono C-9, sendo que os deslocamentos quimicos dos atomos de
carbono quaternario C-4 ( 5. 44,60) e metilicos CH3-18 (3. 29,00) e
CH3-20 (3. 17,10) podem assegurar a estereoquimica indicada. Assim,
as atribuicdes feitas pelos autores®® para os carbonos metilicos CH;-18
(5. 17,50) e CH,-20 (8. 29,00) devem ser corrigidas como indicado entre
parénteses na prépria estrutura Mo-3. A atribuicao correta dos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios 3H-20 e do carbono grupo

metilico CH3-20 no diterpeno 8 (Tabela 12) baseou-se na interagao
heteronuciear a longa distancia (BJCH) do carbono metinico CH-9 (5.
56,13) com os 3H-20 [5, 0,86 (s)] e através de uma ligacdo (‘Hx 'C-
COSY—]'JCH)(V. 2, Fig. 23, p. 23) do carbono metilico CH,-20 (8.15,61) e
os 3H-20 (5, 0,86).

O espectro 1Hx13C-HMQC, registro bidimensional de correlacdo

heteronuclear de deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio
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através de uma ligacdo (IJCH), permitiu atribuir os deslocamentos
quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio ligados entre si do
derivado metilado e acetilado 8b (v. 2, Figs. 40 e 41). O espectro
1Hx13C-HMBC foi utilizado para a atribuicdo inequivoca dos
deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono quaternarios e

confirmagdo da correlagdo de sinais de carbonos e hidrogénios

metinicos, metilénicos e metilicos (Tabela 12, v. 2, Figs. 42 e 43. P. 42 e
43).

Mo-1 Mo-2

Mo-3 (°Valores devem ser trocados)
Atualmente, encontram-se disponiveis duas sequéncias de pulso

uteis para correlagdo heteronuclear bidimensional de deslocamentos
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quimicos de carbono (5. e hidrogénio (3,) através do acoplamento spin-
spin via uma ligacao (1JCH): i) @ mais conhecida envolve transferéncia

o . i N 1
de polarizagdo do nlcleo de maior sensibilidade ("H) para o menos

sensivel (°C), resumida como 1Hx13c-cosy-13,,, sendo os sinais do

nucleo (13C) de menor sensibilidade detectados; ii) a mais recente

envolve fendmeno quantico multiplo heteronuclear de magnetizagdo
’ ~ . 1 13

durante o periodo de evolucdo, resumido como ~Hx C-HMQC, sendo os

- . r - - wge 1 r

sinais do nucleo de maior sensibilidade ( H) detectados em método

denominado como inverso, o que justifica a maior sensibilidade revelada

pelos aparelhos mais modernos. Nestes aparelhos com probe inverso
pode-se também obter o 1HxlBC—HMBC,que corresponde ao "HxC-
COSY-”JCH (n=2 e 3, COLOC), espectro bidimensional de correlacdo de
deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio através de interacao
spin-spin via duas (°J.,,) e trés ligacdes Cig)?.

A comparagdo dos dados de RMN “c-PND (v. 2, Fig 21. P. 21) do

diterpeno 8 isolado de Ouratea semiserrata e dos dois epimeros em C-

16 isolados de Annona squamosa*® encontra-se resumida na Tabela 14.

Com base nos dados de RMN 13C desta tabela e nas consideragdes
estereoquimicas descritas pode-se avaliar os desafios provocados pelos
atomos de carbono C-4 e C-16 dos estereoisdbmeros de acidos ent-
16,17-diidroxicaur-19- e -18-0ico citados como referéncia neste artigo
29303132.33.3435  Fotes acidos e as referéncias correspondentes foram
selecionadas como consequéncia do trabalho de elucidagdo estrutural do
diterpeno 8 isolado de Ouratea semiserrata. Na configuracdo ent-: a
estereoquimica do carbono 16 em 16a,17-diidroxicauranos (e. g. 8e) é

R, o grupo HO-16 ocupa posi¢do equatorial (HOCH, axial) em relagdo ao
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anel heptacarbociclico e os sinais dos carbonos quaternario C-16 e
metilénico CH,-17 aparecem em torno de d 79 e 70 (A= 9 ppm),
respectivamente [e. g. C-16: &. 78,9 (8) e 79,8 (8)*°; CH,-17: & 69,4
(8) e 70,5 (8)*%; Tabela 14]; a estereoquimica do carbono C-16 em
16p,17-diidroxicauranicos (e. g. Mo-4b) é S, o grupo HO-16 ocupa
posicdo axial (HOCH, equatorial) em relagdo ao anel heptacarbociclico e
os carbonos quaternario C-16 e metilénico CH,-17 absorvem em torno
de 3 81 e 66 (A5.= 15 ppm), respectivamente [e. g. C-16: 5. 81,7 (Mo-
4); CH,-17: 5. 66,5 (Mo-4); Tabela 14]; a analise comparativa destes
dados permite deduzir que estes estereoisdmeros epiméricos (e. g. 8e e
MO0-4b) no dtomo de carbono C-16 podem ser distinguidos com relativa
facilidade. Na configuragdo 8d, que fornece a ent- (8e) como antipoda
Otica (enatidmero), a estereoquimica do C-16 é S, o grupo HO-16 ocupa
posicao equatorial (HOCH, axial) em relagdo ao anel heptacarbociclico e

os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos quaternario C-16 e

metilénico CH,-17 sdo obviamente os mesmos observados no ent- 8e
(C-16 : 3C ~' 79, CH,-17: 3C ~70; A5.= 9 ppm), enquanto na Mo-4a
(enantibmero de Mo-4b) o C-16 é R, o grupo HO-16 ocupa posicdo axial
(HOCH, equatorial) e os valores dos deslocamentos quimicos dos
carbonos quaternario C-16 e metilénico CH,-17 sdo também os mesmos
registrados para os ent-16p,17-diidroxicaurano Mo-4b (C-16: 5. ~ 81,
CH,-17 ~ 66, A8.= 15 ppm), ja que RMN usando solvente aquiral ndo

permite distinguir enantiomeros.
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Mo-4a

Mo-4b

Tabela 14. Comparacdo dos dados de RMN '°C (DMSO-dg e piridina-ds)
do diterpeno 8 isolado de O. semiserrata e dos epimeros
em C-16 isolados de Annona squamosa (8 e Mo-4)°.

8 8° Mo-4°
C 57 5" 8¢° 8¢S
4 43.1 43.8 44.0 43.9
8 43,4 43,9 43,9 45,0
10 39,5 40,0 40,1 40,1
16 78,9 79,7 79,8 81,7
18 180,0 180,1 180,2 180,1
CH
5 56,4 57,0 57,1 57,0
9 56,1 56,6 56,8 56,3
13 40,6 41,6 41,7 45,9
CH,
1 40,6 41,1 41,2 41,1
2 19,1 19,8 19,9 19,8
3 38,0 38,7 38,8 38,7
6 21,8 22,4 22,5 23,0
7 41,9 42,2 42,6 42,8
11 18,8 19,4 19,5 19,0
12 26,9 27,5 27,6 26,8
14 38,0 38,5 38,6 37,8
15 52,6 53,3 53,5 53,9
17 69,4 70,4 70,5 66,5
CH;
19 28,9 29,3 29,4 29,3
20 15,6 15,9 16,0 16,0

2 DMSO0-ds como solventel; ® piridina-ds como solvente; © solvente ndo
indicado(provavelmente piridina-ds).
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A definicao da estereoquimica do carbono quiral C-16 baseou-se

também na interpretacdo do espectro 2D-'Hx'H-NOESY (NOESY=
Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY bidimensional=2D)?® de 8b (v.
2, Fig. 44, p. 44 e 45, p. 45), que revelou a interagcdao espacial
(acoplamento dipolar) dos hidrogénios metilénicos do carbono 17 [sH
4,03 e 2,92] com H-9 (84 1,10), além dos deslocamentos quimicos dos
carbonos C-16 e C-17. Estes resultados permitiram localizar o grupo
CH20H em posicdo a e, consequentemente, o grupo hidroxila HO-16 em
p na configuragao 8d ou CH,OH em B e OH em o« na ent- 8e. Dados
adicionais obtidos deste espectro encontram-se resumidos na Tabela 15.

Tabela 15. Interpretacdo do espectro 2D-NOESY de 8b.

'Hx'H NOESY 'Hx'H NOESY

H OH H OH
3eq 2,16 3ax 1,05
18 1,16

2eq 1,45

9 1,08 7ax 1,98
15ax 1,45
lax 0,83
15 - 1,48 7ax 1,98
9 1,08

17a 4,03 13 2,03
15 1,48
9 1,08
17b 3,92 15 1,48
9 1,08

18 1,16 6eq 1,85
3eq 2,16

20 0,83 2ax 1,85
6ax 1,67
1lax 1,95

leqg 1,88
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Nos diterpenos contendo o atomo de carbono C-4 quiral (e. g. 8 e
Mo-4) a numeragado correta dos substituintes define a estereoquimica.
Os acidos caurénicos epimeros ent-caur-16-en-18-éico (Mo-1) e ent-
caur-16-en-19-6ico (Mo-2) servem como exemplos adicionais. Os
deslocamentos quimicos dos carbonos quaternario C-4, metinico C-5 e
metilicos CH;-18, CH,-19 e CH,-20 inseridos nas estruturas (Mo-1) e
(Mo-2) permitem distinguir estes epimeros. O carbono metilico CH3-19
de (Mo-1) ocupando posi¢do axial tem menor deslocamento quimico
(8C 17,8) do que o CH3-18 (8. 29,0) em posicdo equatorial de (Mo-2),
devido aos efeitos y dos atomos de carbono C-2 e C-6 sobre CH3-19. Os
atomos de oxigénio do grupo carboxila de - (Mo-1) exercem efeito vy
sobre o carbono metinico CH-5 (6c 50,0), o que ndo acontece no
epimero Mo-2 (CH-5: 8Cc 57,2). Nos diterpendides 8 e Mo-4, o grupo
carboxila ocupa posicdao axial trans em relacdao ao H-5, como em Mo-2,
justificando-se os deslocamentos quimicos do CH-5 em 8. ~ 57 (Tabelas
12 e 14).

A rotacdo especifica negativa ([a]p = -105,96°) junto com
comparagao cém dados descritos na literatura, sao um indicativo da
configuracdo absoluta de 8e (vide supra), permitindo identificar o
diterpeno isolado de Ouratea semisserata como o acido ent-16q,17-
diidroxicauran 19-6ico (8).

Os espectros de RMN 'H (v. 2, Fig 36) e "'C (v. 2, Fig 38) do
derivado metilado e acetilado (8b) do diterpeno 8, isolado de Quratea
semiserrata, revelaram a presenca do derivado diacetilado (8c), acido
ent-16a,17-di-O-acetilcauran-19-6ico, em percentagem relativamente
pequena. A presenca deste diacetato foi reconhecida principalmente
pelos sinais em &Cc 50,4 (CH2-15), 86,9 (C-16) e 66,1 (CH2-17), ja que
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as modificagdbes observadas nos deslocamentos quimicos destes
carbonos quando comparados com os correspondentes de 8b revelaram-
se em acordo com o previsto: desprotecao do carbono 16 (maior efeito
indutivo retirador de elétrons do grupo acetoxi e efeito B do carbono
carboxilico) e protecdo dos carbonos vizinhos C-15 e C-17 por efeito vy do
carbono carbonilico do grupo acetoxila.

O espectro de massas de alta resolugao (EMAR) do diterpeno 8(v.
2, Fig. 25, p. 25) ndo revelou o pico correspondente ao icn molecular
(m/z 336, ausente), observando-se os picos em m/z 318 (M-H,0, 17%),
305,1774 (M-CH,OH, 96%), atribuido ao fragmento cationico 8f
[C19H2903 (m/z 305,2109; Am/z= 0,0335)], 273,1992 (M-H,0-COOH
e/ou M-COOH-H,O, 86%), interpretado como representante do
fragmento i6nico 8g [C19H290 (m/z 273,2211; Am/z= 0,0219),
109,1005 [Cg8H13 (m/z 109,1014; Am/z= 0,0009), 8h, 100%]. Outros
picos importantes observados neste espectro nao foram registrados com
m/z exata: m/z 300 (M-H,0-H,0, 22%), 287 (m/z 305-H,0, 27%), 272
(m/z 300-CH,=CH,, 52%), 261 (m/z 305-CO,, 47%), 259 (m/z 305-
HCOOH, 67%), 123 (8i, 95%), 121 (8j, 50%), 119 (38%). Os picos em
m/z 305,1774 (8f) e 273,1992 (8g) aliados com os dados de RMN 1H
(Tabela 12) e e (Tabelas 11 e 12) permitiram confirmar a formula
molecular C,,H;,0, para o diterpeno 8. Confirmacgdo adicional foi obtida
através da analise do espectro de massas de alta resolucdo do derivado

monoacetilado 8a (v. 2, Fig. 34, p. 34)
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Recentemente, os dois epimeros no carbono 16, os acidos ent-
160a,17-diidroxicauran-19-o6ico (8), [a]= -160° (C, 0,02 em MeOH), e
ent-16p,17-diidroxicauran-19-6ico (Mo-4), [a]= -580 (C, 0,05 em
CHCI3/MeOH, foram isolados do extrato metandlico dos frutos frescos de
um espécimen de Annona squamosa, coletada em Chie Shan,
Koohsiung, Taiwan, em junho de 1991%°. Mais 10 diterpenos cauranicos
e dois caur-16-énicos foram isolados do mesmo material. Somente o
acido ent-160,17-diidroxicauran-19-oico (8) revelou atividade

significativa na replicacdo de HIV de células linfécitas H 929.
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Apos a definigdo estrutural do diterpeno caurdnico 8 com base na
interpretacao de dados espectrais, principalmente os fornecidos pelos
espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H) e
carbono-13 (RMN 13C) uni- (1D) e bidimensional (2D)?®, verificou-se a
existéncia de informagdes de RMN 13C e estereoquimicas registradas na
literatura que requerem reavaliacdo. Esta constatacdao promoveu a
necessidade de preparar uma discussao restringindo-se particularmente
ao acido ent-16a,17-diidroxicauran-19-oico (8) e seus derivados 8a-8c,
incorporando-se informagdes importantes para possibilitar avaliagdes de
dados de RMN 13C e estereoquimicos encontrados na literatura

(e.g.)
utilizacao de dados equivocados.

29,30,31,32,33.3435 ' na tentativa de evitar, ou no minimo reduzir, a

Artigos publicados em periddicos estrangeiros conceituados
estabeleceram uma confusdao sobre as estereoquimicas « (abaixo do
plano estereoquimico) e B (acima) de grupo hidroxila localizado no
atomo de carbono C-16 de diterpenos 16,17-diidroxicaurdnicos e na
definicdo dos carbonos 18 e 19 sustentados pelo carbono C-4. Estes
fatos serviram como estimulo para uma abordagem destes aspectos
estereoquimicos. A montagem de moléculas com modelo molecular
permite definir com relativa facilidade estas configuracbdes e afastar a
confusao observada na literatura.

O prefixo ent- representa enantio- da palavra enantibmero e
revela inversao de configuracdo de todos os centros quirais envolvidos
numa substancia com configuracdao absoluta definida; rel/- (relativa), ou
asterisco (*), é usado para indicar configuracdo relativa quando a
absoluta ainda ndo se encontra estabelecida. Os estereoisomeros dos
acidos 16,17-diidroxicauran-19-6icos e 16,17-diidroxicauran-18-0icos

podem ser analisados com base nas configuragdes absolutas (e. g.) dos
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acidos 16p,17-diidroxicauran-19-gico (8d) e ent-16a,17-diidroxicauran-
19-dico (8e, enantibmero de 8d). No diterpeno 8d o carbono C-16 tem
configuracdo Seno 8e R.  Os aspectos estereoquimicos dos acidos
16,17-diidroxicauran-18- e 19-6icos destacados nesta discussao podem
ser analisados através do seguinte resumo: i) na configuragdao 8d o
grupo hidroxila localizado no C-16 (HO-16) ocupa posigao B e o carbono
C-16 tem configuracdo S; na configuragdo ent- 8e (enantidmero de 8d)
o grupo HO-16 tem orientagdo a e o carbono 16 a configuragao R; ii) a
numeracdo correta dos carbonos 18 e 19 sustentados pelo atomo de
carbono C-4 pode ser assegurada pelas orientacoes equatorial (C-18) e
axial (C-19) e/ou pela estereoquimica cis (C-18) e trans (C-19) em
relacdo a H-5, como se observa no Quadro 1 e nos estereocisdmeros
configuracionais 8d e 8e.

As configuragSes absolutas destes diterpendides podem ser
estabelecidas com base nos valores negativos (-) e positivos (+) da
rotacdo especifica ([a]), ja que podem ser correlacionadas com as
configuragc”)esl absolutas definidas para diterpenos analogos da mesma
classe dos cauranoides. O Quadro 1 reune alguns diterpenos cauranicos
e caurénicos com configuracdes absolutas estabelecidas e os
correspondentes valores de [«]°°®. Os exemplos relacionados (Quadro 1)
revelam que os diterpenos que desviam a luz polarizada para a esquerda
(-) pertencem a configuracdo ent- (e. g. 8e). O acido ent-caura-
9(11),16-dien-19-6ico foi inserido no Quadro 1 para demonstrar que a
presenca de uma ligacdo dupla entre os atomos de carbono 9 e 11
produz modificagdo suficiente para desviar a luz polarizada para a direita
([a]p +), servindo como sinal de alerta para os cuidados que devem ser

assumidos quando se utiliza como critério Unico a rotagao especifica

[a]D.
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Quadro 1. Diterpenos cauranicos e caurénicos com configuragoes

absolutas definidas®®.

[a]p

Nome

+74,0%c, 2,8 em CHCl3)®

Caur-16-eno

-80,0°(¢, 1,0 em CHCl)®

ent-Caur-16-eno

R R! R?
H CHO CH»
H COOH COOH
H Me OH
OH CH,OH CH,OH
OH  CH,0OH CH,

R3

H
Me
H

-84,2° (¢, 1,05 em CHCl3)
-108,0° (¢, 4,0 em EtOH)
-45,0° (¢, 0,9 em CHCl3)
-39,0° (¢, 1,35 em piridina)
-66,0° (c, 1,66 em CHCl3)

ent-Caur-16-en-19-al
Acido ent-16B-caurano-17,19-
ent-16p-Cauranol
ent-16p-Caurano-38,17,19-
ent-Caur-16-eno-3p,19-diol

-37,0° (EtOH)

ent-Caur-15-eno0-17,19-diol

+32,1° (¢, 0.39 em CHCl3)

Acido ent-caura-9(11),16-
dien-19-dico

® Os valores das rotacdes especificas devem ser iguais e a diferenca observada
depende de erro experimental.
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Assim, as orientagbes o e f atribuidas ao grupo hidroxila
sustentado pelo carbono 16 dos dois epimeros isolados de Annona
squamosa®® devem ser corrigidas, sendo o acido ent-16q,17-
diidroxicauran-19-éico o responsavel pela atividade contra HIV e ndo o
seu epimero 16B. Em outras palavras, a substincia 2 descrita nesse
artigo®®® é o &cido ent-16a,17diidroxicauran-19-dico, diterpeno idéntico
ao relatado neste artigo (8) como constituinte de Ouratea semiserrata.

O diterpeno cauranico 8 isolado de Annona squamosa, idéntico ao
bioproduzido pela Ouratea semiserrata, revelou significante atividade
inibidora da replicacdo do HIV (Human Immunodeficiency Virus) em
células linfocitas H9, com um valor de EC,,= 0.8 ug/ml (indice
terapéutico > 5)%°. Estes resultados devem servir como estimulo
adicional para despertar um maior interesse nas investigacdes biologicas
das substancias naturais bioproduzidas pelo quimismo envolvido no
metabolismo secundario (especializado) dos organismo vivos. Este acido

foi descrito pela primeira vez em 1965 como bioconstituinte de Beyeria

spp e Ricinocarpus stylosus®- Uma substancia natural conhecida desde
1965 foi submetida a investigacdo de atividade bioldgica somente em
1996 (31 anos depois!), revelando acdo inibidora na desordem de
organismos provocada pela destruicdo de células mediadoras da
imunidade pelo virus HIV. A sindrome da imunodeficiéncia adquirida é
uma doenca que aflige a humanidade com indices alarmantes nos paises
ricos e pobres, desprezando a discriminacao adotada por elites sociais €
econdmicas. Outros exemplos analogos poderiam ser citados mas
escapam do objetivo principal desta discussdo *’.

O dcido ent-16q,17-diidroxicauran-19-dico (8) isolado de Ouratea
semiserrata e seus derivados 8a-1c obtidos por reacdes de acetilacao e

metilagdo, estdo sendo utilizados nesta discussao para incorporar dados
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corretos na literatura, que podem ser wusados para avaliar
comparativamente as informagGes contidas em outras referéncias
bibliograficas. A tarefa irrecusavel de revisao de dados que requerem
modificagdo para manter atualizadas as informagdes na literatura,
reconhece a contribuicdo importante dos artigos citados como
mensageiros historicos para 0 desenvolvimento cientifico,

particularmente para a quimica de produtos naturais.

4. LIGNANAS

No género Ouratea nao tem sido registrado a presenga de
constituintes do tipo das lignanas assumindo provavelmente importancia

a presenca destes metabdlitos para estudos quimiotaxonomicos.

4.1 LIGNANAS 9 e 10

A mistura de lignanas 9 e 10 foi reconhecida pela analise do
espectro de RMN 'H (Tabela 17, v.2, Fig. 46, p 46), observando-se
sinais de hidrogénios de anéis aromaticos substituidos em (5 6,7 -7,0),
além de varios sinais com intensidades diferentes na regiao entre 34 3,0
e 5,0. Os espectros de RMN 13C-PND (Tabela 18, v.2, Fig. 48, p. 48) e
RMN *C-DEPT (Tabela 18, v.2, Fig. 49, p. 49) confirmam a presenca de
duas substancias predominantes, através das intensidades
correspondentes a carbonos aromaticos quaternarios (=C) e metinicos
(=CH), carbindlicos metilénicos (CH,0) e metinicos (O-CH) e metilicos

de metoxilas.
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A andlise dos espectros de RMN 'H e *C permitiram classificar as
substancias da mistura como pertencentes ao grupo das lignanas
furanofuranicas. Estas lignanas sao biossintetizadas a partir do
bioprecursor alcool coniferilico e possuem um esqueleto basico 3,7-
dioxabiciclo-[3,3,0]-octanico, que apresenta os dois anéis heterociclicos
fundidos em estereoquimica cis, como tem sido comprovado por varias
evidéncias quimicas™.

As substancias desta classe apresentam esteroisémeros definidos
pelas posicbes ocupadas pelos grupos arilicos sustentados pelos
carbonos quirdis C-7 e C-7, podendo assumir trés posi¢oes

estereoquimicas demostradas na Figura 3.

PSEUDOAXIAL

o

DIEQUATORIAL AXIAL-EQUATORIAL DIAXIAL
PSEUDOEQUATRIAL SERIE NORMAL SERIE EPI SERIE DIA

Figura 3: Estereoquimicas de substancias contendo a unidade

estrutural furanofuranico.

Na determinacdo estrutural destes compostos os espectros de
RMN 'H e °C sdo também de fundamental importancia para estabelecer

394041 eotes dados espectrais

as estereoquimicas dos grupos arila
variam em fungdo na natureza dos substituintes do grupo arila e de suas

configuragoes relativas.
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Os deslocamentos quimicos e as feigdes dos sinais dos atomos de
hidrogénio observados no espectro de RMN 'H para sistemas
tetraidrofuranicos € muito carateristico para as substancias com
estereoquimica diferentes: Eq/Eq, Ax/Ax ou Eq/Ax. Os dois primeiros se
distinguem da série epi porque os hidrogénios oxibenzinicos H-7 e H-7’
encontram-se em ambientes quimicos equivalentes, observando-se
normalmente um (nico dubleto para os dois hidrogénios entre &y 4,9-
4,6; as lignanas da série epi revelam a presenga de sinais com
deslocamentos quimicos diferentes para os hidrogénios oxibenzinicos
H-7 e H-7' referente a hidrogénios, aparecendo entre 4 4,7-4,9 e 5, 4,3-
4,5%:% Estas regides de absor¢do dos hidrogénios sdo importantes para

a identificacdo de lignanas da série epi.(Tabela 16)

Tabela 16 Dados de RMN 'H (84, CDCls) para os hidrogénios
oxibenzilicos H-7 e H-7" de lignanas 2,6-diaril-3,7-dioxa-

biciclo- [3.3.0]octanicas™.

AX/AX Eq/Eq Ax/Eq
7-7' 7-7' 7 7'
Ar! 4,67 4,86 4,36 4,76
Ar’ 4,75 4,90 4,45 4,85
Ar’ 4,75 4,98 4,41 4,85
Arl Ar2 Ar3

O Ar
OCH,

9
v OCH
8 & 0 3
A\, )
Ar” o 0 OCH; OCHj

OCH;
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Nas lignanas pertencentes a série epi os dois hidrogénios
benzinicos H-7 e H-7’ podem sofrer o efeito anisotropico adicional do
grupo arila localizado em posicdo oposta em relagdo ao anel
tetraidrofuranico *°.

A distin¢do entre as lignanas da serie normal e a dia pode ser feita
pela andlises dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilénicos
sustentados pelos carbonos C-9 e C-9°. Nas lignanas com configuragao
diequatorial as ressondncias dos hidrogénios metilénicos 2H-9 e 2H-9’
aparecem com valores de &, maior (84 3,75-4,70) do que as da série
diaxial (5, 3,25-4,00)*%* A explicacdo para estes valores diferentes
baseia-se no efeito anisotrdpico que o grupo arila axial exerce sobre os
hidrogénios metilénicos do anel heterociclico, como revelado na

estrutura parcial abaixo descrita®,

Espectros de RMN !C-PND também fornecem informagdes
importantes para a determinagdo da estereoquimica destas lignanas. Os
deslocamento quimico dos carbonos C-1 e C-1' dependem da
estereoquimica e da natureza, nimero e posigdo dos substituintes do
anel aromatico*® Os deslocamentos quimicos dos carbonos 7,8,9,7,8" e
9’ sdo também sensiveis a esteroquimica mas ndo sdo afetados por
mudancas nos substituintes dos anéis aromaticos*'.

Na Figura 4 aparecem trés exemplos para demastrar as influéncias

da estereoquimica nos deslocamentos quimicos*?*>.
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Figura 4 Deslocamentos quimicos dos atomos de carbono-13 das

lignanas furanofuranicas.

Quando o grupo arila ocupa a posi¢do equatorial o deslocamento
guimico do C-1 (ou C-1') aparece em campo mais baixo do que em
posigao axial. Como pode-se observar na Figura 4, os carbonos C-8 e C-
8" alifaticos também mostram-se sensiveis as influéncias
estereoquimicas, sendo de grande utilidade no processo de
determinacdo estrutural.

A variagdo dos deslocamentos quimicos dos carbono C-1 e C-1’,
em fungdo do tipo de substituinte, pode ser observado pela andlises dos

dados das lignanas da série normal mostrados na Figura 5 *.

OCH; oc
Hs
OCH
85,8w 3 85'6\ O> 859 OCH;
"".““lk,na.,o SN 0 Ow
8 8‘7—..543 | 1349 ' LBG%CHQ
2, g 71’ 7 el e
& o) ' i —=71,6 CH;0 —= 72,0
O ° -
CH,0 o CH30
CHs cH,
Figura 5 Variagao dos deslocamentos quimicos dos atomos de

carbono (3¢) das lignanas furanofurdnicas da série normal.
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Estas informacgbdes descritas na literatura para a classe das
lignanas e a anélises dos espectros de RMN 'H (Tabela 17, v. 2, Fig.46,
p. 46) e 13C-PND (Tabela 18, v. 2, Fig. 48, p. 48) e *C-DEPT (v.2, Fig.
49, p. 49) da mistura de lignanas isoladas de O. semiserrata, permitiram
estabelecer conclusdes importantes para determinagdo estrutural:

i) Os sinais dos carbonos quaternarios aromaticos em §¢c 132,79 e
6c 130,24 podem ser atribuidos aos carbonos C-1 e C-1" das lignanas
furanofuranicas, sendo um dois anéis em posicao equatorial (¢ 132,79)
e o outro axial (8¢ 130,24);

ii) Os deslocamentos quimicos dos carbonos oximetinicos (8¢
85,85; 87,74 e 82,07) permitem identificar a presenca de dois sistemas
furanofurdnicos, sendo que um deles tem os anéis aromaticos diaxiais
[6c 85,85 (C-7 e C-7')] e o outro um arila axial [6c 87,74 (C-7)] e outro
equatorial [5¢c 82,07 (C-7)];

Estas atribuicdes de deslocamento quimico confirmadas pelos
espectros de RMN 'H [uni-(1D) (Tabéla 17, v. 2, Fig. 46, p. 46) e
bidimensional (2D) 'H x H-COSY,(v. 2, Fig. 47, p. 47)]. O hidrogénio
carbinolico cdm &y 4,72 (d, J=3,9; H-7 e H-7") esta acoplando com um
hidrogénio metinico com &, 3,09 (m, H-8 e H-8’) e este dltimo interage
com um hidrogénio metinico com &4 4,22-3,90 (dd, J=6,8 e 8,9; 2H-9 e
2H-9"). Assim estes sinais caraterizam os hidrogénios 7,8,9 e 7/,8°,9' de
uma lignana furanofuranoica com dois anéis aromaticos e em posigdo
axial (Tabela 17).

i) Nos espectros de RMN *H [uni-(1D) e bidimensional (2D) 'H x
'H-COSY)], também foi possivel observar um sistema carateristico de
lignana furanofuranoica com um dos anéis em posigdo equatorial e o
outro em axial. Pode-se observar a presenca de sinal de hidrogénios
carbinolicos benzinicos [64 4,85, J=5,2 (H-7) e 4,41, 1=6,8 (H-7")], cada
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um dos quais acoplando com hidrogénios metinicos [é4 3,2-3,4(m) e 2,8-
3,0(m)], os quais também interagem com higrogénios metilénicos que
estdo superpostos com outras sinais (&4 3,3-4,15);

iv) No espectro de RMN 'H observou-se também sinais simples
correspondentes a grupos metoxilas 0s quais sdo confirmados no
espectro de RMN *C-PND e RMN *C-DEPT (5¢ 55,94; 54,41 e 54,07).

As informagdes estruturais permitem deduzir que a mistura 9 +

10 corresponde as lignanas furanofuranicas eudesmina e epieudesmina.

OCH3 OCH3
OCH3 OCH3

CH?() (*HBO
OCHs OCH;
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Tabela 17 Dados de RMN *H (200 MHz, CDCl;) de 9 e 10 e

comparados com os valores descritos na literatura®:4%*4

para as lignanas eudesmina(9) e epieudesmina(10).

9 10 g¥” 94 104" 104"
H Oy dy OH OH OH OH
7 4,72 4,85 4,75 4,76 4,47 4,44
(d,3=39) (d,J=5,2) (d,3=4) (d,)=4) (d,1=7) (d,3=7)
7 4,72 4,41 4,75 4,76 4,88 4,85
(d,)=39) (d,3=6,8) (d, 3=4) (d,)=4) (d,J=55) (d,I=5)
8 3,09 3,4-3,2 3,15 3,12 2,92 2,92
(m) (m) (m) (m) (m) (m)
8’ 3,09 2,8-3,0 3,15 3,12 3,34 3,2-3,4
(m) (m) (m) (m) (m) (m)
Oax 4,22-3,90 4,17-3,35 4,0-3,8 3,90-3,86
(m) (m,2H) 4,15
9eq (dd,J=  4,17-3,35 4,4-4,2 (m,1H)
6,7:8,9) (m) 3,90 3,7-4,2
9'ax 4,22-3,90 4,17-3,35 4,0-3,8 4,26 (m,2H)
(m) (dd, 2H, 3,34
9'eq (dd, )= 4,17-3,35 4,0-4,2 J=7,9 (m,1H)
6,7:8,9) (m)
Ar 7,0-6,6 7,0-6,6 6,84-6,92 6,94-
6,86
OMe 3,87 3,93
3,87 3,92
3,87 3,90
3,87 3,89

*(100 MHz, CDCl3)
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comparados com valores descritos na literatura**** para as
lignanas eudesmina(9) e epieudesmina(10).
9 10 g4 10% 1047
C dc d¢ Sc dc d¢
1 132,79 132,79 133,3 133,5 133,9
1’ 132,79 130,24 133,3 130,7 131,1
3 146,69 146,69 148,2
3 146,69 146,69 147,6
4 145,19 145,19
4’ 145,19 145,19 148,7
CH
2 108,59 108,59 109,8
2 108,59 108,32 109,4
5 114,26 114,26 110,9 110,9 117,5
5 114,26 114,26 110,9 110,9 111,6
6 118,94 119,18
6' 118,94 118,36 118,1
7 85,85 87,74 85,5 87,4 86,7
7' 85,85 82,07 85,5 81,9 81,2
8 54,08 54,41 54,0 54,4 53,9
8’ 54,08 50,07 54,0 50,1 49,3
CH;
9 71,62 70,94 71,5 70,9 70,2
g’ 71,62 69,66 71,5 69,9 68,8
CHs;
(MeO),- 55,94 55,94 55,4
3,3
(MeQ),- 55,94 55,94 55,4
4,4’

* A multiplicidade dos sinais dos carbonos foi deduzida com base na anélises
comparativa dos espectros de 3C-PND e ’C-DEPT.

*(25 MHz, CDCls)
*%(15 MHz, DMSO-d)
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5. NORISOPRENOIDE

Estas substancias sdo formadas a partir da degradacdo de
carotendides e tem sido de interesse pela sua atividade bioldgica

especialmente alelopatica.

5.1 NORISOPRENOIDE 11

Esta substancia é um sdlido branco, solivel em acetona. O
espectro IV (v. 2, Fig. 50, p. 50) revelou uma banda em 3410 cm’ (von)
que pode ser atribuida a uma hidroxila e uma banda em 1658 cm*
caracteristica de carbonila «,p insaturada.

O espectro de RMN 'H (Tabela 19, v. 2, Fig. 51, p. 51), revelou a
presenca de sinais de trés hidrogénios olefinicos (54 5,7-5,9) um
hidrogénio carbindlico (34 4,35), além de quatro grupos metilicos (84
1,01(s); 0.98(s), 1,85(s) e 1,19(d, J=6,0)]. Estas absorgcoes foram
confirmadas pelos espectros de RMN *C-PND (Tabela 19, v.2, Fig. 53, p.
53) e RMN "C-DEPT (v.2, Fig. 54, p. 54), através dos sinais
correlacionados com: quatro carbonos quaternarios (um carbonilico, 3¢
197,87), quatro metinicos, (trés deles olefinicos e um carbindlico), um
grupo metilénico e quatro metilicos.

As analises dos espectros de RMN 'H x *3C -COSY - ') - HETCOR
(v. 2, Fig. 55, p. 55) € RMN 'H x >C -COSY - "Jey(n=2 e 3) - COLOC (v.
2, Fig. 56, p. 56) permitiram observar varios acoplamentos a uma Yen,
duas *Jcy e trés ligagdes >Jc, que junto com os outros dados espectrais,

permitiram deduzir as unidades estruturais I e II .
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Tabela 19 Dados de RMN 'H (200 MHz) e 3C (50,3 MHz) da 11
(MeOH-dg+acetona -dg) e seu derivado acetilado 11a

(CDCl3).
11 11a
IHXx3c- 1HX!3C- HXx*3C- IHxt3c-
COSY—'1y COSY—"Jcy COSY—13cy COSY—"Jcy
S 2 3 2 3
¢ 3n Jcu Jcn S¢ O Icn Jcu
1 41,72 - 41,53 - 3H-12,
3H-13
3 197,87 - 2H-2 197,87 - 2H-2
5 164,51 - 3H-11, 162,23 - 3H-11
H-4
6 79,25 - H-8, 78,89 - 3H-12
3H-11,
3H-12,
3H-13
CH
4 126,62  576(s)) 3H-11 126,98 5,87(sl) 3H-11
7 12925  585(s)) 131,22 5,74(s))
8 136,85  5,86(d) 3H-10 131,50 5,74(d) 3H-10
9 67,77  4,35(m) 70,22 4,32(m)
CHZ
2 5027  241(d) 3H-12, 49,60  2,37(d, 3H-12,
3H-13 J=17.1) 3H-13
2,15(d) 2,21(d,
J=17,1)
CH; g
10 24,13  1,19(d, 20,24 1,28(d,
1=6,0) 1=6,5)
11 1924  1,85(s) 18,83  1,84(s)
12 2434  0,98(s) 3H-13 24,79  0,95(s) 3H-13
13 2331 1,01(s) 3412 22,83 1,03(s) 3H-12,
H-2
OAC 21,26
170,97

* A multiplicidade foi deduzida com base nos espectros de PND e DEPT 8:90° e 6:135°.
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a b
OH
Z "(\)\
0] C d
I IX

O carbono carbindlico quaternario (8¢ 79,25) apresenta
acoplamentos a trés ligagdes com os hidrogénios das metilas a,b e ¢ do
fragmento I e com o hidrogénio olefinico H-8 de II. Estes dados foram
importantes para juntar as duas unidades estruturais I e II através do
carbono quaterndrio carbindlico, e consequentemente, deduzir a

estrutura 11.

i1 MEGASTIGMANOS

A férmula molecular foi deduzida do espectro de massas de alta
resolugao (v.2 Fig. 57, p. 57), que nas condigdes operacionais (IE, 70
ev) ndo apresentou o pico do ion molecular, mas que mostrou um pico
em m/z 206,1239 [C;3H80, (m/z 206,13074; Am/z O,0068, 10%)],
que pode ser atribuido a perda de dgua a partir do ibn molecular. Outros
picos presentes no espectro estdo também em acordo com a estrutura
proposta (Esquema 11)



C13H2003
m/z 224 (M} )
AUSENTE

+
o |

O |
N

C,Hg0O; m/z 124,0524
m/z 124,05244 (calc.)

Esquema 11
massas

~ D
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+-
OH —[

X

0]

C13H1802 m/z 206,1238
m/z 206,13074(calc.)

SN

+.
HO X j

Ow |
N

CoH1p0, m/z 150,0671
m/z 150,0681(calc.)

 Proposta de fragmentacdo de 11 no espectro de

Acetilagdao de 1 forneceu o monoacetato 11a , confirmado pelo

sinal simples em &y 2,00 (CH;-C=0) observado no espectro de RMN 'H.

O maior deslocamento quimico do carbono C-9 (8¢ 67,77 para 5c 70,22)

e o menores valores (efeitos y) de &c para CH-8 e CH3-9 no espectro de

RMN '°C, permitiram confirmar a presenca de uma Unica hidroxila

secundaria alilica (que sofre acetilacdo). A hidroxila quaternaria ndo foi

acetilada, como previsto.
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Substancias com estas caracteristicas estruturais pertencem ao
grupo dos norisoprendides megastigmanos. As substancias que possuem
este ndcleo com oxigenagdo no carbono C-9, sdo denominadas pB-
iononas™®.

Os megastigmanos sao encontrados livres como componentes
volateis da espécie Vitis vinifera ou sdo liberados de glicosideos,
presentes nos sucos desta planta, pela enzima glucosidase ou por
hidrolise acida. Acredita-se que estas substdncias possam ser
importantes no sabor dos vinhos. O tabaco (Nicotiana tabacum) é a
fonte natural de norisoprenoides mais amplamente estudada®*°.

3-Hidroxi-p-ionona e alguns extratos de plantas contendo
norisoprendides tém demostrado atividades alelopaticas, inibindo o

47,4849 Os norisoprendides

crescimento e a germinagao de plantas
encontrados nas uvas, nos vinhos e no tabaco podem ser racionalizados
como produtos finais da degradacao de neoxantinas, as quais tém sido
encontradas no tabaco além de ter sido detectada como uma substancia
em uva que diminui sua concentragdo durante o processo de
maturagdo™®.

A substancia isolada no presente trabalho ja foi relatada
anteriormente nas plantas Cannavis sativa e Podocarpus blumeii*.

Uma proposta para a biossinteses desta substancia se encontra

resumida no Esquema 12
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O

OH o)

Esquema 12 Proposta biogenética para a producdo de 11 na

espécie Ouratea semiserrata.
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6. FLAVONOIDES

6.1 FLAVONOIDE 12

Este composto mostrou uma banda de absorgao no IV (v. 2, Fig.
63, p. 63) para grupo carbonila conjugada e quelada (1654 cm™, v c-g),
grupo hidroxila (3422 cm™, v on) e anel aromatico (1600 e 1503 cm™,v
c=c). Os espectros de RMN *H [uni-(1D) (Tabela 20, v.2, Fig. 65, p. 65)
e bidimensional (2D) 'H x 'H-COSY) (v.2, Fig. 66, p. 66)] apresentaram
cinco sinais na regido de hidrogénios aromaticos, sendo que dois
mantém entre si interacdo meta e deslocamentos quimicos compativeis
(64 5,90 (d, J=2,1) H-6 e 6,09 (d, J= 2,1) H-8; sistema AX] com o anel
A de um flavondide 5,7-dissubstituido e trés restantes [8, 7,33 (dd, J=
1,8 e 8,2 )H-6"; 7,36 (d, J=1,8) H-2" e 6,57 (d, 1=8,3); sistema AMX]
com anel B 3’,4'-dioxigenado . A presenca de duas unidades de
carboidrato foi reconhecida pelos sinais correspondentes a dois
hidrogénios anoméricos [&y 4,8 (d, J=7,1) e 4,22 (sD)], além do sinal de
um grupo metila caracteristica do carboidrato rhamnose [5y 0,82 (d,
J=6,0)]. Os espectros de RMN *C-PND (Tabela 20, v.2, Fig. 67, p. 67) e
RMN !’C-DEPT (v.2, Fig. 68, p. 68) apresentaram vinte e sete sinais,
sendo sete deles aromaticos quaterndrios oxigenados (8¢ 165,80;
162,87, 159,18; 158,25; 149,67; 145,60 e 135,60), cinco metinicos
aromaticos (=C), sendo dois deles com deslocamentos quimicos
caracteristicos de carbonos entre duas posi¢cdes oxigenadas (8¢ 99,89 e
94,84), dois quaternarios ndo oxigenados (¢ 122,98 e 105,46) e um
sinal de carbonila (8¢ 179,17). Estes dados em conjunto estao em acordo

com a estrutura aglicénica da flavona quercetina. O sinais de carbonos
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metilénicos e metinicos restantes foram comparados com o0s
deslocamentos quimicos de carboidratos registrados na literatura®
Estas comparacdes permitiram deduzir que o0s dois agucares
correspondiam a glicose e rhamnose. A comparagao dos dados de 12 e
da quercetina mostrou desprotegdes nos carbonos C-2, C-4 e C-10 e
protecdo no carbono C-3, modificacdes carateristicas de glicosidacao no
carbono C-3. O espectro DEPT com 6 135° mostrou que o deslbcamento
quimico do carbono metilénico da glicose (5c 66,95) mostrou
desprotecdo quando comparado com o carbono da 3-0O-B-D-
glicopiranosilquercetina, revelando que a rhamnose esta ligada ao
carbono C-6 da glicose. Estes dados permitiram propor a estrutura deste
flavonoide como 3-O-p-D-glicopiranosil(6=1-O-a-L-rhamnopiranosil)-
quercetina (12), conhecido como rutina. O derivado acetilado (12a) de
12 confirmou os deslocamento quimicos deduzidos para esta substancia
(Tabela 20, v.2, Fig. 69-75, p. 69-75). Os espectros para o derivado
acetilado foram realizados a 400 MHz para 'H e 100 MHz para *°C.

12
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Tabela 20 : Dados espectrais de RMN 'H e 1°C de 12(DMSO-dg).

1H x 13C -COSY - 13y

1H x 13C -COSY -

n
Jcn

C dc__ S 2Jen 3Jen
2 159,18 -

3 135,60 -

4 179,17 -

5 162,67 -

7 165,80 -

9 158,25 - H-6

10 105,46 - H-8

1’ 122,98 - H-2" H-5"
3’ 145,60 - H-5
4’ 149,67 - H-2'-H-6'
CH

6 99,89 5,90(d,J=2,1) H-8
8 94,84 6,09(d,J=2,1)

2' 117,67 7,36(d,1=1,8) H-6’
5 116,01 6,57(d,)=8,2)

6’ 123,57  7,33(dd,J=1,8 3 8,2) H-2'
1 104,58 4,80(d,)=7,1)

2" 75,62 3,45 (sl)

3" 78,33 3,40(sl)

4" 72,14 3,50(sl)

5" 76,97 3,35(sl)

17 102,37 4,22(sl)

2" 71,25 3,34(sl)

el 71,96 3,45(sl)

4" 73,85 3,25(sl)

5 69,62 3,45(sl)

CH,

6" 68,50 3,88(m)
CH3

6" 17,86 0,82(d,1=6,0)
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Tabela 21 Dados espectrais de RMN 'H e *°C de 12a (CDCl,).

HMQC HMBC
C ¢ On Jcu *Jeu
2 156,64 H-2'-H-6'
3 136,91
4 171,92
5 150,13 H-6
7 153,92 H-6,H-8
9 156,59 H-8
10 115,04 H-6 ,H-8
1’ 128,55 H-5’
3 141,73 H-2' H-5’
4’ 144,06 H-5' H-2'-H-6'
CH
6 113,43 6,81(d,)=2)
8 109,03 7,29(d,)=2)
2 124,66 7,89(d,)=2) H-6'
5 123,43 7,32(d,)=8,4)
6 127,21 7,94(d,d,J=8,4 e 2,0) H-2'
17 99,58 5,41(sl,]J=8,0)
2" 71,36 5,15(dd,]=8,09,6) H-3"
3" 72,50 5,26(t,)=9,6) H-2"
4" 69,45 4,93(t,)J=9,6) H-3"
57 72,75 3,55(m) H-4""
1 97,90 4,49(sl)
2" 69,32 5,07(sl)
3" 68,97 5.06(dd,3,6 e 3,9) H-4"" H-1"
4" 70,86, - 4,93(t,9,6) 3H-6"
5" 66,30 3,63(dq, 9,6 e 6,4) 3H-6" H-1""
CH,
6" 66,92 3,51(dd,)J=32, 3 11,2)
3,24(dd,)=6,0 e 11,3)
CH;
6" 17,16 1,04(d.)=6,4)
AcO Oc AcO oc ACO 84
5 169,88 3" 170.16 1.04;2.42;2,31;2,32
7 169,73 4" 169,91 2,12;2,07;2,28;2,00
3’ 169,59 2" 168,06 1,94;1,92:2,00
4’ 169,26 3 167,87
2" 170.09 4" 167,73
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7. BIFLAVONOIDES

Os biflavondides constituem um grupo relativamente grande de
compostos naturais diméricos formados através da ligagdo C-C ou C-O-
C entre duas unidades de flavonas, flavanonas, isoflavonas, chalconas,
etc. A literatura registra um grande grupo de compostos diméricos que
possuem unidades da mesma classe ou pertencem a classes diferentes.

A determinagdo estrutural de flavondides tem enfrentado alguns
problemas que tem sido resolvidos de diversas formas. O padrdo de
substituicao e as posi¢cées de uniao das duas unidades foram estudadas
analisando a variacdo dos deslocamentos quimicos dos sinais de RMN 'H
envolvendo inclusive espectros registrados em benzeno-d¢ para
comparagcao com os valores de §y obtidos com os solventes comuns
(CDCl3, acetona-dg, etc). Os fatores que contribuem para a variagao nos
deslocamentos quimicos incluem efeitos eletronicos (mesoméricos,
indutivos), estéricos e conformacionais’>°.

Os reagentes de deslocamento paramagnético (ou diamagnético),
como os complexos de lantanideos, tem sido usados em trabalhos de
RMN para a determinacdo estrutural destes compostos’°.

Estes métodos mencionados enfrentam algumas limitacdes que
podem ser resolvidas por reacdo de permetilacdao. A analise comparativa
dos espectros de RMN °C (acoplado e desacoplado) e a comparacdo dos
deslocamentos quimicos dos carbonos dos dimeros com os valores
descritos para os mondmeros sdo frequentemente usados nos trabalhos
de determinacao estrutural. Uma avaliacdo preliminar dos valores de
deslocamento quimicos localizados na regido entre §: 90-105 do
espectro de RMN *C podem fornecer um bom indicativo das posicoes da

ligagdo envolvida na unido das duas unidades®”.
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Atualmente as técnicas modernas de RMN facilitam a
caracterizagdo mais segura das unidades flavonoidicas e dos padrdes de
substituicdo presentes, além dos carbonos envolvidos na unido. Técnicas
modernas como: *C x H-COSY-']c(HETECOSY), '*C x 'H-COSY-"J
(n=2 e 3, COLOC), *C x *H - HMQC- !¢y, *C x 'H HMBC- "Jcy(n=2 e 3),
NOE por substragdo de espectros (*H{!H}-NOE), NOESY, assumiram

grande utilidade na elucidagao estrutural destas substancias.
7.1 BIFLAVONA 13

A substancia 13 mostrou bandas de absor¢ao no 1V (v.2, Fig. 76,
p. 76) para grupo carbonila conjugada e quelada (1653 cm™?, vc-o), para
anel aromdtico (1607, 1424 cm™, vc-c) e para hidroxila (3156 cmvoy).
O espectro UV (v.2, Fig. 75, p. 75) mostrou maximos de absorgdo em i
285 e 330 nm, caracteristicos de flavona e apresentou modificagdes na
presenca de aditivos (NaOH + HCI, AICl;, AICl;+ HCI, CH3;CO,Na +
H3BOs), confirmando a presenga de grupos fendlicos, hidroxilas queladas
e sistemas orto-diidroxi.

O espec’ffo de massas de alta resolucao (v.2, Fig. 78, P. 78)
revelou o pico correspondente ao ion molecular em m/z 538,36728
[C30H18010 (M/z 538,0894, A m/z 0,2736 Da, 18%)]. As evidéncias
espectrais levam a pensar na presenca de um dimero (Cs) de
flavonoides (C;s), fato que foi confirmado por experiéncias de RMN.

O espectro RMN 'H [uni-(1D) (Tabela 22, v.2, Fig. 79, p. 79) e
bidimensional (2D) *H x 'H-COSY(v.2, Fig. 80, p. 80)]) apresentou dois
sinais simples para grupos hidroxila formando ligacdo de hidrogénio
intramolecular (&4 12,97 e 13,10). Outros sinais largos (64 10,3 - 11,0)
foram atribuidas também a hidroxilas. Na regiao de absorcdo de

hidrogénios aromaticos observou-se:
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i) dois sistemas representando hidrogénios que mostram entre si
relacdo meta [54 6,18 (d, J=2,00; H-6) e 6,46 (d,)=2,00; H-8) sistema
AX] compativeis com um anel A 5,7-dioxigenada de uma unidade de
flavonoide;

ii) trés sinais de hidrogénios aromaticos [84 8,10-7,90 (m, H-6"),
8,1-7,9 (m, H-2") e 7,14 (d, 1=9,30; H-5")] consistentes com o anel B
3’,4’-dissubstituido de um flavondide;

iii) quatro sinais de atomos de hidrogénio formando sistema AA'BB’
tipico de anéis aromaticos para-dissubstituidos (&4 7,57 (d, 1]=8,70;
H-2""-6"")]e 6,71 (d, 1=8,70; H-3"'-5"");

iv) trés sinais simples em [y 6,79 (H-3), 6,39 (H-6") e 6,84(H-
31.

Os espectros de RMN *C-PND (Tabela 22, v.2, Fig. 81, p. 81) e
RMN 13C-DEPT (v.2, Fig. 82, p. 82) permitiram reconhecer a presenca de
vinte e oito sinais de carbonos aromaticos e duas carbonilas conjugadas
(5c 182,15 e 181,85), sendo doze sinais de carbonos metinicos
aromaticos [(CH),], e dezesseis carbonos aromaticos quaternarios (deiz
deles oxigenédos).

A andlise do espectro de RMN bidimensional de correlagao
heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 [1°C x 'H -COSY - )¢y -
HETCOR (Tabela 21, v. 2, Fig. 83, p. 83)] permitiu a atribuigao dos
deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos.

A preparacdo do derivado acetilado com anidrido acético e piridina
permitiu deduzir, pelos sinais no espectro de RMN 'H (Tabela 23, v.2,
Fig. 85, p. 85 e Fig. 86, p. 86) as metilas dos grupos acetato (84 2,03,
2,05; 2,29; 2,30; 2,42 e 2,47), que a substancia natural sustenta seis

hidroxilas fenolicas;
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Tabela 22 Dados espectrais de RMN 'H e *C de 13(DMSO-de).

H x 13C -COSY - Iy 'H x *C -COSY - "Iy
C 3¢ Ou >Jeu 3Jeu
2 163,81 - H-2",H-6’
4 182,25 - H-3
5 161,57 - H-6
7 164,24 - H-6,H-8
9 157,48 - H-8
10 103,48 - H-3,H-6,HO-5
17 121,15 - H-5
3 120,09 - H-5'
4’ 159,60 - H-2",H-6’
2" 163,93 - H-3" 2H-2""-6""
4" 181,85 - H-3"
5" 160,66 - H-6",HO-5"
7" 161,99 - H-6"
8" 104,06 - H-27
9" 154,60 -
10”7 103,75 - H-6",HO-5"
17 121,52 - 2H-3"""-5""
4" 161,14 - 2H-2""-6""
CH
3 102,76 6,79(s)
6 98,84 6,18(d,1=2) HO-5
8 ' 94,25 6,46(d,)=2) H-6
2’ ' 128,27 8,1-7,9(m)
5’ 116,29 7,14(d,1=9,3)
6 131,42 8,1-7,9(m)
3" 103,14 6,84(s)
6" 98,68 6,39(s) HO-5"
2",6" 128,28 7,57
3,5 115,93 6,71(d,1=8,7)
HO-5 - 12,97(s)
HO-5’ - 13,10(s)

@ Estes valores podem ser trocados.
Considerando-se o numero de carbonos, o0s valores dos

deslocamentos quimicos e o0s substituintes caracterizados, pode-se

deduzir também a formuia molecular expandida:

(C=O)2, (CO)L10, (C)6, (CH)12 ~ C30H18012_
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Os dados até agora discutidos permitem classificar esta substéncia
como um biflavondide, contendo unidade com o padrao de oxigenacgao

encontrado na flavona conhecida como apigenina®>.

APIGENINA

Os sinais com deslocamentos quimicos de atomos de carbono
aromaticos entre §c 90-105 permitiram, através de comparagdo com os
dados descritos na literatura para apigenina, estabelecer a posicao da

2456 Esta analise

unido das unidades flavonicas do biflavonoide
comparativa revelou modificagdes significativas nos &c dos carbonos C-3’
e C-8’, observando-se um A§:=4,09 ppm para C-3' [Adc= 120,09 (13)-
116,09 (apigenina) = 4,09] e A3:=10,06 ppm para o C-8" [Adc= 104,06
(13)—94,00(apigenina)= 10,06], permitindo deduzir que o carbono C-3'
de uma unidade estd ligado ao carbono C-8 da outra. Esta dedugdo foi
confirmada pelo espectro de RMN bidimensional de correlacdo
heteronuclear 1*C x 'H -COSY - "Joy (n=2 e 3, COLOC)(v.2, Fig. 84, p.
84), através da observacdo de acoplamentos carateristicos para as
unidades flavonoidicas descritas:

i) acoplamentos via trés ligacdes (°Jc.) entre o carbono aromatico
quaterndrio C-3’ (8¢ 120,09) e o hidrogénio H-5" (&4 7,14), que
confirmou a posicao da ligagdao na primeira unidade;

i) acoplamentos via duas ligacdes (*Jciy) entre o carbono C-5" (¢
160,66) e o hidrogénio H-6" (5, 6,39) e a trés ligacdes (*Jc) entre o C-
6" (8¢ 98,68) e o hidrogénio da hidroxila OH-5, que indicaram a

presenca de hidrogénio na posicdo 6" desta unidade e,
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consequentemente, o carbono C-8” encontra-se envolvido na ligacao
entre as duas unidades flavonoidicas (13).

iii) A ligacdo interflavonoidica C-3'-C-8” foi confirmada pelo
acoplamento via trés ligagdes(®Jcy) entre o carbono C-8” (5: 104,06) e o
hidrogénio H-2' (54 8,1-7,9) e H-6"(54 6,39).

As outras interacdes heteronucleares spin-spin encontram-se
descritas na Tabela 22. Assim, a estrutura da biflavona isolada de
Ouratea semiserata foi definida como 4',5,7,-trihidroxiflavon(3'=8")-
4’/ 5,7-triidroxiflavona (13).

Os dados espectrais fornecidos pelos espectros de RMN 'H e °C (Tabela
23, v.2, Figs. 85, 86 e 88, pp. 85, 86 e 88) do derivado acetilado (13a)
confirmaram a estrutura 13 e as atribuicdes dos &y e 8¢, considerando-se
obviamente as modificac0es previstas com base nos efeitos eletrnicos e
estéricos incorporados pela derivatizacdo. No espectro de RMN *H x *C -COSY -
Men(n=2 e 3)HMBC (v. 2, Figs. 91-93, p. 91-93) a correlagcdo adicional de sinais
pelas interagBes spin-spin entre carbono C-8” (3¢ 117,06 ) e o hidrogénio H-6"
(34 7,00) confirmaram definitivamente as posi¢cdes de unido das unidades.
Outras interagdes heteronucleares spin-spin encontram-se resumidas na Tabela
23.

O espectro de massas de alta resolucdo (v. 2, Fig. 95, p. 95)confirmou o

fon molecular m/z 790,0831 para o derivado acetilado 13a.
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Tabela 23 Dados espectrais de RMN 'H e *C de 13a(CDCl,).

IH x ¥*C -HMOC

1H x 13C -HMBC

_C Sc D o ey
2 161.0 - H-2".H-6
4 176,16 - H-3
5 150,20 - H-6
7 154,13 - H-6,H-8
9 157,57 - H-8
10 114,91 - H-3,H-6
1’ 128,78 - H-5'
3 125,05 - H-57
4’ 151,41 - H-2',H-6’
2" 161,66 - H-3"" 2H-2""-6""
4" 176,34 - H-3""
5" 149,97 - H-6"",HO-5"
7" 151,93 - H-6""
8" 117,06 - H-2'
9" 155,12 -
10~ 115,29 - H-6""
1 128,19 - 2H-3""-5"
4" 153,36 - 2H-2""-6""
AcO-5 169,37 2,47
AcO-7 168,81 2,29
AcO-4’ 167,91 2,08
AcO-5" 169,37 2,42
AcO-7" 168,43 2,05
AcO-4"" 167,91 2,30
CH ,
3 108,87 6,68(s)
6 113,96 6,84 (d,J=2,1)
8 109,09 7,25 (d,)J=2,1) H-6
2 129,92 8,02(d,J=2,3)
5’ 123,94 7,47 (d,1=8,7)
6’ 127,89 7,98(dd,1=8,7 e 2,3)
3" 108,24 6,66(s)
6" 114,81 7,00(s)
26" 12732 7,49(d,1=8,5)
3" 5" 122,46 7,05(d.J=8,5)
AcO-5 2,47(s)
AcO-7 2,29(s)
AcO-4' 2,08(s)
AcO-5" 2,42(9)
AcO-7" 2,05(s)
AcO-4"" 2,30(s)
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7.2 BIFLAVONA 14

Esta substancia apresentou caracteristicas espectroscopicas muito
semelhantes as observadas para a biflavona 13. A principal diferenca
entre estes dois biflavondides restringe-se a presenca de um singleto &,
3,74 no espectro de RMN !H (Tabela 24, v. 2, Fig. 96, p. 96),
correspondente a um grupo metoxila. A presenca deste grupo foi
confirmada pelos espectros de RMN C-PND (Tabela 24, v.2, Fig. 98, p.
98) e RMN '*C-DEPT (Tabela 24, v.2, Fig. 99, p. 99) (5¢ 55,52).

OMe

14

A localizagdo deste grupo no atomo de carbono C-4 do
biflavondide (14) foi deduzida através do efeito nuclear Overhauser.
Irradiacdo nos hidrogénios da metoxila (84 3,74) mostrou efeito NOE
(v.2, Fig. 101. P. 101) nos hidrogénios aromaticos H-3"" e H-5""
observado no sinal em 8y 6,91. O menor deslocamento quimico 8¢ dos
carbono C-3"",5"" (8¢ 114,54) de 14 em comparagdao com o observado
em 13 (6¢c 115,93) estd em acordo com esta deducdo ja que esta
diferenga (Adc= 114,54 (14) - 115,93 (13)= -1,39 ppm] reflete o efeito

y do grupo metila da fun¢do metoxila localizada no C-4"".
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Os espectros de massas por IE e FAB confirmaram a estrutura
proposta para este biflavonoide(v.2 Fig. 102, p 102 e Fig. 103, p. 103)
Tabela 24 Dados espectrais de RMN 'H e *C de 14(DMSO-dg).

'H x *C -COSY - 3¢y

C dc__ S
2 164,18 -
4 181,80 -
5 162,0 -
7 163,85 -
9 157,40 -
10 104,47 -
1’ 121,03 -
3 121,43 -
4’ 159,60 -
2" 164,18 -
4" 182,22 -
5" 160,61 -
7" 163,27 -
8" 103,15 -
9" 154,60 -
10" 103,81 -
17 120,09 -
4" 161,14 -
CH
3 103,15 6,88(s)
6 : 98,33 6,17(d,1=2)
8 94,17 6,44(d,)=2)
2’ 128,0 8,1-7,9(m)
5 116,25 7,14(d,)=8,8)
6’ 131,64 8,1-7,9(m)
3" 103,15 6,82(s)
6" 98,33 6,40(s)
21 6" 128,00 7,67(d,1=8,9)
37 5 114,54 6,91(d,)=8,9)
HO-5 13,06(s)

HO-5’ 12,95 (s)
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7.3 BIFLAVONAS 15,16 e 17

Esta mistura de biflavonas esta constituida de uma substancia
principal acompanhada de outras em menor concentragao. O espectro
de IV (v.2, Fig. 104, p. 104) é muito semelhante ao da biflavona 14,
observando-se bandas caracteristicas para hidroxila em 3419 cm™(v oy),
carbonila quelada e conjugada em 1657 cm(v o) e anel aromatico em
1503 e 1441 cm™(v c_¢). Os espectros de massas FAB e IE (v.2, Fig.
105, p. 105 e fig. 106, p. 106) revelaram também a presenca de um
produto principal com m/z 552 acompanhado de outros produtos em
menor concentragao.

O ion molecular do componente majoritario corresponde a uma
substancia com férmula molecular Cs;H,0019. Os espectros de RMN 'H
[uni-(1D) (Tabela 25, v. 2, Fig. 107, p. 107) e bidimensional (2D) 'H x
'H-COSY(v. 2, Fig. 108, p. 108)] revelaram nove sinais que integram
para treze hidrogénios aromaticos além de grupos hidroxila e metoxila:

i) Dois destes hidrogénios aromaticos mantém entre si relagao
meta [5y 6,35'»(s|), H-6 e 6,73 (sl), H-8], interacao spin-spin observado
no espectro 'H x 'H-COSY, localizados no anel A de um esqueleto
flavondide;

ii) quatro hidrogénios aromaticos [y 8,03 (sl, H-2"-6") e 7,16 (sl,
H-3'-5") sistema AA’XX'] do anel B para dissubstituido de flavona;

iif) mais quatro hidrogénios [&y4 7,47 (d, J=8,4; H-2""-6"") e 6,72 (
d, J=8,8; 2H 3""-5"") sistema AA'XX’'] de mais um anel B de flavona;

iv) Os trés singletos restantes [8y 6,73; 6,83 e 6,39)
correlacionados com os dois hidrogénios H-3 de duas unidades de

flavona e o hidrogénio H-8 (ou H-6);
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v) dois singletos em campo baixo [64 12,81; HO-5e 12,70; HO-5"]

atribuidos a duas hidroxilas quelatogénicas;

vi) outros sinais representantes de hidroxila foram observados na

regidao entre &y 10 e 11 como singletos largos.

Tabela 25 Dados espectrais de RMN 'H e *C de 15(DMSO-d).

'H x 3C -COSY - Iy

'H x 13C -COSY - "J¢y

C 8¢ By 2Jen 3Jen
2 163,50 - H-3
4 182,15 -
5 161,30 - H-6,HO-5
7 165,42 - H-6
9 164,47 - H-8
10 104,17 - H-6,HO-5
1 124,16 - 2H3'-5’
3 120,09 -
4’ 161,16 - H-2"H-6
2" 163,50 - H-3"
4" 181,83 -
5" 157,45 - H-6",HO-5"
7" 161,30 - H-6"
8” 121,36 - H-6"
9” 157,87 -
10” 103,06 - H-6"
1" 120,94 - 2H-3""-5""
4" 161,38 - 2H-2""-6""
CH
3 104,36 6,83(s)
6 98,25 6,32(d,sl)* H0-5
8 92,92 6,73(d,sl)* H-6
2’6 128,79 8,03(sl)
3,5 115,73 7,16(d,sl)
3" 103,06 6,76(s)
6" 98,44 6,39(s)
2,6 128,22 7,47(d.)=8,4)
3,5 116,07 6,75(d.J=8,8)
MeO 56,23 3,83(s)
HO-5 12,91
HO-5' 12,70

* interacBes spni-spin reveladas pelo espectro *Hx*H-COSY
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A anadlise comparativa dos espectros de RMN 3C-PND (Tabela 25,
v. 2, Fig. 109, p. 109), e RMN *C-DEPT (v.2, Fig. 110, p. 110), da
mistura permitiu identificar a presenca de vinte e seis sinais de carbonos
aromaticos: quinze carbonos quaternarios aromaticos, dez deles
oxigenados; nove sinais para carbono metinicos aromaticos; duas
carbonilas queladas e conjugadas e uma metoxila.

A analise dos espectros de RMN *C x 'H -COSY - !Joy (HMQC)
(Tabela 25, v. 2, Fig. 111, p. 111 e Fig. 112, p. 112) e *Cx 'H -HMBC
(Tabela 25, v.2, Figs. 113-117, pp. 113-117) permitiu a atribuicao dos
34 € 8¢ metinicos aromaticos.

Os dados espectrais permitiram também deduzir a formula
molecular expandida para 15, em acordo com o espectro de massas:

(C=O)21(C)15/(CH)13,(OH)4I(OH)4/(OCH3)I(O)3 ~ C31H20010

Os dados analisados até este ponto conduziram para a
classificacdo desta substancia como um biflavonéide, constituido por
duas unidades de apigenina. A presenca de somente dois atomos de
hidrogénio mantendo entre si relacdo meta [ 6,32 (sl, H-6) e 6,73 (sl
H-8)], sustentados pelos carbonos C-6 e C-8 de um anel A 5,7-
dioxigenado de flavona, sugeriu que o carbono C-6 o ou C-8 de outra
unidade apigenina estaria envolvida na unido interflavonoidica. A
existéncia de oito atomos de hidrogénio sustentadas por dois Sistemas
aromaticos AA’XX’ indicam a presenca de dois anéis B monossubstituidos
nas posigoes para.

A analise dos deslocamentos quimicos dos dtomos de carbono

metinicos aromaticos entre 5: 90 e 105 foi usada para definir a posicao
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de ligagdo de uma das unidades flavénicas. O deslocamento quimico
disponivel para carbono quaternario ¢ 121,36 apresentou-se fora desta
faixa para ligacBes C-C entre duas unidades flavonicas, conduzindo-se o
raciocinio para uma ligagdo envolvendo C-O-C. A diferenga de A8:=27,36
ppm deduzida da comparacdo dos deslocamentos quimicos do carbono
C-8 [Adc = 121,36(15)-94,0(apigenina)= 27,36] revelou-se em acordo
com a ligagdo éter entre as duas unidades®. Esta deduc&o apoiou-se na
protegdo revelada pelos deslocamentos quimicos dos carbonos
localizados nas posicdes orto (C-7 e C-9) e para (C-5) quando
comparados com apigenina:

APIGENINA BIFLAVONA 15 APIGENINA-BIFLAVONA 15
C-5 C-5” -2,7
c-7 C-7" -5,4
C-9 C-9” -7,3

A analise dos espectros de RMN *C x 'H -COSY - "Jcy(n=2 e 3,
COLOC) (Tabela 26) e C x 'H-HMBC permitiu observar para as

unidades I e II alguns acoplamentos (teis para completar a estrutura da

biflavona:
Tabela 26 dados de RMN '°C x 'H -COSY - "Jcy(n=2 e 3, COLOC)para a
biflavona 15
Carbonos da I unidade Carbonos da II unidade
Jen TIen e e

H-6 5;7 10;8 5;7 10;8
H-3 2:4 10 2,4 10
H-8 9 6

OMe
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Com base nestes resultados a estrutura do componente presente
em maior percentagem foi deduzida como 5-hidroxi-7-metoxiflavona(4'-
0-84',5”,7"-triidroxiflavona (15) conhecida como 7-

metoxilanaraflavona.

OR1

15 R=Me, Rl =H.
16 =Rl =H
17 R=Rl=Me

A localizacao do grupo metoxila no carbono C-7 foi confirmada por
comparacdo dos deslocamentos quimicos da unidade I da biflavona com

as flavonas genkwanina e apigenina :

1656 92,9 164,1 94.0 166,3 93,3

veo) } 0 HO) / 0 1o / 0
| | |

98,2 98,8
OH Q OH & %7 OH k
105,0 103,7

GENKWANINA APIGENINA BIFLAVONA 15

105,0
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O espectro de massas registrado através de ionizagdo por impacto
eletrénico (v. 2, Fig. 106, p. 106) apresentou 0s picos compativeis com

a estrutura proposta (Esquema 14).
OH —|+'
kA
+-
T ! J 7

szo * \@ o7 N —_—
Ho =g ‘ 5

m/z 152 HO OoH

HO

mfz 124 m/z 270 m/z 118
MeO, I F ow T
==0
. J
138
m/z 67N\

) MeO
MeO _ 20 l
T r
X0 OH O O
OH
m/z 552
m/z 166 /<

+O RN
H,0 Q

Qo
HO OH
m/z 285

m/z 534 OH
m/z 167 m/z 267
Esquema 14 Proposta de racionalizagdo para a fragmentacdo da

biflavona 15 num espectrometro de massas.
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Os picos com m/z 267, 285 e 270 forneceram evidéncias
adicionais para a presenca de uma ligacdo éter entre as duas unidades
apigeninicas. O fragmento com m/z 166 formado através de reagdo de
fragmentacao do tipo retro Diels-Alder serviu como confirmagdo
adicional para a existéncia de anel A sustentando atomos de hidrogénio
nos carbono C-6 e C-8. Da mesma forma o pico em m/z 118 demostrou
a presenca de anel B sustentando somente um grupo hidroxila
(Esquema 14) E. A ligacdo éter interflavona esta de acordo com o pico
em 534 (23%).

O espectro de massas revelou ainda a presenga de outras duas
substancias diméricas com picos representantes de ion molecular em
m/z 566 e 538.

A substancia com ion molecular m/z 538, com diferenga de 14
daltons (Da) com a 15, pode ser atribuida a uma biflavona do mesmo
tipo que 15, sendo neste caso 7-O-desmetilada e consequentemente,
constituida por duas unidades apigeninicas. O pico em m/z 520,
justificado pela eliminacdo de uma molécula de agua, esta em acordo
com esta hipbtese. A presenca desta substancia foi confirmada pelos
espectros de RMN 'H [uni-(1D) e bidimensional (2D) 'H x 'H-COSY]
(v.2, Fig. 107 e Fig. 108) pelos sinais que revelam acoplamento para
hidrogénios em relagdo meta [6 6,18 (sl, H-6) e 6,45 (sl, H-8)] no anel
A da unidade I da biflavona 16. O espectro de RMN *3C x *H -COSY - "Iy
(HETCOR) permitiu atribuir os carbonos que sustentam este hidrogénios
(8¢ 99,0; C-6 e 94,3; C-8). A comparagdo destes dados com valores
descritos na literatura®” permitiu confirmar os assinalamentos feitos para
0s carbono C-6 e C-8, além de indicar a existéncia de dados trocados na

literatura para os hidrogénios H-6 e H-8.
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O pico de ion molecular em m/z 566 pode ser atribuido a uma
biflavona dimetoxilada do mesmo grupo das anteriores (15 e 16). Como
verificado nos casos anteriores, a perda de uma molécula de agua pode
ser usada também em favor de uma ligacdo éter nas unidades. A andlise
dos espectro de RMN 'H e *C permitiu postular a existéncia de uma
metoxila em C-4"" (17). No espectro de RMN 'H observou-se mais um
dubleto [8y 7,65 (d, J=7,86)] como representante de um sistema AA’XX’
do anel B da unidade I de uma biflavona. O segundo dubleto se encontra
superposto com os sinais de hidrogénio do composto principal. A analise
do espectro de RMN °C x 'H -COSY - "Jc4(n=2 e 3, COLOC) permitiu
observar acoplamentos heteronucleares para apoiar estas deducoes
(Tabela 27 ).

Tabela 27: Dados de RMN 3C x 'H -COSY - "Jen (=2 e 3, COLOC) para

a biflavona 17

'H x 1°C -COSY - 114 'H x 13C -COSY - "Iy
C ‘ dc On e "en
1" 120,79 2H-2"" 6"
4" 161,46 2H-2"",6""
2" 6" 128,06  7,65(d,)J=7,9)

Da revisdo da literatura pode-se concluir que as substancia 16 e

17 sdo reportadas pela primeira vez.
7.4 BIISOFLAVONA 18

O espectro de RMN 'H apresentou um sinal simples em &y 7,94

atribuivel a H-2 de uma isoflavona. Os espectros RMN *H [uni-(1D) (v.2,
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Fig. 118, p. 118) e bidimensional (2D) H x H-COSY] (v.2, Fig. 119, p.
119) permitiram observar a presenca de um sistema aromatico para
dissubstituido [6y 7,4-7,2 (sl) e 7,0-6,8 (sl)], com intensidade de dois
sistemas AA’XX' quando comparada, pela integracdo, com os singletos
dos hidrogénios H-2 e HO-5 quelatogénicos [64 12,93(s0)].

Os singletos com deslocamentos quimicos entre &y 3,80 e 4,00
indicaram a presencga de metoxilas aromaticas.

Os espectros de RMN '3C-PND (v.2, Fig. 120) e RMN *C-DEPT
(v.2, Fig. 121, p. 121) confirmaram a presenca de uma isoflavona,
sendo possivel correlacionar o deslocamento quimico do carbono
metinico em §c 152,88 com o carbono C-2 e dos carbonos metinicos
aromaticos do sistema AA'XX’ em §: 130,55 e 130,28 e 115,69 e
115,45.

Também foi possivel observar claramente a presenga de carbonos
quaternarios aromaticos e metinicos de anel A de flavondides. Os sinais
em 3§¢c 96,18 e 95,99 foram atribuidos a carbonos C-6 de isoflavonas
através de comparagdo com modelos da literatura’ (vide infra) e o &¢
em 92,45 a carbono C-8. Os valores descritos serviram como modelos

para comparacao:
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Os espectros de RMN "C-PND e RMN *C-DEPT permitiram
também observar sinais nas regides de carbonos quaternarios
aromaticos oxigenados e de trés metoxilas (8c 56,77; 56,20 e 55,78).

A quantidade de amostra disponivel e problemas experimentais
impediram a obten¢do de dados espectrais adicionais para poder
completar o trabalho de elucidacdo estrutural desta substancia. No
entanto as evidéncias espectrais discutidas permitam cogitar sobre a
possibilidade estrutural 18, uma biisoflavona contendo as duas unidades
ligadas pelos carbonos C-2 e C-8".

3" /7 8C 115,69(R 2 = Me) ou

115,45(R 2=H)

6C 152,88
SH 7,94(s)
A 0
8C 92,45
8H 6,45(d) 0 ORL1

T N\ 5C 95,99(R 1 = Me) ou

8¢ 56,78; 56,20 e 55,78

96,18 (R 1=H)
8H 6,46(s)
5C 96,18 (R‘—‘H) ou / 5C 115,45(R 3=H) ou
95,99 (R=Me) ' OR3 115,69(R 3 = Me)
8H 6,35(d) 5
18
|
| HO-5 OU HO-5" = 3y 12,93(s)
f 2H-2',6'; 2H-2"",6"" =6y /7,4-7,2; 5¢c 130,55 e 130,28
| 2H-3',5; 2H-3",6"" =&, 7,0-6,8; 5. 115.69 e 115.45
" (Meo)s: = 8y 3,96(s);3,87(s) e 3,87(s)




103

Os dimeros de isoflavonas sdo pouco comuns e somente nas
ultimas décadas foram caracterizadas algumas substdncias deste
grupo®, ndo sdo encontrados registros na literatura para dimeros com
as duas unidades isoflavbnicas nas condi¢gdes encontradas na estrutura
18. Esta situacdo produziu estimulo para a continuagdo desta
investigagdo através da procura de mais quantidade de substancia para
a obtencdo de dados espectrais adicionais e confirmacdo da estrutura
proposta. Atualmente estamos desenvolvendo processos de purificagdo

para a obten¢ao de mais material.

8. ISOFLAVONAS
8.1 ISOFLAVONAS 19 e 20

As isoflavonas sdo substancias que apresentam uma distribuicdo
limitada no reino vegetal sendo quase restritas a familia leguminoseae®®.
Na familia Ochnaceae os Unicos registros encontrados na literatura sdo
as isoflavonas isoladas de Ochna squarrosa®® (5-hidroxi-3'-4'-dimetéxi-
6,7-metilenodioxiisoflavona e seu metil éter) e de Ouratea hexasperma®
(5,7,4'-trimetoxiisoflavona).

Na determinacdo estrutural destas isoflavonas as técnicas
modernas de RMN utilizadas forneceram dados importantes, sendo
relevante ressaltar que a anadlise dos espectro de massas foi de
fundamental importancia no assinalamento do padrdo de substituicdo
presente nas substancias 19 e 20.

O espectro de IV (v.2, Fig.122, p. 122) mostrou bandas de

absorgdo atribuidos aos grupos hidroxila (v oy 3450 cm'), carbonila
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conjugada (v c-o 1655 cm™) e anel aromatico (v c.c 1639,1589 e 1518
cm™),

A féormula molecular CigHoCls0s 19 foi deduzida do espectro de
massas obtido por impacto eletrdnico (v. 2, Fig.123) { m/z 386 ([M]*,
Ci6Ho °Cl305), 388 ([M+2]*, CyeHe 2*Cl, ClOs), 390 (M+4]+, CyeHs 25C]
*'C1,05) e 392 ([M+6]'*, Cy6Ho *’Cl0s}em combinacio com os espectros
de RMN 'H (Tabela 29, v. 2, Fig. 125 e Fig. 126) e 3C(Tabela 29, v.2 fig
128, p. 128). Estes quatro picos separados por dois Da (M, M+2, M+4,
M+6) e sua intensidade relativa (50.85% : 35.87% : 11.86% 1,42%)
sdo consistente com a abundéncia isotdpica do elemento cloro 3°Cl e

3’Cl que aparecem na literatura® como uma mistura:

3¢ + i

|

75,77 % 24,23% =  abundancia natural

l

3 : 1

C16Ho>>Cl305  Cy16Ho*Cl,"CI0s  Cy16Ho3°CI7CIL0x C1eHo>'Cl50s
M M+2 M+4 M+6

1 combinagao 3 combinagdes 3 combinagdes 1 combinagdo
(0,7577)3 (0.7577)%(0.2423)"  (0.7577)'(0.2423)? (0.2423)3
= 04350 =0,1393 =0,0444 =00142

0,4350 x 1 0,1393 x 3=0,4173 0,0444 x 3=0,1335 0.0142 x 1

43,50% 41,73% 13,35% 1,42%
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Neste caso, o nimero total de possiveis combinacdes envolvendo
unicamente **Cl e CI*” e (2)%. Outros dados espectrais de massas est3o
resumidos na Tabela 28.

A abundancia isotopica dos elementos hidrogénio (*H: 99.985 %;
’H: 0.015 %), carbono (*2C: 98.90 %; !3C: 1.10 %) e oxigénio (0:
99.76 %; ''O: 0.04 %; '®0: 0.20%) n&o foram incluidos para as
analises.

Os picos em m/z 234 (CgHs CL0,), 236 (CeH4TCl CI0,) e 238 (CeHq
¥C1,0,), confirmados pelos picos em 206, 208 e 210 e 191, 193 e 195 (Tabela 28
e Esquema 15), observados no espectro de massas revelaram a presenca de dois
atomos de cloro no anel A. Estes picos podem ser atribuidos aos fragmentos 1a e
1b, respectivamente, produzidos no espectrdmetro através de uma reacdo de
retro Diels-Alder™. A localizacdo da hidroxila no carbono C-5 foi
estabelecido pelo sinal &y 13,31 (grupo hidroxilico quelatogénico) e pela
fungdao metoxila no C-7 e hidroxila no C-4’ com base em consideragoes
biogenéticas®!.

Andlises comparativos dos espectros de RMN 13C-PND(v. 2,
Fig.128, p. 128) e RMN C-DEPT (v. 2, Fig. 129, p. 129) foram usadas
para reconhecer os sinais (Tabela 29) correspondentes para 12 carbonos
quaternarios sp’, quatro metinicos sp? e uma metila ligada a oxigénio
(MeO-7, & 61,31).

Os espectros de RMN 'H [1D (v. 2, Fig 126, p. 126) e 2D 'Hx'H-
COSY(v. 2, fig 127, p. 127), 400 MHz, CDCl;] mostraram sinais
compativeis com um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido (64 7,54 (d,
J=2,4 Hz), 7,34 (dd, J= 8,4 e 1J=2,4 Hz) e 7,12 (d, 1J=8,4 Hz)],
hidrogénio H-2 sustentado pelo carbono C-2 [&, 8:06 (s)] de uma
isoflavona, um grupo metoxila [8 4.02 (s)] e um grupo hidroxila
quelatogénico [54 13,31 (s)].



106

Os espectros de RMN >C-PND e RMN '°C-DEPT) e o espectro 'H x
3C - HMQC (v.2, Fig. 130, p 130 e Fig. 131, p. 131) foram também
usados para confirmar e definir este produto natural como uma
isoflavona, com 11 graus de insaturagdo [C;6H3;Cls05s (uma substancia
saturada) - CyHoCl305 (1)= H,,]:dois anéis aromaticos [um totalmente
substituido com seis carbonos sp? quaternarios: d¢c 156,42 (C-5), 108,81
(C-6), 158,56 (C-7), 105,37 (C-8), 152,01 (C-9) e 105,38 (C-10); um
1,3,4-trissubstituido com trés carbonos sp® C-1' (8¢ 122,59), CH-3’ (3¢
120,25) e C-4’ (5c 156,42) e trés carbonos metinicos sp?: CH-2’ (5c
129,45), CH-5' (8¢ 116,54) e C-6' (8c 128,92)]; um grupo carbonila [6c
180,41 (C-4); e uma ligagdo dupla trissubstituida [dois carbonos sp?) §¢c
153,53 (CH-2) e 123,12 (C-3)] em um anel heterociclico (Tabela 29). O
espectro de RMN 2D 'H x C- HMQC (acoplamento heteronuclear de
carbono e hidrogénio via uma ligagd0)® foi usado para estabelecer
acoplamentos entre os carbonos CH-2’ (8c 129,45) e H-2[84 7,54 (d,
J=2,4 Hz)], CH-5’ (8¢ 116,54) e H-5" [5, 7,12 (d, 1=8,4 Hz)] e CH-6' (8¢
128,92) e H-6"[84 7,34 (dd, J=8,4 e 2,4 Hz)].
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MeO 0
Retro-Diels-Alder
cl o

OH

la
C15H935C|305 m/z 386 (M)
C16Hg35Cl;37CIO 5 m/z 388 (M+2)
Ci6Ho35CI37C1,05  m/z 390 (M+4) S"Ef?gﬁ?&lo "r;//zz 223546
C16Ho37Cl50 m 392 {m+6 84 4
16971385 /2 (m+6) CgH437C1,04 m/iz 238

Retro-Diels-Alder

Ho
Ca +
\C\(ICI——’
OH Cl
e[
1b c=0 *
Cl
CgH535CIO m/z 152 OH
CgHs537CIO m/z 154 CyH435C1,05 m/z 206
CyH435CI37CI0 3 m/z 208
C7H437C1,03 m/z 210
L‘ Me”
Cl
0]
+
C=0
Cc
OH
CgH35Cl,03 m/z 191
CeH35CI37CI0 3 m/z 193
C5H37C|203 m/z 195

Esquema 15 Proposta de racionalizagdo para a fragmentacdo das

flavonas 19 e 20 num espectrometro de massas.
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Tabela 28 Dados de espectro de massas de baixa resolugao por
impacto eletronico da mistura de isoflavonas 19(83,8 %)* e
20(6,2%)*

19 + 20 isotopo (Intensidade relativa,%)
m/z (Intensidade relativa, %) 19** 20% *
428 0,11 - 0,25(0,35)
426 1,34 - 3,12(4,31)
424 7,62 - 17,66(20,22)
422 19,73 - 45,72(42,16)
420 14,35 - 33,25(32,96)
392 2,24 1,42(1,42)
390 18,83 11,86(13,35)
388 56,95 35,87(41,73)
386 80,72 50,85(43,50)
238 10,31 5,30(5,87)
236 84,36 43,32(36,72)
234 100,0 51,38(57,41)
195 4,84 7,64(5,87)
193 25,56 43,51(36,72)
191 28,70 48,85(57,41)
154 13,45 25,64(24,23)
152 39,01 74,36(75,77)

* percentagem deduzida pela integracdo do espectro de RMN *H.

** percentagem calculada em base a intensidade dos picos observados no espectro de
massas considerando cada grupo de picos (suma de intensidade =100) envolvendo o
nimero de is6topos presentes comparados com os valores (emtre parénteses)
baseados na abundancia natural do cloro; a abundancia isotépica dos elementos
hidrogénio, carbono e oxigénio ndo foram incluidos.
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Tabela 29 Dados de RMN Dados de RMN 'H (400 MHz) e **C (100 MHz)
de 19 e 20 (CDCls)

19 20
1H x *Cc-HMQC 1H x *C-HMQC
C 6{‘ SH 6{‘ SH
3 123,12 -
4 180,41 -
5 156,42 -
6 108,81 -
7 158,56 -
8 105,37 -
9 152,01 -
10 105,38 -
1’ 122,59 -
3’ 120,25 -
4 156,42 -
5’ - -
CH
2 153,53 8,06 (s) 8,08 (s)
2’ 129,45 7,54 (d, 2,4) 128,59 7,49 (s)
5 116,54 7,12 (d, 8,4) - -
6’ 128,92 7,34 (dd, 8,4, 24) 128,59 7,49 (s)
CH;
MeO 061,31 4,02 (s)
HO- - 13,31 (s)
HO- - 5,75 (br s)

*A multiplicidade dos sinais dos atomos de carbono foram deduzidos pelo analise
comparativo do espectro de RMN PND- e DEPT-13C. O espectro Homonuclear 2D
Hx*H-COSY foi também usado para estes assinalamentos.

Apos a caraterizagdo estrutural de 3’,6,8-tricloro-4’,5-dihidroxi-7-
metoxiflavona (19) foi possivel a interpretagdo de sinais adicionais
observadas nos espectros de RMN 'H e '°C, junto com os picos no
espectro e massas m/z 420 ([M]¥, CieHg >°Cl40s), 422 ([M+2] ", CieHs
PCl3*"CIOs), 424 ([M+4]7", CyeHs *°Cly *'Cl0s), 426 ([M+6]7, CigHs
BCP7CI,05) e 428 ([M+8]7*, CieHg *’Cl40s) e a intensidade relativa
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(33,25%:45,72%:17,66:3,12%,0,25%,respectivamente, Tabela 28)
observados no espectro de massas, que permitiram reconhecer a
presenca de mais um atomo de cloro [m/z 420 ([M]", CieHs 35CI4O5,
20) - m/z 386 ([M]*, CisHy 3°Cl30s, 19) = 34 daltons, correspondendo
& substituicio de um atomo de hidrogénio por cloro (*>Cl)]. O singleto
em &y 7,49 observado no espectro de RMN 'H e consistente com a
presenca de dois hidrogénios equivalentes (H-2',-6) no anel B da
isoflavona 3’,5',~-dicloro-4'.5-diidroxi-7-metoxi substituida, que apresenta
o hidrogénio H-2 em &y 8,07 (s). O espectro de RMN °C confirma esta
dedugdo pelos sinais em 3¢ 128,59 que sdo atribuidos aos atomos de
carbono equivalentes C-2' e C-6’. Uma confirmagado adicional foi obtida
pelo espectro 'H x *C-HMQC-']c; onde observar-se uma interagao
heteronuclear spin-spin dos hidrogénios H-2' e H-6" (64 7,49) e o0s
carbono C-2'e C-6'(8¢ 128,59). Com base nestes dados espectrais foi
postulada para 20 a estrutura da 3’,5’,6,8-tetracloro-4’,5-diidroxi-7-
metoxiiosflavona, presente em concentracdo menor (6,2%), que foi
calculada pela curva de integracdo do espectro de 'H RMN (400 MHz).
Geniste‘ina, 6-cloro-genisteina e 6,3'-diclorogenisteina foram
metabdlitos produzidos por streptomyces griseus em um meio de cultura
contendo farinha de soja. Comprovou-se que o 7-glicosideo da
genisteina, que esta presente na soja, é hidrolisado e clorado por este
microorganismo®. O novo antibiético, 8-cloro-3’,4’,5,7-tetraidroxiflavona
foi isolado de uma cultura de streptomyces sp®. Estas moléculas
cloradas podem ser produzidas através de transformacdo
microbiolégica®®, incluindo provavelmente as novas isoflavonas 19 e 20
isoladas de Ouratea semiserrata. A bioproducao de isoflavonas na familia

Ochanaceae foi reconhecida pelo isolamento de 4'5,7-
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trimetoxiisoflavona de O. hexasperma* e 5-hidroxi-3’,4’-dimetoxi-6,7-

metoxiisoflavona e seus ésteres de Ochna esquarrosa®.

9.CARBOIDRATOS

9.1 CARBOIDRATOS 21 e 22

Estas substancias foram isoladas durante o processo de purificacdo
de uma fragdo submetida a acetilagdo para reducdo da polaridade. O
espectro de IV (v2., Fig. 132, p. 132) revelou uma banda forte em 1740
cm™? (v ¢-o) caracteristica de carbonila de éster, confirmada pelas
absorgdes fortes em 1320(v c-0) € 1220 cm™}(v c-0).

O Espectro de RMN 'H (Tabela 30, v.2, Fig. 133, p. 133) revelou
tratar-se do derivado acetilado, pelos sinais simples entre 8§, 1,96-2,13
correspondentes aos grupos acetoxila. Os espectros de RMN 'H [uni-
(1D) e bidimensional (2D) 'H x 'H-COSY] (fig. 133, p. 133 e fig. 134, p.
134) mostraram sinais de hidrogénios carbindlicos que através de
comparacao cdm dados da literatura®® permitiram reconhecer a presenca
de uma mistura de carboidratos. Os espectros de RMN *C-PND (Tabela
30, v. 2, Fig. 135, p. 135) e RMN *C-DEPT (v. 2, Fig. 136, p. 136)
confirmaram estas dedugdes pelos sinais de deslocamentos quimicos de
atomos de carbono caracteristicos de aglcar acetilado.

Os sinais de carbono em §. 91,59 e 88,96, atribuidos aos carbonos
anoméricos C-1, contribuiram decisivamente para a identificacdo dos
constituintes principais desta mistura como: 1,2,3,4,6-penta-0-acetil-B-
D-glicopiranose (21) e 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-a-D-glicopiranose (22).
A atribuigdo dos deslocamentos quimicos apoiou-se na comparacdo com
dados registrados na literatura®®(Tabela 30).
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0 OAc

0 OAc 1 5
ACO447%% /4760}0“
AcO Y-OAC ¢ AcOaco 3 ¢

21 22

1,2,3,4,6-penta-0-acetil- -D-glicopiranose 1,2,3,4,6-penta-O-acetil- a-D-glicopiranose

Tabela 30 Dados RMN 3C (50,3 MHz) de 21 e 22 (CDCl5)

21 22 21°% 2266
CH d¢ dc dc¢ 3¢
1 91,59 88,96 91,30 88,60
2 70,11 69,08 70,00 68,90
3 72,67 69,72 72,30 69,50
4 67,75 67,75 67,72 67,70
5 72,61 69,72 72,30 69,50
CH,
6 61,34 62,17 61,30 61,10

10 CARBOIDRATOS ESTERIFICADOS E ETERIFICADOS

10.1 1p-0-(4-HIDROXIFENIL)-6-0-(4-HIDROXIBENZOIL)-D-
GLICOPIRANOSIDEO (23)

No espectro de IV (v.2, Fig. 137, p. 137) observou-se a presenca
de uma banda forte caracteristica de hidroxila em 3336 cm™, uma banda
atribuida a carbonila de éster conjugado em 1700 cm™, além de bandas
sugerindo a presenga de sistema aromatico em 1620 e 1520 cm™.

O espectro de RMN 'H (Tabela 31, v.2, Fig. 138, p. 138)
ipresentou quatro dubletos na regido de hidrogénios aromaticos, que
oram atribuidos a dois sistemas AA’XX’ e comprovado pelo espectro de
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RMN 'H bidimensional (2D) 'H x 'H-COSY(v.2, Fig. 139, p. 139). O valor
da constante de acoplamento (J=8,9 Hertz) permitiu caraterizar dois
sistemas aromaticos p-disubstituidos [54 7,71 (d, J=8,9;. 2H-2"-6"), 6,68
(d, J=8,9; 2H-3’-5)] e 6,43 (d, 1=8,9;.2H-3"-5"), 6,75 d, 1=8,9; 2H-2"-
6)]. O espectro de RMN 'H permitiu observar também a presenca de

varios sinais de hidrogénios entre &4 3,2 e 4,6, compativeis

unidade de agucar.

com uma

Os espectros de RMN '3C-PND (v.2, Fig. 140, p. 140) e RMN *C-
DEPT (Tabela 31, v.2, Fig. 141, p. 141) permitiram confirmar a presenca

de dois sistemas aromaticos para-diss ubstituidos, de uma carbonila (¢

167,71) e uma unidade de aclcar.

Tabela 31 Dados de RMN 'H (200 MHz) e *C (50,3 MHz) de 23

(MeOH-d,) e 23a (CDCl3)

_ 23 _ 23a
1Hx13c- 1Hx13c- Hx3c-cosY—1Iy  HX'IC-
COSY—11y  COSY—"Jcu COSY—
n
e
C 5c” Su 2Jen *Jcn 3¢ 3u 2Jcn 3en
1 122,04 - 2H-3'5" 12691 - 2H-3',5
4 163,46 - 2H-2,6’ 154,54 - 2H-2',6"
7’ 167,71 - 2H-2°,6" 165,14 - 2H-2'.6
1” 153,70 - 2H-3"5" 15430 - 2H-3"5"
4" 152,06 - 2H-2"6" 14813 - 2H-2"6"
CH
1 10335  4,58(d, )= 7,5 99,35 5,02(d, J= 6,3)
2 74,83 3,5-3,.2 71,07 54-5,2
3 77,83 3,7-35 72,63 5,4-5,2
4 71,94 3,5-3,2 68,54 5,4-5,2
5 75,37 3,5-3,2 72,02 3,97
2,6 13290 7,71(d, J=8,9) 131,28 8,04(d, 1=7,8)
35 11631 6,68(d, =8,9) 121,75 7,17(d, 1=7.8)
276" 11661  6,75(d, J=8,9) 117,84 6,93(d, 1=8,8)
375" 11932  6,43(d, ]J=8,9) 122,49 6,88(d, 1=8,8)
CH;
6 65,01 4,48(dd) 62,61 4,51(d,)=11,4)
4,16(dd) 4,36(dd,J=11,4;1=5,7)
*A multiplicidade foi deduzida com base nos espectros de PND e DEPT 6 : 90° e 6 :

135°
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Tabela 32 Dados de RMN 'H (400 MHz) de 23a (CDCl;)

CH On CH; dn
1 5.03(d, 1=7,6) 6 4.53(dd, J=2,4 e 12)
4,37(dd, 1=6,0 e 12,0)
2 5,26(dd, J=7,6 € 9,2) CH3
3 5,31(t, 1=9,2) AcO-2 2,05(s)
4 5,20(t, 3=9,2) AcO-3 2,04(s)
5 3,96(d) AcO-4 2,02(s)
2,6’ 8,05(d,)=8,4) AcO-4' 2,27(s)
3,5 7,18(d,1=8,4) AcO-4" 2,32(s)
2",6" 6,94(d,1=8,8)
3",5" 6,88(d,1=8,8)

A presenca de trés carbonos aromaticos quaternarios oxigenados
(6c 163,46; 153,70 e 152,06) e um (8¢ 122,04) ligado também a uma
funcdo carbonila permitiram identificar os dois sistemas aromatico
(Tabela 31) como sendo:

OH OH
152,06

163,46

— 153,70 122,04

A unidade de acucar foi caraterizada como glicose pela
comparacdo dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono
observados no espectro de RMN *C(Tabela 33) com valores descritos na
literatura para a prépria glicose®® e pela andlise das constantes de
acoplamento [54 4,58, (d, 3=7,50)] e o deslocamento quimico do

carbono anomérico (8- 103,35; C-1)
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Tabela 33 Comparacdo dos dados de RMN *3C da glicose com os da
substédncia 23a

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6

Glicose®® 97,4 75,9 77,5 71,3 77,4 62,5
23a 103,35 74,83 77,83 71,94 75,37 65,01

Verificou-se as diferencas significativas nos deslocamentos
quimicos dos &tomos de carbono CH-1 e CH,-6 (Tabela 33),
apresentando-se maiores do que os correspondentes aos da glicose livre
e 0s de CH-2 e CH-5 que revelaram-se menores que 0s da glicose como
consequencia dos efeitos y exercidos pelos carbonos C-1" e C-7/,
respectivamente . Estas diferencas permitiram localizar os sistemas
aromaticos nestes dois carbonos, surgindo duas alternativas estruturais
(Ie II)

0
1
; 3
7 0—< >—0H
%/U\Q\ v 0
" y OH
3 1" 0 OH 4 OH 0 OH
1 HO 3 OH
HO
HO

g

1 |

A comparagdao dos deslocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénio H-1 [y 4,58 d, 1=7,5] e carbono C-1 (¢ 103,35) com valores
descritos para a substancia®’ modelo III, permitiu afastar a alternativa
II e, consequentemente, postular 23=I para o glicosideo isolado de

QOuratea semiserrata.
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HO
0

HO 5C 64,64
0 sC 103,32

HO 0
0 OH
HOLo OH \
5H 4,78(3=7 Hz)

Mo-II1I

6-0-GALOILHOMOARBUTINA
O espectro de massas de aita resolugdo (Esquema 14, v.2, Fig.

144, p. 144) colaborou para confirmagcao da estrutura proposta, sendo
observado o pico de ion molecular em m/z 392 [C;5H,009 (M*)] pequena
intensidade]. Outros picos classificados como importantes no espectro
de massas estdo justificados atraves de proposta de fragmentagao

resumida no Esquema 16.
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0 _} +.
0
Jiﬁo”
0 OH
Foa
HO

C19H2009 m/z 392
(M%), <1%)

(0]
(0]
O~ o
5 S 0
} - Ol—?H OH x
HO HO OH OH

m/z 283,0427

calculado 283,0917 m/z 265
+
N Co .
) —-'0. — T
. NN
CsHsO
m/z 121,0151 (100%) m/z 93 }’CO
CALCULADO 121,0289
) Y
+
m/z 65

' H +  CO +
OH g Z;KOH } : OH
T ko i o

m\z 110 m/z 109 m/z 81
Esquema 16 Proposta de fragmentagdo de 23 no espectro de
massas.
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O derivado acetilado (23a) de 23 (Figs. 146-154, p. 146-154)
permitiu confirmar a proposta feita, sendo observado no espectro de
RMN 'H (Tabela 31, v.2, Fig. 146, Fig. 147; p. 146-7) sinais para metilas
carateristicas dos grupos acetatos aromaticos (84 2,32 e 2,27) e trés
alifaticos (84 2,02; 2,04 e 2,05). A modificagbes eletronicas previstas no
produto acetilado 23a também foram observadas nos espectros de RMN
C-PND (Tabela 31, v.2, Fig. 149, p.149) e RMN '*C-DEPT (Fig. 150, p.
150). O espectro de massas de 23a apresentou picos que confirmaram
o padrao de fragmentacgao estabelecido para 23.

O derivado acetilado foi também utilizado para experiéncias de
NOE por subtracdo de espectros 'H{'H}-NOE(v.2, Fig. 154, p. 154),
obtendo-se confirmagdo adicional dos anéis aromaticos na estrutura
proposta. Irradiacdo no hidrogénio anomérico H-1 (84 5,03) produziu
efeito NOE nos hidrogénios aromaticos 2H-2",6" (84 6,94) do anel p-
hidroxifenilico.

A hidrélise alcalina de 23 permitiu obter o p-hidroxifenol 23H (v.2,
Fig. 145, p. 145) sendo de ajuda na confirmagdo da proposta estrutural.

10.2 18-0-(4-HIDROXIFENIL)-6-0-(4-METOXICINAMOIL)-D-
GLICOPIRANOSIDEO (24)

Esta substancia foi reconhecida numa mistura que tem como
componente majoritario o glicosideo 23, durante o0 processo de
purificacdo de uma fracdo submetida a acetilagdo para redugdao da
polaridade . Analise comparativa dos espectros de RMN *C-PND (v.2,
Fig. 157, p. 157) e RMN 3C-DEPT (v.2, Fig. 158, p. 158) da mistura
acetilada revela a presenga na amostra de sinais adicionais de carbonos

metinicos compativeis com uma dupla ligagdo conjugada [8¢c 115,31 (CH-
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8’) e 146,11 (CH-7")] e grupo arila p-substituido [6c 131,99 (2CH-2',6") e
115,31 (2CH-3',5’ praticamete superposto com o sinal do CH-8")], além
dos correspondentes a carbonos quaternarios [6¢ 168,79 (C-9') e 161,00
(CH-4")] e metoxila [8c 56,08 (MeO-4')]. Estas evidencias espectrais
observadas permitiram admitir a possibilidade de presenca do derivado
acetilado 24a, como componente da mistura com menor percentagem.
Os espectros de RMN *H [uni-(1D) e bidimensional (2D) H x 'H-COSY]
(v.2 Fig. 155, p. 155 e Fig. 156, p. 156) da mistura também mostraram
sinais adicionais &4 7,86 e 6,93 que nao foram observados nos espectros
de RMN de 23. Admitindo-se a interpretacdo correta destes dados
espectrais, pode-se considerar a substancia 24 como provavel

bioconstituinte de O. semiserrata.

5C 115,31

O 8C 146,11
/“\S//r L~ 131,99
o~y - 3U6c 115,31
5" O OR c OMe
1" 1RO 3
RO

10.3 13-0-(4-HIDROXIBENZOIL)-D-GLICOPIRANOSIDEO (25)

Os espectros de RMN *H, **C-PND e ')C-DEPT (Tabela 34, V.2,
Figs. 159-162, p. 159-162) revelaram a presencga de sinais compativeis

com uma unidade glicosidica sustentando um anel aromatica. A
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preparacdo do derivado acetilado permitiu confirmar esta dedugdo com
base nos sinais observados nos espectros de RMN !H [uni-(1D) e
bidimensional (2D) 'H x 'H-COSY] (v.2 Fig. 159, p. 159 e Fig 160, p.
160): dois dubletos na regido de hidrogénios aromaticos, que foram
atribuidos a um sistema AA'XX' p-dissubstituido [54 8,00 (d,J=8 Hz) e
7,11 (d,)J=8 Hz)] sinais entre 84 3,5 e 5,5 correspondentes a presenga
da unidade de agucar acetilada. Os espectros de RMN *C-PND(v.2, Fig.
161, p. 161) e RMN “C-DEPT(v.2, Fig. 162, p. 162) apresentaram 0s
sinais de sistema aromatico p-dissubstituido [§c 131,28 (C-2',6') e
121,66 (C-3’, 5'), de carbonila de éster (¢ 165,20) e os representantes
de carbonos pertencentes a uma unidade de agucar acetilada. Os dados
discutidos permitem cogitar a possibilidade estrutural 25 para a
substancia natural e 25a para o derivado acetilado. Obviamente, esta

hipétese estrutural requer dados adicionais para confirmagdo:
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Tabela 34 dados de RMN de 'H e °C de 25 e 25a (200 MHz, CDCl5)

25%* 25a
C Sc¢ ¢ OH
129,20 128,36 -
4 163,59 154,70 -
7 167,30 165,20 -
CH
2,6 132,68 131,28 8,00(d,J=8)
3,5 116,16 121,66 7,11(d,]}=8)
1’ 104,76 100,47 4,34(d,])=8,7)
2’ 74,98 71,07 4,90(d,]J=8,7)
3’ 77,92 72,27 5,12(t,J=10)
4’ 71,51 68,24 5,06(t)
5’ 77,92 71,04 3,74(m)
CH,
6 62,63 61,75 4,20(dd)
4,05(dd)
CH;
AcO-4’ 2,24

*Metanol-d,. A falta de referéncia confidvel nos espectros de 'RMN respondem pela

nao descri¢gdo dos &y



BIOENSAIOS E DISCUSSAO FINAL




122

BIOENSAIOS E CONSIDERAGOES FINAIS

1. BIOENSAIO DE LETALIDADE DE ARTEMIA SALINA

Pesquisar a atividade biolégica de extratos de plantas e de
substancias isoladas de produtos naturais € uma estratégia importante
na procura de bioprodutos que possam ser uteis. Na pesquisa com
produtos naturais, as técnicas de separacdo, os métodos de elucidagao
estrutural e os bioensaios, devem ser combinados para que o0s
resultados tenham um maior alcance.

A letalidade de artemia salina tem sido usado como um rapido e
simples teste de monitoramento no fracionamento de produtos naturais.
Este ensaio é facil de realizar, de baixo custo além de utilizar pequenas
quantidades de material. A finalidade deste método e prover uma
avaliacdo primaria que pode servir de apoio para bioensaios mais
especificos e caros. O ensaio tem sido utilizado em varios sistemas, tais
como: analises de residuos de pesticidas, micotoxinas, poluentes
fluviais, anesfésicos, toxinas de microorganismos, compostos morfinicos,
substéncias carcinogénicas entre outros®.

As ovas de Artemia salina sao oferecidas comercialmente a baixo
custo e podem ser usadas, se mantidas secas e refrigeradas, por varios
anos. As larvas quando colocadas em agua de mar artificial eclodem no
periodo de 48 horas e sdo atraidas por luz artificial. As substancias sao
testadas a varias concentragbes, por replicada, em tubos de vidro
contendo agua de mar artificial € um nimero determinado de larvas. As
larvas mortas e vivas sao contadas apds de 24 horas e os valores de
DLso (Dose Letal-50%) sao calculados utilizando métodos estatisticos.

Os resultados para os extratos testados foram:
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Extrato DLsg
Galhos OSGMH >970
Galhos OSGMA >1330
Galhos OSGMC 205,7
Flores OSFLH 459,56
Flores OSFLM >1881

* DLsp em ppm.

Os resultados para as substancia isoladas foram:

DLso*

8 306,4
12 >380
12a 45,94
12%* >338
13 >334
13a 100,1
26 >585,5

* DLsp em ppm.
** Derivado metilado.

Os dados obtidos para os extratos e para as substancias
pesquisadas serviram como base para avaliar o grau de atividade destes
frente a artemia salina. Os Extratos ou as substdancias com valores de
DLs, menores do que 1000 ppm tem sido considerados como ativos® .
As substéncias 8 e 12a e 13a forneceram os menores valores de DLs,
sendo considerados como de interesse para realizar ensaios mais
elaborados na procura de atividades mais especificas das substancias
originais e de seus derivados. Os extratos das flores de O.semiserrata e

outros extratos desta planta que estdo em processo de estudo



124

fitoquimico terdo seus fracionamentos monitorados pelo ensaio de
letalidade de artemia salina.

As substdncias que foram isoladas em maior quantidade estdo
sendo avaliadas por outros grupos de pesquisa na procura de novas

atividades bioldgicas para estes produtos naturais.

2. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo quimico permitiu o isolamento de substancias
naturais pertencentes a varios grupos fitoquimios, sendo este fato de
interesse para estudos quimiotaxondémicos. Os resultados obtidos
confirmam a clara tendéncia das plantas pertencentes a esta familia na
producdo de biflavondides das mais variadas estruturas. Varios dos
grupos fitoquimicos reportados no presente estudo sdo citados pela
primeira vez para plantas desta familia. Da revisdo da literatura
realizada para esta familia ndo foram encontrados reportes de
metabolitos pertencentes ao grupos de: lignanas, norisoprendides,
diterpenos caurénicos, flavonas cloradas e derivados da glicose.

A discussdo dos dados espectométricos de algumas das
substancias isoladas permitiram esclarecer varias duvidas da literatura.

A avaliacdo preliminar dos extratos e substancias isoladas permite
ter uma idéia da sua atividade bioldgica, sendo um ponto de partida
para ensaios mais especificos.

Varias das substancias relatadas no presente trabalho apresentam
reportes na bibliografia de atividades bioldgicas ja confirmadas. Alguns

destes dados sao resumidos no Quadro 2.
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Quadro 2. Substancias isoladas de O. semiserrata com atividades

biol6gicas reportadas.

Substéncia Ref

Diterpeno (8) anti-HIV 29

tdxico para insetos 72
Eudesmina (9) antagonista do PAF 70
Norisoprenoide (11) inibicdo do crescimento e germinacao vegetal 7!
Rutina (12) téxico para insetos 2
Amentiflavona(13) anti-HIV, efeito de peroxidacao de lipideos 3

atividade antiinflamatéria "
Cloro- atividade antioxidante, antibiotico 63
isoflavonas(19,20)

Derivados da glicose
(23,24)

téxico para insetos

75
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TRANSFORMAGOES QUIMICAS DA
NEOLIGNANA AUREINA
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INTRODUCAO

Lignanas e neolignanas sdo substancias naturais amplamente
distribuidas em pteriddfitas, gimnospermas e angiospermas e sdo
derivados de precursores simples de algas. Esta progressiva evolucao
precisou da elaboragdo da rota biossintética dos fenilpropandides?.
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Aureina (26), uma neolighana isolada de Licaria aurea em
quantidade relativamente grande?, foi submetida a investigacdo da
atividade bioldgica para avaliar a inibicdo de crescimento de tumores. A
dificuldade de solubilizagdo nos solventes frequentemente usados nos
testes bioldgicos requereu a transformacdo quimica desta substancia
para superar o problema.

A aureina foi anteriormente transformada em 27 por tratamento
dcido (H,SO, + HOAc)?%. Tomando como base estes resultados, uma
amostra de 26 foi usada para pesquisar sua reatividade frente ac acido
trifluorodcetico. Da mistura obtida através desta reacdo isolou-se as
substédncias 27,29 e 28 como produtos majoritarios. A caraterizagdo
destes produtos rearrajandos foi baseada em dados espectrais,
principalmente RMN 'H (200 MHz) e RMN 3C (50 MHz) unidimensionais

(1D) e bidimensionais (2D) de correlacdo homonuclear de hidrogénio
"Hx H-COSY e heteronuclear de carbono-13 e hidrogénio 13C x H-COSY-
NIcH (n=1; n=2 e 3, COLOC) inclusive NOE diferencial (*H{'H}-NOE)>,
que permitiram também a atribuicdo inequivoca dos deslocamentos

quimicos de 'H e '3C. As andlises dos espectros de RMN 'H e RMN C

envolveu dados obtidos de produtos puros e em mistura.
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PARTE EXPERIMENTAL

1. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

1.1 REACAO DE AUREINA (26) COM ACIDO TRIFLUROACETICO

Uma amostra de aureina (26, 150 mg) foi dissolvida em acido
trifluoroacético (10 ml) e mantido a temperatura ambiente por 24 horas
e posteriormente extraido com cloroférmio. A solugdo cloroférmica foi
tratada com sulfato de sodio anidro e evaporada em evaporador rotativo
fornecendo 140 mg de um residuo que foi submetido a CCDP fornecendo
a mistura de 27 + 29 (69,6 mg, 46,4%) e 28 (62,2 mg, 41,46%).

1.2 PREPARAGCAO DO 2-(2-alil-4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1-
(3,4,5-trimetoxi-fenil)-propano (27)

Uma amostra de aureina (26, 275 mgqg) foi dissolvida em &cido
acético (6 mL) e tratada com uma solugdo de acido sulfarico (0,3 ml) em
acido acético (% mL) e deixada com agitagao sob 48 horas a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi tratada com 10 ml de agua e extraida
com cloroférmio (3 x 5 mL). A solugdo foi secada com sulfato de sodio e
evaporada em evaporador rotativo fornecendo um residuo que foi

purificado por CC de silicagel fornecendo 27 (123 mg, 44,7%).
1.3 ACETILACAO DA MISTURA DE EPIMEROS (28)
A amostra (62,2 mg) foi tratada com piridina (1 mL) e anidrido

acético (1 mL), e deixada em repouso a temperatura ambiente por 24

horas. Na mistura obtida foi vertida agua com gelo (10 mL) e
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posteriormente extraida com cloroférmio (3 x 10 mL). A solugdo
cloroférmica foi lavado primeiro com solugao de HCI-10 % (3 x 10 mL) e
depois com agua destilada (3 x 10 mL). Apbs secagem com sulfato de
sodio anidro, o solvente foi removido sob vacuo em evaporador rotativo

e o residuo pesado (60 mg).
2. ESPECIFICACRO DE MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4 Os solventes utilizados para extragdes e sistemas cromatograficos
foram grau analitico da Merck, Grupo quimica, Vetec submetidos a
destilagao.

4 Para cromatografia em coluna, a pressdo atmosférica, utilizou-se
como adsorvente silicagel-60 da Merck, particulas 63-210 um.

’ Para CCDA utilizou-se como adsorvente em placa com espessura
de 0,25 mm e para CCDP silicagel-60 PF,s, da Merck em placa com
espessura de 1,0 mm. Para a revelacao dos cromatogramas obtidos em
placas analiticas utilizou-se vapores de iodo e irradiacdo no UV (254 e
356 nm) e em placas preparativas foi utilizado irradiacdo no UV (254 e
356 nm).

»  Os espectros de RMN 'H (200 MHz) e de >C (50 MHZ) uni-(1D) e
bidimensional (2D) foram registrados em espectrometro Bruker AC-200,
utilizando como solventes CDCl;(26-29), acetona-des(26 e 27) benzeno-
de (26 € 27) e TMS ou sinal do solvente (em relagdo ao TMS como
referencia interna) com valores de deslocamentos quimico (§) em ppm e
constantes de acoplamento (J) em Hertz.

4 Os espectros de CG/EMIE (70 eV) foram obtidos um cromatoégrafo
a gas Hewlett-Packard modelo 5890 (séries II), com uma coluna capilar
de 12 m x 0,2 mm HP-1 (100% dimetilpolisiloxano), programada de 180
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0C a 290 °C e 20 °C/min, em interfase com um detetor seletivo de
massas Hewlett-Packard modelo 5989.

DADOS FISICOS COMPLEMENTARES DAS SUBSTANCIAS
ANALISADAS

Aureina (26)
RMN 'H e **C (Tabela 35)

2-(2-alill-4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)-1-(3,4,5-trimetox-fenil)-

propano (27)

RMN *H e }*C (Tabela 35)

EMIE (70 eV) m/z (int. rel.): 402 (8.4, M't), 221
(100.0, II), 181 (25.5, V).

2-[4-Hidroxi-3,5-dimetoxi-2-(2-hidroxi-n-propil)-fenil]-1-(3,4,5-

trimetoxi-fenil)-propano (28).

IR v KB (cm-1): 3424 (OH), 1599 e 1502 (anel

arom.)

RMN *H e 3C (Tabela 36)

CG/EMIE (70 eV) Rt= 11.796 min (4.2), m/z (int.
rel.): 420 (7, M'+), 239 (100.0, I), 221 (43.0, II),
209 (41.0, III), 182 (61.0, 1IV), 181 (73.0, V), 165
(78.0, VI); Rt= 11.906 min (4.1), m/z(int. rel.): 420
(7.0, M+), 239 (100.0, I), 221 (46.0, II), 209 (46.0,
III), 182 (65.0, IV), 181 (79.0, V), 165 (76.0, VI).
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» 2-[4-Acetoxi-3,5-dimetox-2-(2-acetoxi-n-propil)-fenil]-1-(3,4,5-

trimetoxi-fenil)-propano (28a).

IR v %8 (cm-1): 1768 (Lc—o do AcO-4'), 1731 (vc=o
do AcO-8'), 1592 e 1500 (anel arom.).

RMN de ‘H e °C NMR: Tabela 37.

CG/EMIE (70 eV) m/z (int. rel.): 504 (2.7, M_%), 444

(2.3, M-HOAc). 402 (3.2, M-HOAc-CH2=C=0), 281
(8.2, IX), 221 (100, II), 207 (14.7, VIII), 181 (90,
V). A separacdo dos epimeros (28a-1 e 28a-2) no foi
observado nas condicdes usadas, no cromatograma

aparece somente um pico.

» Mistura 27 e 29= 2-[4-hidroxi-3,5-dimetoxi-2-(2-trifluoroacetoxi-
n-propil)-fenil]-1-(3,4,5-trimetoxfenyl)-propano

CG/EMIE (70 eV) Rt= 8.391 min (27), m/z (int. rel.):
402 (8.4, M'+), 221 (100.0, II), 181 (25.5, V); Rt=
9.157 min (29), m/z (int. rel.): 516 (ausente, M't),
373 (100.0, VII), 207 (29.0, VIII).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento da neolignana aureina (26) com &cido trifluoroacético
forneceu o produto rearranjado 27, ja descrito na literatura®, os produtos
formados pela adicdo de acido trifluoroacético (29), uma mistura de
epimeros no C-8") e dgua (28, uma mistura de epimeros no C-8") na
ligagdo dupla do grupo alila. CCDA revelou a presenca de uma mistura
contendo 27, 28 e 29 como produtos maiores. A presenga destes produtos
rearranjados (27-29) na mistura foi confirmada pelos espectros de RMN 'H
e °C:

4 i) os sinais em 3, 6,23 (s, 2H-2,6), 6.22 (s, 2H-2,6) e 6,16 (s, 2H-
2,6) em conjunto com - 106,14 (d, 2C-2,6+2C-2,6) e 106,01 (d, 2C-2,6)
permitiram reconhecer a unidade 3,4,5-trimetoxifenil inalterada;

4 i) os sinais em 3, 6,61 (s, H-6"), 6.57 (s, H-6") e 6.56 (s, H-6")
aliados com os 5. 104,62 (d,C-6") e 104,14 (d, C-6'+C-6") foram usados
para caracterizar a presenga da unidade 4'-hidroxi-3,5-metoxifenil com
substituicdo adicional no C-2’ [alil (27), 2—triﬂuoroacetafo-n-propil (29) e 2-
hidroxi-n-propil (28)];

» i) os sinais em 5, 6,1-5,8 (m, H-8"), 5,2-4.8 (m, 2H-9') e 2,9-2,7
(m, 2H-7") e 3C 138,05 (d, C-8'), 114,63 (t, C-9") e 29,30 (t, C-7")
demostraram a presenga do grupo C-alila, ja@ que em 26 o grupo CH,-7’
alilico sustentado pelo oxigénio do carbono C-4’ (ligacdo C-O-alil) aparece
representado pelos sinais em 8, 4,45(tl, J=5,9) e &: 73,94;

’ iv) os sinais em 3, 5,2-4,8 [m, H-8', superpostos com os sinais do
2H-9' que foram revelados por espectros de RMN 2D homonuclear (lelH—
COSY) e heteronuclear (‘HxC-COSY-'JCH)], 2,80 e 2,65 (m, 2H-7,
atribuidos por Hx H-COSY) e 1,25 e 1,10 (d, cada, 3H-9', deduzido por

espectros 1Hle—COSY e 1Hx13C-COSY, consistente com a presenga de dois
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epimeros no C-8' como previsto), junto com os sinais em 3. 80,85 (d, C-8"),
30,76 (t, C-7") e 18,56 (g, C-9"), foram usados para caracterizar o
substituinte 2-trifluoroacetato-n-propil;

Procedimento andlogo ao descrito acima (iv) foi utilizado para as
atribuigdes dos deslocamentos quimicos de H e *C da unidade 2-hidroxi-n-
propil [6H 3,70 (m, H-8"), 3,30 (m, 2H-7"), 1,41 (d, J=6,2 Hz, 3H-9"); 5C
69,34 (d, C-8), 31,25 (t, C-7"), 18,94 (q, C-9')]. A comparacdo das
intensidades dos sinais correspondentes ao C-8' (3C 69.34) de 28 foi
utilizada para reconhecer a menor percentagem deste componente na
mistura.

Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foi usada
para separar 28 e uma mistura de 27 e 29, quando observou-se a
formagdo de uma quantidade adicional de 28 por hidrolise de 29. A
presenca de 27 na mistura (27 + 29) foi também reconhecida por dados
espectrais de RMN 'H e *C envolvendo andlise comparativa com dados da
literatura® (RMN 'H) e comparacdo direta com os dados do produto de
rearranjo 27, preparado como descrito na literatura®. A andlise comparativa
dos espectros de RMN °C-PND e RMN *C-DEPT 3* de 27 foi usada para
reconhecer os sinais correspondentes aos atomos de carbono metinicos
(CH), metilénicos (CH,), metilicos (CH3) e quaterndrios (Tabela 35, v. 2,
Fig.163-166, p. 163-164 e 175-178, p. 169-170)

A completa e inequivoca atribuicdo dos deslocamentos
quimicos de RMN 'H e 3C, foram também baseados nos espectros 'H x ‘H-
COSY, *C x 'H -COSY - I, *C* x H-COSY - "Iy (n=2 e 3, COLOC) e 'H
{'H}-NOE. Os dados espectrais de RMN *H e RMN '*C estdo resumidos na
Tabela 35(v. 2, Fig. 163-166, p. 163-164 e 175-178, p. 169-170). Os
experimentos °>C x 'H -COSY - 1, (acoplamento spin-spin de hidrogénio e
carbono-13 através de uma ligagdio) e °C x H -COSY - "Iy (=2 e 3,

acoplamento spin-spin de hidrogénio e carbono-13 a longa distdncia; duas
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ligacdes “Jcn e trés ligagdes 3)qy, junto com pardmetros de deslocamento
quimico* e a multiplicidade dos sinais foram usados para a atribuicdo
inequivoca dos deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio e
carbono (Tabela 35). Os deslocamentos quimicos dos carbonos
hidrogenados foram assinalados com ajuda das correlacées hidrogénio e
carbono-13 observados nos espectros *H x °C -COSY - ')y, e os carbonos
quaterndrios e metoxilas apoiados nos espectros de *H x *C -COSY -
"Jecn(n=2 e 3), como descrito na Tabela 35.

A superposicdo dos sinais dos atomos de carbono C-1' e C-4’ [5C
136,75 (s)] foi deduzida pelo acoplamento do C-1' via duas ligagbes com H-
8 [3, 3,3-3,0 (m)] e trés ligagbes 2H-7 [, 2,76 (dd) e 2,58 (dd)] e 3H-9
[d4 1,15 (d)] e do C-4' acoplando a trés ligagdes com H-6' [5, 6,57 (s)].
Adicionalmente, os sinais em 5. 152,65 [2C-3,5 acoplando a duas ligagoes
com 2H-2,6 (5, 6,23, s) e C-3 e C-5 interagdo a tres ligagcbes com os
hidrogénios do MeO-3 (8H 3,75, s) e MeO-5 (8, 3,75, s) respectivamente],
136,75 (C-1' e C-4') e 136,52 [C-1 e C-4, este ultimo acoplando a trés
ligagdes com 2H-2,6 (84 6,23, s) e com os hidrogénios .do MeO-4 (8H 3,77,
s) mostrando praticamente a mesma intensidade. O deslocamento quimico
do C-3' [56C 145,07 (s)] foi assinalado através do acoplamento a trés
ligacdes com MeO-3' [8H 3,77 (s)] ao passo que C-5' [3C 146,08 (s)] foi
caraterizado pela sua interagdo a duas ligagdes com H-6' [8H 6,57 (s)] e o
acoplamento a tres ligagbes com os hidrogénios da MeO-5' [8H 3,87 (s)].
Além disto, o dtomo de carbono quaterndrio C-2' [6C 123,09 (s)] mostrou
um acoplamento a trés ligagées com H-6' [3H 6,57 (s)]. Outras correlagdes

observadas encontram-se descritas na Tabela 35.
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Tabela 35. Espectros de RMN de *H e 1*C de 27 e compara¢do com 0s
de 26 (CDCly)*

27 26
Hx BC -COSY - Yoy H x BC -COSY - "lon H x BC -COSY - Yo H x BC -COSY - "oy
C 5H 5C ZJCH 3JQH SH 5C ZJm &H
1 - 136,52 - 136,13 2H-2,6;204-7
3,5 - 152,65  2H-2,6 2Me0-3,5 - 152,50 2H-2,6 2MeO-3,5
4 - 136,52 2H-2,6;Me04 - 135,82 2H-2,6;Me0-
1 - 136,75 H8 2H-7;3H9 - 142,19 2H2,6:H8 267349
2 - 123,09 H-6 - -
3 - 145,07 MeD-3' - 152,89 H-2' MeO-3'
4 - 136,75 HE - 134,69 2H-2,6
5 - 146,08 H-6' MeO-5' - 152,89 H-6 MeO-5'
CH
26 6,23(3) 105,92 2H-7 6,15(S) 105,84 2H-7
8 3,3-3,0(m) 36,19 H-7;3H9 H-6' 3,4-2,9(m) 4,04  2H-7;3H9 2H-2'6
2 - - 6,31(5) 103,90 H-8
6 6,57(3) 104,38 6,31(3) 103,90 H-8
8 6,0-5,7(m) 13781 2H-7 6,4-6,0(m) 134,43 2H-7
CHy
7 2,76(ddJ)=6,0,12,0) 4514 2H-2,6 2,9-2,7(m) 45,34 H-8 2H-2,6;3H-9
2,58(dd,3=8,1,12,0) - -
Va 3,4-3,2(m) 29,33 H-9'a 4,45(d1,3=5,9) 73,94 H-8 2H-G'
4,96(ddJ=10,2,1,7) 114,50 527(dl}=162) 117,30
4,84(dd)=17,1,1,7) - 5,14( diJ=16,2) -
CH3 '
9 1,15(d,J=6,8) 21,35 2H-7 1,33(d,J=6,4) 20,96 H-8 2H-7
2Me0- 3,75(s) 55,84 3,73(s) 55,74
M?ag4 3,77(s) 60,83 3,77(s) 60,60
MeO-3' 3,77(s) 60,83 3,77() 55,87
MeO-5 3,87(5) 55,89 3,77(s) 55,87
OH-4' ~5,47(s) - -

*A multiplicidade dos sinais de Carbono-13 foi dedu

zida por anadlises comparativo

dos espectros °C PND e DEPT. Espectro RMN 2D 'H x *H-COSY) foram usados para
estes assinalamentos. Os deslocamentos quimicos e constantes de acoplamento (J)
dos atomos de hidrogénio foram obtidos de RMN 1D *H.
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O produto 2 foi utilizado para investigagdes de NOE por
subtracdo de espectros (1H {1H}-NOE): Irradiagdo em &H 3,87 (MeO-
5') mostrou 4% de NOE em §,, 6,57 (H-6"); irradiagdo em 3, 3.75 (2
MeO-3,5) revelou 16% de NOE em 8 6.23 (2H-2,6). Estes dados

foram usados para confirmar a atribuicdo dos sinais correspondentes

aos grupos metoxilas localizados nos C-5' e 2C-3,5, respectivamente.

Desta forma, os deslocamentos quimicos de "H e 13C de 27

foram estabelecidos definitivamente. Similarmente, os deslocamentos

quimicos de 'H e 13C de 26 foram atribuidos (Tabela 35) e podem ser
usados para confirmacdo dos valores descritos na literatura °°.

Procedimento analogo ao descrito para 27 foi utilizado na analise

dos espectros de RMN'H e Pc 28 (Tabela 36, v. 2, Figs. 187-190, p.
175-176) e seu di-O-acetil derivado 28a (Tabela 37). Os espectros de
RMNIH e 13C 28 1D e 2D, que ndo estdo detalhados aqui porgue
envolvem discussdes similares as registradas para 26, foram também

usados para elaborar as Tabelas 36 e 37, que resumem OS

assinalamentos de RMN 1H e 13C para 28, uma mistura de epimeros
no C-8' [8'-(S)- e 8'-(R)-], e seus di-O-acetil derivados [28a: 8'-(S) e
8'-(R)-] obtidos pelo tratamento de 28 (28-1 e 28-2) com anidrido
acético (Ac,0) na presenga de piridina.

As percentagens relativas de 28a-1 (~58,8%) e 28a-2
(~41,2%) foram deduzidas pela integragdo dos sinais correspondentes
a H-8' em &H 4,85 (28a-1) e 4,71 (28a-2).

Confirmacdo adicional da mistura dos epimeros 28-1 e 28-2 foi
obtida por analise de CG/EMIE, que revelaram a presenga de dois
compostos no CG [Rt=11,796 (28.2) e Rt=11,906 min (28.1, maior
%)] (v. 2, Fig. 193, p. 179) e espectros de massas praticamente

idénticos. Os dois espectros mostraram os picos mais significativos em
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m/z 420 [M'+, 7% (28-1) e 7% (28-2)], 239 [100% (28-1) e 100%
(28-2)], 221 [46% (28-1) e 43% (28-2)], 209 [46% (28-1) e 41%
(28-2)]1, 182 [65% (28-1) e 61% (28-2)], 181 [79% (28-1) e 73%
(28-2)] e 165 [76% (28-1) e 78% (28-2)], que foram atribuidos a os

fragmentos ionicos I-VI, respectivamente. Estes dados sdo também

consistentes com as estruturas epiméricas 28-1 e 28-2.

HO
OMe
MeQ @
HO
Ia (m/z 239)

}‘ CH>0
HO
MeO @
HO

IITIa (m/z 209)

II (m/z 221)

MeO

OMe
MeO. @

V (m/z 181)

III (m/z 209)

OH OH

OMe OMe

|
e

I (m/z 239)

Ib (m/z 239)

f‘ CHzO rJ'CHzo

OMe

OH z ]‘ OH

A

IIIb (m/z 209)
+ .

T

MeO.

MeO
Me

IV (m/z 182)

HO

- l‘::’)

III (m/z 165)
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Tabela 36. Dados espectrais de RMN 'H (200 MHz) e “'C (50 MHz) dos
produtos 28-1 e 28-2 (uma mistura de epimeros no C-8/,

28), em CDCL*
28-1 28-2
"Hx 'C-COSY-'IcH HxX"C-COSY-IcH 'Hx'°C-COSY-'IcH 'HxC-COSY-"IcH
C 3 5C ZJCH 3J(:H 84 5C ZJCH 3304
1 - 136.27 2H-7 - 136.77
3,5 - 152,59 2H-2,6 2Me(0-3,5 - 152.59 2H-2,6 2Me0O-3,5
4 - 135.98 2H-2,6;Me04 - 136,21 2H-2,6;Me04
1 - 136.43 H-6' 3H-9 - 136.43
2 - 122.45 H-6' - 122.75 H-6'
3 - 145.04 MeD-3 - 145,10 MeO-3'
- 136.27 H-6 - 136.27
) - 146,32 H-6' MeQ-5' - 146.32 H-6' MeO-5'
CH
2,6 6.18(s) 105.83 2H-7 6.23(s) 105.83
8 3.19(q,)=6.0) 36.43 2H-7 H-6' 3.19(q,)=6.0) 36.43 2H-7 H-6
6 6.57(s) 104.37 6.58(s) 104.37
8 ** 68.76 ok 68.94
CHy
2.9-2.5(m) 45,36 2.9-2.5(m) 45.25
7 2.9-2.5(m) 34,68 3H9 2.9-2.5(m) 34.78
CH3 Y
9 1.20(d.)=6.0) 21.42 1.20(d.3=6.0) 21.42
9 1.18(d.J=6.0) 23.09 1.18(d,J=6.0) 23.10
2MeD-3,5 3.74(s) 55.75 3.73(s) 55.75
MeO-4 3.77(s) 60.71 3.77(s) 60.66
MeO-3' 3.80(s) 60.10 3.80(s) 60.05
MeQ-5 3.87(s) 56.07 3.87(s) 56.07
HO4' 5.60(sh) - 5.60(sh -
HO-8 2.30(sl) - 2.30(s) -

*A multipiiddade dos sinats de Carbono-13 foi deduzida por andlises comparativo dos espedros C PND e DEPT.
Espedro RMN 2D 'H x 'H-COSY) foram usados para estes assinalamentos. Os desiocamentos quimicos e
constantes de acoplamento (J) dos &tomos de hidrogénio foram obtides de RMN 1D *H.

** superpostos com sinais MeO.
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Tabela 37.  Dados espectrais de RMN 'H (200 MHz) e "C (50 MHz) dos
derivados 28a-1 e 28a-2 (uma mistura de epimeros no C-8',

28), em CDCl,*
28-a1 28-a2
HCCOOSY-IH HXC-00SY-Iy HXCG-00SY-Ty "Hx " C-COSY-"1H
C ¥ & Ben 3 & & ey 3n
- 135,95 2H-7 - 135,95 267
35 - 152,65 2H-2,6 2Me(0-3,5 - 152,56 2H-2,6 2Me(Q-3,5
4 - 135,95 2H-2,6;:Me04 - 135,95 2H-2,6;Me0-4
1 - 144,11 2H-7;3H9 - 144,11 2H-7.3H9
2 - 121,81 2H-7 H-6 - 121,46 2H-7 H-6
3 - 151,14 MeO-3' - 151,14 Me(O-3
q - 130,93 HE' - 130,93 H-6
5 - 150,74 H-6 MeD-5' - 150,74 H-6' MeO4
A4 - 168,56 2.31(A0-4) - 168,56 2,31(AO4D
A8 - 170,54 1.95(A0-8) - 170,54 1,95(Ac0-8)
CH
2,6 6,19(s) 105,80 2H7 6,24(s) 105,80 2H-7
8 3,44(m) 36,44 2H-7,3H9 3.40(m) 36,68 2H-7:3;H9
6 6,62(s) 105,04 6,66(s) 105,04
g 4,85(m) 7144 4,71(m) 71,18
CH2
7 2,70(m) 4583 2H-2,6,3H-9 2,70(m) 45,10 2H-2,6;3H9
7 2,55(m) 30,97 3H9 2,55(m) 30,97 3H9
CH3
9 1,30(d) 21,22 1,20(d, 21,97
9 1.09(d.J=6,0) 19,10 0,99%d.J=5.9) 18,88
2Me0-3,5 3,74(s) 55,79 3,74(s) 55,79
MeO4 3,74(s) 60,70 3.74(s) 60,70
Me(O-3' 3,66(s) 60,80 3,66(s) 60,80
Me(O-5' 3.81(s) 55,93 3,81(s) 55,93
A4 2,31(s) 20,48 2.31(s) 20,48
AOS 195(s) 2122 1,95(s) 2,22

*A multipicddade dos Sinai de Carbono- 13 for dedi o

Espectro RMN 2D H x 'H-COSY) foram usados pa
constantes de acoplamento (J) dos &tomoas de hidrogénio foram obtidas de RMN

por analises comparativos dos espedros BC PND e DEFT.
Os deslo@amentos quimiaos e

ra estes assinalamentos.

H 1D,
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A analise dos espectros de RMN de 'He YCda mistura contendo
27 e 29, apés a separacdo de 28 por cromatagrafia em camada
delgada, foi facilitada pela cole¢do de dados para 27 (Tabela 35) e 28
(Tabela 36), desde que a principal distincdo entre estes trés produtos
inclui a substituicdo no C-2': grupo alila em 27, grupo 3-
trifluoroacetate-n-propil em 29 e grupo 3-hydroxi-n-propila em 28.
Depois do assinalamento dos sinais correspondentes aos hidrogénios e

carbonos-13 de 27 e 28 (este presente em pequena percentagem), as

absorgdes restantes no espectro de RMN 'H e “’C foram usadas para
confirmar a presenca da unidade 3-fluoroacetato-n-propila em 29,
uma mistura dos epimeros 29-1 e 29-2 (vide supra). Presenca destes
produtos na mistura foi confirmada por analise de CG/EMIE (v. 2, Fig.
192, p. 178), que mostrou picos no CG Rt 8,391 (27), 9,157 (29),
9,763 (28.1) e 9,878 min (28.2), além de 26 (Rt= 7,316 min,
presente numa quantidade muito pequena); 0s espectros de massas
permitiram reconhecer 0s produtos correspondentes pelos picos
moleculares em m/z 402 (26, Rt= 7,316 min), 402 (27, Rt= 8,391
min), 420 (28.1, Rt= 9,763 min) e 420 (28.2, Rt= 9,878 min),
comparando-se com o espectro de massas de 2 [m/z 402 (8.4%,

M+); m/z 221 (100%, VI); m/z 181 (25.5%, V)], 28.1 ¢ 28.2 . O
espectro de massas de 29 (Rt= 9,157 min) nao mostrou o0 pico
correspondente ao ion molecular (m/z 516), aparecendo o pico base
em m/z 373 e outros picos significativos em m/z 207 (29%), que
foram atribuidos aos fragmentos idnicos VII e VIII, respectivamente.
Estes fragmentos i6nicos podem ser explicados através de
fragmentacdo orto e eliminacao de radical hidrogénio, fornecendo VII,
ou perda do radical trimetoxifenila para produzir VIII’. Os picos em

m/z 373 e 207, com pequena abundancia relativa, foram também
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observados no espectro de massas de 28.1 e 28.2, e revelando-se
acordo com as estruturas propostas para os fragmentos VII e VIII.

OMe
OH
I OMe
MeQO Z I .
A
MeO
Me

VII
OoH
OMe OMe MeO OMe
e
/ [ OH OH @
OMe OMe
+ +
VII
OH
OMe
MeO @
AcO
IX

A superposicdo dos sinais dos atomos de carbono C-1 e C-4 (3.
136,52) observada no espectro de RMN 13C de 27 em CDCl; foi
também confirmada através da utilizacdo de benzeno-de¢ e acetona-dg

como solventes de RMN (Tabelas 38 e 39, v. 2, Fig.179-186, p. 170-

174). Em benzeno-d, foi verificada a superposi¢do dos sinais de C-4 e

C-4' (3C 137,46) e em acetona-d¢, de C-1"' e C-4 (3C 136,81).
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Tabela 38 Dados espectrais de RMN 'H e *3C para 27 em CDCl;,
BENZENO-ds e ACETONA-dg

CDCl; BENZENO-dg Ad ACETONAd-¢ Ad
C & & 5 & 2oc Ay 5 & Ne o My
1 132 - 13639 - 013 - 13750 - 08 -
35 15265 - 15387 - 122 - 153,75 - 110 -
4 13652 - 13746 - 094 - 13681 - 02
v 137,75 - 13682 - 093 - 13681 - 0% -
2 12309 - 12369 - 080 - 1233 - 070
3 14507 - 14585 - 078 - 14644 - 137
4 136,75 - 13746 - 071 - 13790 - 075
5 14608 - 146,71 - 063 - 147,90 - 182
o]
26 10592 6,23s) 107,10 633s) 118 010 10746 6359 124 013
8 %,19 333,0(m) %61 3432Am) 042 010 301 3,15m) 02 oW
6 104,38 657(s) 104,40 651(s) 02 007 10588 6,755) 190 018
g 13781 60-5,7(m) 13855 6,168m) 074 010 13931 5,85(m) 10 00t
i
7 4514 27Mdd=60120) 455 290(ddI=58135 04l 014 4545 2827 03t 001
258(dd)3=8,1,12.0) - 2/64(dd)=8.2,135) 000 006 - 2827 - 017
7 23 3432(m) 0% 3533m) 061 001 007 3,26(m) 074 0
- 3432(m) - 34-32Am) - 00 - 3,26(m) - 004
9 1450 4%dd}=10217) 114850  497dd)=9419) 000 001 11454  49Add>=17117) O 001
- 484dd)=17,1,1,7) - 495dd3=143,1,9) - 011 - 485dd3=17,1,1,7) - 002
a3
9 235 1,15d=68) 2183 1Xd3=68) 028 00 2189 1,15(d1=68) 054 000
MeD-35 55,84 3,75(s) 5,78 343(s) 006 O 56,15 3,72s) 031 003
MeO4 60,83 3779) 60,50 385() 033 om 6046 3649) 037 013
MeO-3 60,83 377(s) 60,36 373s) 047 008 60,54 3,74(9) 0%  0m
MeO-5 55,89 387(9) 55,61 3,30(9) 028 047 5648 384(s) 0% 00
HO4 - 547(5) - - - 8,00(s) 253

*A muttipliddade dos sinais de Carbono-13 foi deduzida por andlises comparativos das espedros S'C PND e DEPT.
Espedro RMN 2D 'H x 'H-COSY) foram usados para estes assinalamentos. Os desioamentos quimicos e
constantes de acoplamento (J) dos dtomoas de hidrogénio foram obtidos de RMN 1D H,
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Os efeitos de solventes no deslocamento quimico e na feicdo dos
sinais, como também na magnitude da constante de acoplamento spin-spin
(J), nos espectros de RMN de 26 e 27 estdo resumidos nas Tabelas 38,40 e
41 (v. 2, Fig. 163-168, p. 163-165). Como é conhecido, estes parédmentros
sdo afetados pelas moléculas vizinhas da mesma ou de diferentes espécies,
mostrando que as constantes de deslocamento(s) de um nucleo magnético
numa molécula em particular ndo é somente determinado pela distribuicdo
eletronica da molécula mas também pela natureza de sua vizinhanga. As

Diferengas observadas nos deslocamentos quimicos induzidas por solventes
(A8), de 'H (a8,) e 13C (Ad;) de 27 e 26 estdo descritos nas Tabelas 38 e
39. Todos os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos
(mutltiplicidade deduzida por andlise comparativa dos espectros de RMN 13C-
PND e RMN 13C—DEPT) de 27 e 26, foram correlacionados via espectros
bidimensionais de: 'Hx C-COSY-'J,, (‘.= 148 Hz) (Tabelas 38 e 40),

"Hx"H-COSY e "Hx°C-COSY-"IcH (n=2 e 3, COLOC) (Tabelas 39 e 41).
Os efeitos especificos de solventes, observados nos sinais de

deslocamento quimico de 1H e 13C de compostos dissolvidos, dependem
principalmente 'de ligagdes de hidrogénio e de efeitos de deslocamentos
induzidos por solventes aromaticos (ASIS). A ligacdo de hidrogénio
usualmente induze deslocamento do sinal de ressonancia do hidrogénio
para campo mais baixo. As alteracoes dos deslocamentos de Carbono-13
provocados por agdo de solventes sdo linearmente dependentes da
relacdo®:
(e-1)/(2e-n),
e= constante dielétrica

n= indice de refragdo

e




150

Tabela 39 Dados de espectros de RMN bidimensionais "Hx"C-COSY-

") (n=2 e 3, COLOC), do produto 27, em CDCl,,

benzeno-d, e acetono-d, como solventes].

CDCl, Benzeneo-d, Acetona-d,
C  “icH "ICH JcH  IcH “IcH "ICH
1 2H-7
3,5 2H-2,6 2Me0-3,5 2H-2,6  2Me0-3,5 2H-2,6 2Me0-3,5
4 2H-2,6;Me0-4 2H- 2H-2,6;Me0-4
2,6;Me0-4
1 H-8 2H-7;3H-9 3H-9 2H-7;3H-9
2' H-6' H-6' 2H-7' H-6'
3 MeQ-3' MeO-3' 2H-7' Me0-3'
4q' H-6' H-6' H-6'
5' H-6' MeO-5' H-6' MeQ-5' H-6' MeQ-5'
CH
2,6 2H-7 H-7 2H-7
8 H-7;3H-9 H-6' 3H-9 H-6' 2H-7;3H-9 H-6'
6' H-8
8' 2RH-7' 2H-7'
CH>
7 2H-2,6 2H-2,6;3H-8 2H-2,6
7' H-9'a
9' 2H-7'
CH3
9 2H-7 2H-7
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Tabela 40 Dados espectrais de RMN “H (200 MHz) e “°C (50 MHz)

de 26, en CDCl,, benzeno-d, e acetona-d,

CDCl, Benzeno-d, Acetona-d, AS’ AS
(C¢Dy) (C,D,0)

C__ & SH 5C 8H 5C H ASC ASH ASC  ASH

1 1613 - 136,37 - 137,19 . 024 - 106 -

35 15250 - 153,71 - 153,75 - 21 - 125 -

4 13582 - 13761 - 137,18 - 1,5 - 1,37 -

14219 - 142,46 - 14338 - 027 - 119 -

35 15289 - 154,01 - 154,06 - 112 - 1,17 -

4 146 - 13622 . 136,17 . 18 - 1® -

™

2,6 10584 6,19(s) 106,97 6,68(s) 107,14 6,39(s) 1,13 0,49 1,30 0,20

8 @04 3429m)  @%  3532Am) @7 3129m) 0% 0103 08 030

26 13% 63l 10521 6809 10520 650) L1 04 130 019

) 13443 6,4-6,0(nm) 135,56 6,8-6,5(m) 136,17 6,2-6,0(m) 1,13 04405 1,74 -0,20
G

7 4534 2,9-2,7(m) 45,72 3,53,2(m) 45,60 2,8-2,6(m) 034 06905 026 0100

3,2-3,0(m) -

7 7394  445dJ)=59) 7391  501(dI=69) 7404  441dJ=55 003 0% 010 004

9 170 52(rdl=162) 1163 57Ad)=172) 11645 53172 091 0% 08 004

5,14(br dJ=10,1) sasd)=92) - SHEl=112) - 034 003

H3 ’

9 2096  13¥d)=64) 2145 1,69(d)=65) 245  123d)=67) 049 036 049 0,10
MO35 5574 373s) 574 3879) %34 3760 000 014 080 003
MO4 6060 377) Q4 420 6048 367 01 0@ 012 010
MO S 37MS) 5586 3899) %24 37 001 012 03 005

35

*Experimentos 2D Homonuclear lelH-COSY e heteronuclear 1Hxl3C-COSY[1JCH (Tabela
36) e nJCH (n=2,3, COLOC, Tabela 40)] foram também usados para estes assinalamentos.
A multiplicidade das sinais dos atomos de carbono foram deduzidas por andlises
comparativos dos espectros de RMN 13C PND e DEPT.
AAdc=8¢(CeDe) - 8¢ (CDCI3) e ASH= 8H (CgDg) - 61 (CDCI3)

Badc= 8¢ (C3Dg0) - 8¢ (CDCI3) e ASH= 61 (C3Dg0) - 81 (CDCI3)
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Tabela 41 Dados espectrais de RMN bidimensional (2D)Correlagao
heteronuclear 2D, via acoplamento a longa distancia

"Hx"’C-COSY-"1, (n= 2 e 3, COLOC), para o composto
26, em CDCI,, benzeno-dg e acetona-de.

CDCl, Benzeno-d, Acetona-d,

c 2JCH . 3J(:H 2JCH 3JCH 2JCH 3J§H

1 2H-2,6;2H-7 2H-7 2H-7

1' 2H-2',6";H-8 2H-7;3H-9 2H-2',6' 2H-7;3H-9 3H-9

3,5 2H-2,6 2Me0-3,5 2H-2,6 2Me0-3,5 2Me0-3,5
3.5 2H-2°,6' 2MeQ-3',5' 2H-2',6' 2MeQG-3',5' 2MeQ-3',5'

4 2H-2,6;Me0-4 2H-2,6;Me0-4 2H-2,6;Me0-4
4 2H-2",6' 2H-2',6";2H-7" 2H-2',6";2H-7'
CH

2,6 2H-7 2H-7 2H-7
2',6' H-8 H-8

8 2H-7;3H-9 2H-2',6' 3H-9 2H-2',6'

g8' 2H-7'
CH2

7 H-8 2H-2,6;3H-9 2H-2,6;3H-9 3H-9

7' H-8' 2RH-9'

9' 2H-7' “2H-7
CH3

9 H-8 2H-7 2H-7

Foram observados modificagdes nos deslocamentos dos sinais de

hidrogénio e carbono em CDCI; (solvente ndo polar) quando

comparados com os obtidos em meios susceptiveis a formacdo de

ponte de hidrogénio. Como pode-se observar nas Tabelas 38 e 39, os

deslocamentos induzidos por solventes podem ser diferentes em

magnitude e direcao.
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No Esquema 17 encontra-se resumida uma proposta mecanistica
para a transformagdo catalizada por acido da aureina 26 no produto
rearranjado 27 . Este rearranjo intramolecular foi proposto como base
na auséncia de produto contendo um sistema 3,4,5-trimetoxifenil com
um grupo alila. Além disto, esta reacdo na presenca de 1,2,3-
trimetoxibenzeno, usando uma propor¢dao de 3 moles para 1 mol de
aureina (26), ndo forneceu produto derivado de reagao intermolecular,
obtendo-se os mesmos produtos acima descritos. O grupo alila no
carbono C-2' do produto rearranjado 27 pode reagir com acido
trifluoroacético para produzir 29, através da formagdo (passo
determinante da velocidade) de um carbocation secundario (mais
estdvel quando comparado com um primario) por adi¢do eletrofilica de

um proton do CF,COOH a ligagdo dupla seguido da reagdo do

intermediario carbocatidnico altamente reativo com CF,COO~ para

produzir 29 (dois epimeros). Na presenga de H,O, mais nucleofilico

que CF,COO"s ocorre a formagdo de 28 (dois epimeros : 28.1 e 28.2),
que podem ser também produzidos por hidrélises de 29, como foi ser
observado na CCDP pelo aumento de 28 e a correspondente

diminuicao 29.
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e
OH
+
Qiee-Me
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"“H
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° H,0
MAIOR PERCENTAGEM E———
+
CF5C0,~
T
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S
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OH H

Esquema 17 Proposta mecanistica da transformacgdo catalisada por
acido (CF;COOH) da aureina (26)
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Figura 1

Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl5) da mistura, 1+2
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Figura 5 Espectro de RMN *3C-PND (50 MHz, CDCl;) da mistura de 3+4
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Figura 7 Espectro de RMN H (200 MHz, CDCl3) de 5a
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Figura 9 Espectro de RMN '*C-PND (50 MHz, CDCl;) de 5 a
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Figura 59 Espectro de RMN-2D *Hx*H HOMOCOSY (200 MHz, CDCl3) de 11a
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Figura 118 Espectro de RMN *H (200 MHz, CDCl;) de 18



OR2

Med [}
CR O
OR3
R,R1,R2,RIaH,H Me,Me

18

s | S r
[ —
- 2.0
s 3
w @
R
e Y 0
)
X
T~
N e
a"n
-
NG X
?\{I. e - - 5.0
&N
©
Q
- - & - 8.0
— Q.0
— Looi2.0
.
&
L. i t t
e . X 3%
12.0 0.0 8.0 5.0 o 2.0
PP

Figura 119 Espectro de RMN-2D 'Hx'H HOMOCOSY (200 MHz, CDCl;) de 18

119




\ . — | -l N o ~l ool ~jenl
~ ol ~ ol e | les «—;«\ o oo~ o ~j—|of o : - !
ol m( :\l v»r\l- o‘co o 'n\‘ml- coxm ~ ololw: @ ~oimo; ~l “« o~ ol n!{-w;

o ool < pledl ~l= ol ! —-las! ~i wlaloy o ~leuis o © w0 @ ol ool
X R 4o d g Ao 0o . . g “ "o e : 1 E g
o —-f chole ol oiot ﬁiNi i ouw o edd @ wlohni « oo e © W e
a W) Winning m‘m\ e -—-]-——!-—! o o r\lm)f\i ~! ""I"’l"”‘ -~ e 2% — o~ -

it e ek ek ; : ! X i .

| 1

!

il

)

— 1

]

T_—\\\‘ 3

e
—
=
e

T~

oR2
0
o OR1 ! .
MeO o] ‘i
"
i
OR O
oRr3 )
RALRZ AIeH, K Me, Me :u) : ‘
S " - I
~N (8] H
S |
° »
~ “ ;
) - ‘ |
ﬁ S | P
~ | ° -;
bt |
!
l |
. I : [
| i ! N
Wrdpaniite tutiin g vivhrid
T IAMARRARSAST i MRS AN AR T T T g T T r ' :
180 160 140 120 100 80 50 40 20

Figura 120 Espectro de RMN 3C-PND (50 MHz, CDCl;) de 18

120




L

- . . a - i o
3 b 2R o 23 323 Z oz
~ oo o - . i <
~ & a8 sy 2% IS ~ER N
11 \ 1 N Y H
Y
I \, ¢ N

xmwMWMWWWwavkwwaL«WwMth$tW&wmmwwMWWwMWMW

B T L T e

f

f

Figura 121 Espectro de RMN >C-PND (a) e RMN C-DEPT [6=135%.(b) e 8=90° (c)}(50 MHz, CDCl,) de 18

121




42,35+
“ZT

24.26

T T T -+ Y T
3500 3000 25680 20849 15009 1000 191%]%) cm-

Figura 122 Espectro IV de 19 + 20

122




07-thay-1097

13:42:13
. Scan Bie
1c>c>W FAE 181e5
b
Ve
cl
386
MeO 0.
cl
cl
OH O
OH
388
19
% 87
, cl
152 : - o MeO °©
' ' cl
8 191 , . i
|62 : | 0 OH © on
1 , cl
75 1SR 90 @ 20
. 54175
4o 1| {405 st : 437'
) 63 177
{1 l & f il 343 345
! "I’\” I " I’g } |.> ?,9 ] 309 321 3‘ 4
i i 1t oy e i !
v 0 II(' {EL i 21?]‘-;\: :?'11!“!1..'1)"111 |: 12«\791?;_\‘|'. DI(L( ’ [
50 5 100 125150 175 2oo 225 250 275 300 325 350 a7

Figura 123 Espectro de massas (IE) de 19 + 20

123




1004

%o

111

95

127

139

151

159
165 193
167
| _195
207 257 285
Aol i
200 250

303

300

3i9

Al

18-Sep-1997
20:06:28
Scan Cl+
6.92e5
387
389
353
355 (391
383 (L 417 429
323 § 395
.!lli. i | m/z
350 400 450 500

Figura 124 Espectro de massas (IQ) de 19 + 20

124




Sioale

~ Oy

I
~|e)

Kdd

INO —

SHO

i

Figura 125 Espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCl;) de 19 + 20

125



MeO Q.
\ |
al 7 l ¢
OH O R
OH
[+
&
19 ~
20
~N
x
- ~
P : .
© T © el
) : z
-~
i =2
! ° N
: ) fg 58 5y
g Anw N7
0 ~ ~ o~ ~
o0 < 5 {
~
‘5 i
i
\AWAWJ . ey ohon, WM
S e e B : ~ — T Y e T — —————- —
8.1 8.8 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7. 7.2 7.1 7.9 ppe
— ——s —— [
497

Figura 126

Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl3) de 19 + 20

126




Pyt

-

tpp

5.

- ~ -
s © P
FIS SRS S N

Figura 127 Espectro de RMN-2D 'Hx'H HOMOCOSY (400 MHz, CDCl;) de 19 + 20

127




19

20
w o
v a 'Y .
oV ©o " S
~m >
S T~ d o
= oo 2
o ..
. e @
-t - v
[ ] '?‘ ¥
~ 0 °UU ) o '
- S~ o ~ ~ o -
f} O W N o m = ¢ ~
[¢] o < N ® o, o ()
[T- T @ o~ )
« A ~ s N o ~
o 2 —42'_'5 2 <
© ~
“ o J P "
o ~ w
@ )
[ad ~

——————_150.460
—
108.806 C-6

T[fslfjlv*rl'ﬁnlrlvrlﬁVIVII]r—'llﬁ]lr—ﬂlrﬁi

180 170 160 150 14d 130 120 110 100 9a ag 70

LA S B S oot B b M R AN (L SRS S AL AL UL B LA S N (LN LA A BN SN B

60 50 ag  ppm
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Figura 137 Espectro IV de 23
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Figura 156 Espectro de RMN-2D *Hx*H HOMOCOSY (200 MHz, CDCl3) de 24a
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Figura 175 Espectro de RMN *H (50 MHz, CDCl;) de 27

Figura 176 Espectro de RMN *°C- DEPT (50 MHz,

CDCl3) de 27

169




\
1
b4
<
-’
>
-~
-
-
w
I,
- toa
- £
g p
1
A
o
cane
s
o
P T
e
) T
fo ]
e
AT
'.'5 - EA -~ :‘ ~
N © o o L] -]

T
- baad {—h__
- -
-
e -
- .. - - - -
-
~
°
- - —
=
s
3
h
x
o
o
i
o
o
- -
»~
L
-
N — -
o
I —r
3
x
- @ ~ w ~ -
b ° ° - ° -

Figura 177 Espectro de RMN "Hx*C-*Jcy-HETECOSY
(50 MHz, CDCli3) de 27

Figura 178 Espectro de RMN 'Hx™*C-"cu(n=2,3)-
COLOC (50 MHz, CDCl;) de 27
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Figura 179 Espectro de RMN *H (50 MHz, acetona-ds) de

Figura 180 Espectro de RMN *°C- DEPT (50 MHz,
27

acetona-dg) de 27
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Figura 181 Espectro de RMN 'Hx”C-1]c4-HETECOSY
(50 MHz, acetona-dg) de 27

Figura 182 Espectro de RMN THx"’C-"Jc4(n=2,3)-
COLOC (50 MHz, acetona-dg) de 27
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Figura 183 Espectro de RMN H (50 MHz, benzeno-dg)
de 27

Figura 184 Espectro de RMN **C- DEPT (50 MHz,
benzeno-dg¢) de 27
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Figura 185 Espectro de RMN "Hx*’C-*]c4-HETECOSY
(50 MHz, benzeno-dg) de 27

Figura 186 Espectro de RMN THx™C-"Jex(n=2,3)-
COLOC (50 MHz, benzeno-dg) de 27
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Figura 187 Espectro de RMN *H (50 MHz, CHCl;) de 28a Figura 188 Espectro de RMN **C-PND (50 MHz,
CHCl;) de 28a
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Figura 189 Espectro de RMN *Hx**C-1]¢4-HETECOSY Figura 190 Espectro de RMN THx’C-"Jen(n=2,3)-
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Figura 191 CG-EMIE de 26
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TIC of Ester.d
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Figura 192 CG-EMIE de 27 + 28 -
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TIC of Mareo.d
FJar: Run 46 02:18 PM PDT on Man Aug 14, 1985

TIC of Marco.d
FJar: Run at 02:18 PM PDT on Man Aug 14, 1895
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Figura 193 CG-EMIE de 29a + 29b
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