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ABREVIACOES E SIMBOLOS

IV: infravermelho

CG: cromatografia gasosa

CG/EM: cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

RMN'I1: ressonéncia magnética nuclear de protons

RMN'C: ressonancia magnetica nuclear de carbono treze

EM: espectrometria dc massas

IR: indice de retengéo

DEPT: espectro de RMN'’C intensificado sem distorgéo por transferéncia de
polarizagio (distortionless enhancement by polarization transfer)

Inf.: inflorescéncia

PCA: andlise de componentes principais

CA: analise de correspondéncia

CCA: analise de correspondéncia candnica

HETCOR: espectro bidimensional de correlagdo heteronuciear (C x H) a uma
ligagdo

COSY: espectro bidimensional de correlagdo homonuclear (H x H) a trés ligacdes
M: masculina

F: feminina

s: singleto

t: tripleto

d: dubleto

dd: duplo dubleto

ddd: triplo dubleto

dq: duplo quarteto



dt: duplo tripleto

m: multipleto

E: espectro

ev: elétron volts

CCD: cromatografia em camada delgada
CCP: cromatografia em camada preparativa
CC: cromatografia em coluna

Hz: hertz

J: constante de acoplamento

M1 : ion molecular

m/z: relagdo massa carga

NOE: efeito Overhauser nuclear

THF: tetrahidrofurano

TMS: trimetilsilano

[c]p: rotagdo oOtica especifica

CDCls; cloroformio deuterado

AMCPB: acido meta-cloroperbenzoico

t: tempo de retengéiio



ABSTRACT

Essential Oil of Baccharis and their Roles in Pollination

Vera Lucia Ferracini

CNPMA/EMBRAPA, C. P. 69, Jaguariana, 13820-000, SP, Brasil

Antta Jocelyne Marsaioli
Insututo de Quimica, UNICAMP, C. P. 6154, Campinas, 13081-970, SP. Brasil

Correlation among Baccharis species revealed the essential oils similarity of
B. dracunculifolia, B. erioclada, B. caprariaefolia, B. platipoda, B. tridemtata, B.
vincaefolia and B. myriocephala. From a daytime monitoring of B. dracunculifolia
male and female plants we could observe that the inflorescences are mainly
responsible for the mono/sesquiterpene ratio variation with a noticeable inversion
occurring at about 11:00 AM. This phenomenom was associated to the pollinator
attration based on field observations and correlation analyses between volatiles and
visiting insects leading the final conclusion that the solitary bees Augochoropsis
cupreola and Paroxystoglossa jocasta are responsible for B .dracunculifolia
polination in our region. Monoterpenes alcohols (like terpineol and geraniol) are the

allelochemicals responsible for the insect behaviour and pollination.



Several synthetic standards were obtained (10-metoxy-4-hvdroxy-
aromadendrane 24¢, epoxy-calarene 23a, hidroxy-c-gurjunene 21b, epoxy- a-
copacne 19a and 19b, epoxy- a-cubebene 18a and «-guaiene 40a) and coinjected 1n
B. caprariaefolia, B. myriocephala, B. widentata, B. platipoda, B.erioclada, B.
dracunculifolia and B. vincaefolia. None of them were detected in the volatile
components of these plants.

Three novel cadinanes, axial-cadinol 41, 18,68-diol 45 and 6a,7w-epoxide

46 were detected and identified i B. platipoda and B. tridentata.

= OH
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cadinol axial 18, 6 Bdiol 60, 7a-epoxido

Another cadinanc derivative was detected but was not fully characterized in

B. myriocephala and B. tridentata.
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Nor-taylorione 66 was obtained in an efficient synthesis envolving a Pauson-
Khand reaction in the last step. Its presence was not confirmed in the essential oils
of the studied Baccharis species but it was detected in the volatiles components of
Artemisia annua.  This compound i1s a novel sesquiterpene possessing a novel

skeleton.

Nor-taylorione 66 synthetic pathway is onc of the few examples of Pauson-

Khand reaction application to the synthesis of natural product.
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Reacgdo de Pauson- Khand



RESUMO

Oleos Essenciais de Baccharis e sua Interaciio com Insetos
Polinizadores

Vera Lucia Ferracini

CNPMA/EMBRAPA, C. P. 69, Jaguariina, 13820-000, SP, Brasil

Anita Jocelyne Marsaioli
Instituto de Quimica, UNICAMP, C. P. 6154, Campinas, 13081-970, SP, Brasil

As correlagBes interespécies revelaram uma similaridade entre a composi¢do
dos oleos essenciais das B. dracunculifolia, B. erioclada, B. caprariaefolia, B.
platipoda, B. tridentata, B. vincaefolia e B. myriocephala As comelagBes
interespécimens mostraram uma variagdo diria na razio monoterpeno/sesquiterpeno
das inflorescéncias masculinas e femininas que foi primeiro apontada como um
fenémeno sinalizador para o polinizador. A relagio entre os volateis das
inflorescéncias e o sexo da planta é complexa com uma razio maior de
monoterpeno/sesquiterpeno ocorrendo as 9:00 e 11:00 horas para as inflorescéncias
masculinas € uma variago inversa ¢ observada nas infrutescéncias das plantas
femininas, com wmna razio maior de monoterpeno/sesquiterpeno as 10:00 e 13:00

horas .



Contudo. o fenémeno existe e plantas masculinas ¢ femininas de 5.
dracunculifolia estao certamentc transmitindo uma mensagem ao  ambiente.
Podemos dizer que existe uma complementariedade na liberagdo dos volateis entre
espécimens de plantas masculinas e femininas ao longo do dia fazendo com que
ocorra uma atragdo constante dos visitantes.

Nas observagdes dos insetos visitantes venficamos que o periodo das 10:00-
15:00 horas é que ocorre a maior atividade dos mesmos. A abelha social Apis
mellifera ¢ as abelhas solitanas Augochoropsis cupreola e Paroxystoglossa jocasta
tem suas atividades relacionadas ao grupo de compostos B, constituido por alcoois e
cetonas monoterpénicos. Os compostos deste grupo sdo importantes sinalizadores
para a polinizagdo pois distribuem a atividade das abelhas entre plantas masculinas
nos horarios das 7.00 as 10:00 horas e femininas das 10:00 &s 12:00 horas. Ornidia
obesa tem resposta mais ampla aos compostos hidrocarbonetos monoterpénicos,
alcoois monoterpénicos e alcoois sesquiterpénicos frequentando tanto flores
masculinas como femininas. Ornidea obesa um visitante menos frequente do que as
abelhas mas ¢ um polinizador eficiente.

Com relagéo a sintese de padrdes foram obtidos os compostos 10-metoxi-4-
hidroxi-aromadendrano 24c, o epdxi-calareno 23a. o «-~gurjuncno oxidado 21b, o
epoxido a-copaeno 19a e 19b. o epoxido a-cubebeno 18a ¢ o o-guateno 40a, a
partir dos compostos identificados nos Oleos essenciais das Baccharis
dracuculifolia, B. erioclada, B. caprariaefolia, B. myriocephala, B. tridentata, B.
platipoda e B. vincaefolia. Isto contribuiu para a obtengiio de padrdes que muito
ajudard na identificacio de componentes tragos de oOleos essencials através de
CG/EM.

Os padrdes sintéticos obtidos durante este trabalho e em trabalhos anteriores,
foram comparados aos constituintes dos 6leos essenciais das 7 espécies de Baccharis

estudadas, levando a identificagdo de trés compostos cadininicos méditos na



literatura. Na B. platipoda foi identificado o cadinol axial 41, o 1B3,6B-diol 45 ¢ ¢

6a.,7a-epoxido 46. Na B. tridentata foi identificado o 6a,7a-epéxido 46**.

-

H* HO H
at 45

cadinol axial

46
1B. 6 Bdiol 6a,7a-epoxido

Um outro derivado cadindnico sugerido como T-cadinol 41a foi identificado
nas B. myriocephala ¢ B. tridentata entretanto, a confirmagido de sua estrutura

depende do trabalho de sintese que sera realizado posteriormente.

A nor-tailoriona 66 foi comparada aos constituintes dos 6leos essenciais das

sete espécies de Baccharis estudadas ndo tendo sido encontrada em nenhum deles.
A presenga da nor-tailoriona 66 (cis e trans) foi evidenciada no dleo essencial de

Artemisia annua por coinjegdo e comparagdo de espectros de massas. Este € um

novo composto cujo esqueleto ¢ inédito na literatura.



A sintese da nor-talloriona 66 ¢ um exemplo da aplicagio de¢ uma
metodologia eficiente. a partir de um cetoalcino aciclico contendo um ciclopropano,

que nos possibilitou uttlizar a reagdo de Pauson-Khand.
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R
2 R, B R,
co
Ry —Co(CO); + )r —
CO)y Ry Ry Rs

Reac¢do de Pauson- Khand

Esta metodologia € raramente utilizada na sintese de produtos naturais e
poderd ser aplicada a diferentes classes de sesquiterpenos, do tipo seco-

aromadendreno 58, até entdo pouco divulgadas e exploradas.

*Referéneia Ll

** Aceito para publicagio na Phytochemistry



Introdugio e Objetivos

INTRODUCAO E OBJETIVOS

POLINIZACAO DE PLANTAS

Os insetos, morcegos e passaros visitam flores para se alimentarem de néctar
e polen e nesse processo, eles geralmente polinizam as flores, de modo que ambos se
beneficiam desta assoctagdo mutualista. Nesta relagdo ha trés fatores bioquimicos
que interagem; o cheiro, a cor das flores e o valor nutricional do néctar e do polen.
Os animais vivem no mundo da comumwcagdo quimica, como exemplo os
feromdnios, e sdio capazes de detectar os terpenos ¢ outros volateis de flores &
grandes distincias. Quando um polinizador se aproxima de uma planta, ¢le também
recebe um sinal visual, que é o destaque das flores coloridas contra o verde da
folhagem’.

Entretanto, ¢ dificil determinar qual ou quais polinizadores sdo ativos numa
espécic de planta. Para este estudo sfio necessarias muitas observagdes de campo.
Alguns animais podem visitar flores por outras razdes que ndo sejam a polinizagdo,
também podem ser capazes de alimentar-se de néctar, sem gue ocorra a polinizagéo
necessaria a planta. Formigas, por exemplo, sio bem conhecidas como viitantes
ilegitimos, isto ¢ ladrbes de néctar, ¢ sdo frequentemente tio pequenas que
patrulham as flores por dentro e por fora sem tocar os orgios reprodutores. Elas,
contudo, agem como polinizadores em alguns casos'.

A necessidade de uma planta atrair animais para visita-la visando sua
polinizagdo depende naturaimente do sistema sexual e da estrutura floral. Ha alguns
grupos, onde a polinizagdo € feita por vento e visitas de animais as inflorescéncias

poderdo ser supérfluas. Contudo, no grupo Angiospermas a matoria das plantas
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requer amimais para fazer a polinizagdo. Isto é observado principalmente em plantas

didicas, onde as flores masculinas e femininas estiio em plantas separadas® %,

Quimica dos Volateis Florais

Os volateis florais s@io potencialmente importantes para atrair insetos
polimzadores e, frequentemente, possuem composigdes complexas, onde sdo
encontrados compostos benzenodides, terpenoides, alcoois alifaticos, cetonas e
ésteres. Como exemplo de sesquiterpenos e monoterpenos, podemos citar geraniol,
hmoneno, B-ionona e o (-)-bisabolol; de arométicos a vanilina e o eugenol; de
compostos contendo nitrogénio ¢ indol, metilamina ¢ etilamina. Neste campo, o
desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de coleta e analise de volateis foi
mais importante do que a ampliagdo do nimero de substincias quimicas isoladas’.

Neste contexto, destacamos o estudo das Orchidaceae ¢ seus osmoforos, que
contribuiu 4 identificagdo de mais de 700 substincias quimicas diferentes,

relacionadas com as flores de Angiospermas e Gimnospermas®.
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Monoterpenos Sesquiterpenos

& A, Eﬁ@

AN\

Limoneno geraniol P - ionona a. {-) bisabolol
Aromaticos
MeO MeO
HO CHO HO ‘D—CH2CH=CH2
vanilina eugenol
Monoaminas Indol

CH3aNH2 metilamina @U
CH3CH2NHo etilamina N
H

Dewvido a alta capacidade dos insetos detectarem volateis, os odores sio

provavelmente efetivos em baixas concentragdes. Muitas espécies de plantas
produzem odor suficiente para atrair abelhas ou borboletas, mas que ndo ¢ detectado
pelo homen. Em algumas espécies o odor floral pode vaniar no periodo de

inflorescéncia. A variag@o diaria e a variagio entre individuos de uma mesma planta
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pode também ser importante. Portanto, sugere-se que nos estudos de voléteis florais
seja incluido um grande namero de plantas para verificar tal variagio.

Foram também encontradas diferengas significativas em inflorescéncias
coletadas durante o dia e a noite, como também variagdes diurnas nos voliteis. Esta
variagio € um dos problemas encontrados pelos pesquisadores que desejam
caracterizar os volateis florais através de estudos qualitativos e quantitativos’.

Um exemplo tipico de polinizagio por inseto ¢ o das abelhas solitarias do
género Andrena, as quais so atraidas por flores de orquideas do género Ophrys ¢
sd0 responsaveis pela sua polinizagdo. Os componentes volateis das flores tém sido
analisados e 0s constituintes majoritarios t€m sido compostos alifiticos de cadeia
longa, monoterpenos e alguns sesquiterpenos biciclicos da série dos cadinanos'.

Como foi citado acima, a quimica de polinizagio & particularmente
mmportante para plantas didicas e nesse contexto temos no Brasil plantas do género
Baccharis. Economicamente temos duas espécies importantes, a B. dracunculifolia
(vassourinha) e B. genistelloides (carqueja), das quais se extrai o oleo utilizado

como matéria prima em perfumaria’.

Generalidades sobre o Género Baccharis

Algumas espécies de Baccharis tais como a B. halimifolia e a B. pillulares
consanguinea, s&o nativas dos Estados Unidos e muito estudadas devido a sua rapida
expansdo, provocando a redugfio de pastagens, areas cultiviveis ¢ recreativas do
Sudeste ¢ Sudoeste americano. Contrastando com esta situagiio temos a B. pillulares
pillulares (Estados Unidos) e a B. macrantha (Colombia) as quais sdo

frequentemente utilizadas para cobertura de solo ou como barreira contra erosio’.
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Varias espécies na América do Sul possuem valor medicinal, como por
exemplo, as B. trimera e B. genistellvide conhecidas no Brasil como “carqueja”, as
quais sdo muito usadas para males do figado’.

O género Baccharis L. pertence a familia Asteraceae, tribo Astereae ¢
subtribo Baccharidinae. O género ¢ restrito a0 novo mundo, com excegdo da B,
halimifolia introduzida pelo homen na Australia, Franga, Espanha e Italia como
planta ornamental’,

O género ¢ constituido de 511 espécies distribuidas em 7 areas geograficas:
regido Sul ¢ Sudeste do Brasil, regido montanhosa dos Andes e regido da Patagonia,
Guianas, México (incluindo Oeste dos Estados Unidos) ¢ as Antilhas (incluindo
Leste dos Estados Unidos). A grande concentragdo destas espécies no cerrado
proximo a regido Centro-Sul do Brasil e nos Andes indica que, esta area € o provavel
centro de origem do género ou que ha duas areas, separadas por wma estreita area

xerofitica no Sudeste do Brasil que representam dois centros de origem.
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Cerca de 90% das espécies de Baccharis sio encontradas na América do Sul,
onde se verifica uma grande diversidade morfolégica. Este género é constituido
principalmente por arbustos perenes atingindo de 0,5 a 4,0 metros de altura. As
espécies sdo predominantemente didicas e a dnica espécie mondica conhecida € a B.
monoica’.

Este género tem sido bem investigado do ponto de vista fitoquimico, mas
nenhum estudo sistematico sobre 6leos essenciais tem sido publicado, a nfic ser por

. - - ., 4,
algumas publicagdes recentes anteriores ao inicio desse trabalho ®. Estes aspectos
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tém atraido a atengdo de nosso grupo de pesquisa como também de varios outros
4,610

grupos

OBIETIVOS

O objetivo deste trabalho é:

¢ Estudar a composigdo do 6leo de diversas espécies de Baccharis;

e Verificar as relagbes entre os componentes do 6leo de inflorescéncias de B.
dracunculifolia e a visita de provaveis polinizadores;

o Verificar as correlagdes existentes entre as espécies masculinas ¢ femininas de

" uma mesma espécie;

» Identificar os componentes inéditos seja por isolamento ou por coinjegdo com

padrdes a serem sin-f;éﬁsados;

» Sintese de padrdes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo do Oleo Essencial de Diversas Baccharis

Nas anélises de 6leos essenciais de Baccharis caprariaefolia, B. erioclada, B.
dracunculifolia, B. myriocephala, B. platipoda, B. tridentata ¢ B. vincaefolia
(Figuras 1 e 2 ¢ Tabelas 1 e 2) através de cromatografia gasosa e por CG/EM
revelaram que a composigdo dos oleos ¢ complexa, com mais de 100 constituintes’”.
A identificagdo foi realizada utilizando-se padrdes sintéticos, comerciais ¢ isolados
de B. dracunculifolia e caracterizados por TV, RMN'H e RMN"’C, comparagio dos
IR™ ?? (Figura 3) e dos espectros de massas quando encontrados na biblioteca Wiley
do sistema. Vérios constituintes estdio presentes como tragos, enguanto cerca de 15-
20 componentes contribuem com mais de 50-60% do dleo total € estdo presentes em

muitas espécies.

Tabela 1: Composi¢do percentual relativa de volateis da parte aérea de quatro
espécies de Baccharis, coletada as 8:00 horas

| Compostos | [m |ﬁmmphata IB,pwpoda |a:‘* tat |B,.-‘-- efoli IMétodo _l
] MONOTERPENOS |
a-TUJENO 1 1117 IRb, EM
a-PINENO 2 1123 0,82 0,60 | IRpe, EM
SABINENO 3] 1147 IRb, EM
B-PINENO 4| 1152 0,11 0,40 [ Rpe, EM
B-MIRCENO s 1156 IRb, EM
a-FELANDRENDO 6 1167 IRb, EM
a-TERPINEND 37 1177 Teh, EM
p-CIMENO 8 1184 IRb, EM
LIMONENO 9| (18’7 e.15 0,35 | Rpc, EM
TRANS 8- OCTMENO 10 1 Rb, EM
y-TERPINENO 11| 1203 138 125 b, EM
TERFINOLENO 122] 1219 1,98 2,33 0,33 | IRbEM
LINALDOL i3 1222 1.04 0,60 | Thpc, EM
4-TERPINEDL H 1274 098 481 474 6.7¢ | IRpe, EM
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IR

a-TERPINEOL 15] 1284 4,80 3.88 331 [IRpe M
CARVONA 67 1321 Rpc. EM
GERANIOL 17| 1325 0,38 Rpc. EM
SESQUITERPENGS |

a-CUBEBENO 18] 1409 1,01 0,37 0,67 4,98 | IRb. EM
a-COPAENO 19 1432 286 2,08 0.98 [ Rpe, EM
B-ELEMENOD 20| 1445 1,57 0,15 1,03 1,31 [ IRh, EM
a-GURJUNENO 21| 1463 0,24 0.23 1,56 | IRpe. EM
B-CARIOFILENG 22| 1475 4,52 0,82 248 8,66 | IRpc. EM
CALARENO 23| 1483 1,50 0,49 9,46 [ IRpc, EM
AROMADENDRENG 24] 1495 176 0,49 0,43 0,56 | Rpe, EM
HUMULENO 25| 1505 1,03 0,66 1.41 2,18 | [Rpe, EM
ALLOAROMADENDREN !26| 1508 0,22 0.28 0,42 111 | Rpe. EM
T-ELEMENQ 27| 153 3.84 1,47 1,4 6,00 | TRpe, EM
B-SELINENOQ 28] 1537 1,90 0,39 .62 [ kb, EM
B-CADINENO 29| 1541 01,43 Rps EM
GERMACRENGQ-D 0] 1550 240 3,84 | Rpe, EM
a-MUUROLENQ 31| 1554 2,23 0,53 1,8% 0,54 | IRb, EM
¥-CADINENO 32| 1567 0,73 1,54 0,68 6,49 | IRb, EM
A.CADINENO 33| 1570 V44 3.45 7,68 8,88 [ IRb, EM
EPI-GLOBULOL 34] 1619 0,36 0,9 Kps, EM
NEROLIDOL 35! 1627 9,01 3,19 | Rpi, EM
ESPATULENOL. 36| 1638 9.44 8.76 21,20 4,78 | Rpi, EM
GLOBULOL 37| 1645 2,45 2,70 5.86 1,78 | IRpi, EM
VIRIDIFLOROL 381 1652 0,82 236 39 1,08 | IRps, EM
TRIMETILTRICICI.O- | 39| 1663 Rpi, EM
GIIAKDT, ] 1672 0,91 1.48 LB 1,29{ Rpc, EM
T-CADINOL 41 1.82 238 IRys, EM
aBJNOL AXIAL 41| 1891 130 Rps, EM
- CADINOL 2] 107 228 500 1,31 1,29 [ Rpi, EM
T-MUTROGLOL 437 1715 2,00 7,62 2,03 700 | Rpe, EM
AROMADENDRANODIO |44 1740 1,58 16U 1.10 0,68 | Rpe, EM
1A.65—DIOL 45] 1744 0,74 TRy, ¥M
6. 7a-EPOXIDO 461 1780 1,51 1,44 IRps, EM
%Totat Relativa 65,9 s34 73,9 80,7

b= indice de retagga:; comparado a referéncia 13,
pc= indice de retencao carggarado com os dos padries comerciais:

1IRpi= indice de retengdc comparado com os dos padrdes isolados;
I'Rps= indica de retengo comparado com os dos padrdes sintéticos reportados na referdncla 6
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Tabela 2: Composigio percentual relativa dos 6leos de flores e de folhas de trés
espécies de Baccharis feminina e masculina, coletada as 8:00 horas.

B. capravinef. B dracuncul B, eriocled]
I omh posta | Nnmem] Meétodo | FEM | MASC. ] FEM. I MASC. | FEM. ] MASC.
MONOTERPENOS
-TUJENO 1 IRb, EM 0.0 0,23 0,1
r:.-PINENO 2 Rpe. EM LIy 01 L o01d 84y 028
EBINENO 3 IRb, EM 064 0,04
p-PINENo 4 Rpe, EM o5 071 378 L, 2144 1,1
jB-MIRCENO 5 IRk, EM 0.09
- TERPINENG 7 IRb, EM 0,74 4,14 0,14
1LIMONENG 9 IRpe, EM Lo 08{ 46§ 094 1514 268
TRANS-B-OCIMENO 10 IRb, EM 0,24 0.1
-TERPINENO 1 Rb. EM 4,13 031 0,14
TERPINOLENG 12 IRb, EM 021 028 059 " oad 184 0,53
INALOOL 13 IRb, EM 0,43
TERPINEOL 14 TRh, EM 1,71
e TERPINEOL 15 | Hpc EM 1,20 58] 14 254 34§ 159
SESQUITERPENOS
a-CUBEBENO 18 IRb, EM 05 o2
kr COPARNG 19 | Rpc EM #3% o024 o039 06}
P-ELEMENO 20 IRb, EM L1y  os¥ 124 114 039 0,99
In-GURJUNENo 21 | IRpc, BM 041 029 024 oid
P-CARIOFITL.ENG 22 Rpe, EM 127 1574 s4d sed 42 104
AROMADENDRENO 24 | IRpe,EM 031 o044 164 104 0,3}
HUMULENG 25 | Rpc,EM 23 17 15§ 229 109 3.5
ALLOAROMADENDRENG 26 | TRpe, EM 031  09F o084 031 .43
-MUUROLENG 27 Re, EM 114 646 199 5.29
[B-SELINENO 28 IRb, EM 99 11,00 0,8(
B-CADINENO 29 | Ips, FM L 0.8
GERMACRENG.D 3 | IRpe EM 2343  127)] 266  4.54
x-MUUROLENO T Rb, EM 124 091 oo oaf o035{ 103
-CADINENO 32 IRh, FM 06 048
j-cADINENG 33 Kb, EM 407 2% 5094 354 199 339
1-GLOBULOL M | RpaEM 041 133 0,53
OLIDOL 35 | IRpi EM 649 043 2030 1200 191 1251
[ESPATULENOI 3 | IRps EM 174 84y 25 379 66] 674
GLOBULOL 37 | Rps, EM 264 704 244 22 100 144
VIRIFL.OROL 38 | IRps EM Lad 334 134 11 227 480
GUATOL 40 1 IRpc, EM 274 044 034 083 134 034
-CADINOL 42 | IRpi, EM 294 47 259 300 130  Le
T-MUUROLOL 43 | Rpe, EM 74d 333 3,60 3,1
[AROMADENDRENODIOI, 44 | IRps. FM 208 o029 1.8 119 1id 3.4
% COMP TDENTIFICADOS 920§ 8L0L 723 53 83,4 7400
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Figura 1: Cromatograma da variag@o do 6leo essencial da parte aérea de espécies de
Baccharis, coletada as 8:00 horas (programa 1)
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Figura 2: Cromatograma da variagdo do 6leo essencial da parte aérea de espécies de

Baccharis masculina e feminina, coletada as 8:00 horas (programa 1)
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Figura 3: Cromatograma do Oleo comercial de B. dracunculifolia (programa 2). (a)
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minutos. () expansio do cromatograma de 22-34 minutos (d) corrente idnica total
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Os numeros dos picos nos cromatogramas das Figuras 1, 2 ¢ 3 correspondem
aos compostos detectados nas espécies de Baccharis indicados nas Tabelas 1 e 2 ¢
nas estruturas dos compostos conforme Figuras 4.1 e 4.2. As estereoquimicas
indicadas nas estruturas dos compostos detectados, sdo relativas.

2029927

o-tujeno n— pimeny  sabineno  P-pineno  P-mirceno  Rfelandreno u-t-erpineno
H
=
H
8 2 1 u 1z 13 14
p-cimeno  jimoneno transfi-orimeno v -terpineno  terpinolenc linalool 4-terpineal

&L 20
o-terpingol carvena  geramiol a-cubebeno o -copacno B-elemenc
DY
calareno aromadendrena bumuleno

ll.lou:madendru;n p-aslinenc
Figura 4.1: Estrutura dos compostos detectados nas espécies de Baccharis
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Figura 4.2: Estrutura dos compostos detectados nas espécies de Baccharis
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Os constituintes majoritarios identificados nas diversas espécies de Baccharis

estdo relacionados abaixo:
® B. caprariaefolia (feminina/masculina): germacreno-D 30 (23,5%/12,7%), B-
cariofileno 22 (12,7%/15,7%) e y-muuroleno 27 (11,4%/6,5%);

» B dracunculifolia (feminina/masculina): B-selineno 28 (9,9%/11,0%) e nerolidol

35 (20,8%/12,0%):
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B. tridentata

Mbeshinin  ctaetladn

il 6 R
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B. erinclada (feminina/masculina): B-pineno 4 (21,4%/1,2%), limoneno 9
(15,2%/2,7%), B-cariofileno 22 (4,2%/10,7%), nerolidol 35 (1,9%/12,6%): B.
myriocephala: 8-cadineno 33 (9,4%), nerolidol 35 (9,0%) e espatulencl 36
(9.4%);,

B. platipoda:. espatulenol 36 (8,8%);

B. tridentata: espatulenol 36 (21,2%) e 8-cadineno 33 (7,7%);

» B. vincaefolia: B-cariofileno 22 (8,7%) e 8-cadineno 33 (8,9%);

* B. tridentata pode ser considerada uma boa fonte de espatulencl 36 (21,2%) e sna
potencialidade econémica frente a outras fontes de espatulenol 36 sera
posteriormente investigada.

Observou-se neste estudo que existe uma variagio na quantidade de mono e
sesquiterpenos oxigenados de uma espécie para outra, porém serio necessarios
dados adicionais para algumas conclusdes taxondmicas. Outro aspecto interessante
citado na literatura foi a detecgdo e o isolamento dos 6xidos de cabreqva 47, 48, 49 ¢
50, dos isoumbertiois 51, 52, 53 e 54'* ¥ ¢ do 6xido de cariofileno 55 no 6leo
comercial de Baccharis dracunculifvlia, Figura 5.

No oleo comercial de B. dracunculifvlia, forecido pela Dieberger Oleos
Essenciais, foram encontrados 6xido de cabrenva 48 (IR=1512), 6xido de cabretiva
30 (IR=1529), 1soumbertiol 51 (IR=1588) e isoumbertiol 53 (1IR=1611). No 6leo
hidrodestilado de planta fresca foi detectado apenas o isoumbertiol 53 (IR=1611),
quando da coleta de inflorescéncia de B. dracunculifolia feminina as 7:00 horas, A
presenga destes compostos no dleo comercial pode ser relacionado a:
¢ formagéo de artefatos durante a estocagem da planta;

e oxidacdo do dleo apds a extragio;

e o0s varios diastereoisomeros séo preduzidos por diferentes quimiotipos ¢ a coleta

em massa nio faz distingdes.
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O precursor destes compostos poderia ser o nerolidol 35, o qual poderia ter

sofrido oxidagbes e ciclizagdes sem nenhum controle estereoquimico’”.

Fato semelhante foi observado na andlise de 6leo de sementes de Compostas
estocadas por um determinado periodo, nas quais foram detectados acidos graxos,

pouco usuais contendo epoxidos, hidroxilas, etc.'®

§ -a... f
H H
47 18
H
OH
H
52
aptl
o) ."",,
53 5 35
el — i

Figura 5: Compostos encontrados no 6leo comercial de B. dracunculifolia

Os espectros de massas dos composios identificados nos oleos essenciais das

diversas espécies de Baccharis através de CG/EM (Figuras 1, 2 e 3) estdo

relacionados abaixo.
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Durante a analise dos componentes dos oleos essenciais de Baccharis
verificamos que 0os mesmos sdo mais 1cos em compostos sesquiterpénicos do que
monoterpénicos. O oOleo de Baccharis dracunculifolia comercial foi também
fracionado para isolar ¢ identificar um comosto sesquiterpénico até entdqo nao

isolado, e de dificil identificagdo por espectrometria de massas.

Isolamento do 4-hidroxi-7-metileno, 1,1,4-trimetil-triciclo
(6.3.0.0) undecano- 39 de B. dracunculifolia

Da fragdo polar do 6leo comercial de 5. dracunculifolia, eluida com gradiente
hexano-acetato de etila (8:2), isolou-se o 4-hidroxi-7-metileno, 1,1,4-trimetil-triciclo
(6.3.0.0) undecano- 39, o qual apresentou-s¢ como um 6leo incolor e tentativas de
recristalizagio utilizando vérnos solventes (éter etilico, cloroformio, metanol,
hexano-éter etilico, metanol-éter etilico, etc.) foram infrutiferas. Este composto foi
obtido com muita dificuldade, devido a presenga de impurezas de outros compostos
e as perdas ocorridas no processo de isolamento.

O espectro de 1V (E 1V-1) do 4-hidroxi-7-metileno, 1,1,4-trimetil-triciclo

(6.3.0.0) undecano- 39 apresentou uma banda de estiramento em 34239 em™,
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caracteristica do grupo OH, bandas em 1654,7 cm™ ¢ 8933 om™', caracteristicas do
grupo C=CH,.

A atribui¢do dos deslocamentos quimicos dos prétons e dos carbonos-13,
baseada na teoria dos deslocamentos quimicos, foi feita através dog espectros
unidimensionais de RMN'H e de RMNYC (espectro desacoplado em faixa larga e
do tipo DEPT 135 e do DEPT 90) ¢ com base na atribuicdo dos deslocamentos

quimicos de prétons para o globulol 37" ¢ espatulenol 36'°

0-490-94

1-03

<

5

Figura 6: Deslocamentos quimicos de 'H e 1*C do 4-hidroxi-7-metileno, 1,1,4-
trimetil-triciclo (6.3.0.0) undecano- 39

O espectro de RMN'H4 (ER‘H—I) apresentou bandas de absorges de baixa
intensidade entre 0,49 g 0,94 ppm atribuidas aos protons do anel ciclopropénico (H,,
¢ Hy,), trés singletos em 1,03 ppm, 1,05 ppm ¢ 1,10 ppm, atribuidos aos protons
metilicos de Cy, Cy e Cio, respectivamente. O singleto em 1,10 ppm foi atribuido aos
prétons metilicos do Cq: esta desprotegdo ocorreu devido 3 presenc¢a de um grupo -
OH vizinho ao C,,. O dubleto largo em 4,85 ppm foi atribuido aos protons olefinicos
do C,,.

Estes dados espectrais, Juntamente com o espectro de RMN'*C (ER”C-I)
levaram-nos a sugerir a estrutura do 4-hidroxi-7-metileno, 1,1,4-trimetil-triciclo

(6.3.0.0) undecano- 39. a qual foi confirmada atraves dos dados da literatura'™ 18



Resultados e Discussio 25

Assim sendo, foi possivel atribuir os sinais dos espectros de RMN'H (ER'H-1) e de
RMNC (ER"*C-1) com maior precisdo.

A partir do espectro de RMNC (ERVC-1) 75,4 ppm foi atribuido ao Cs
(carbinol) com base no composto modelo globulol 37"7. O deslocamento quimico em
18 ppm foi atribuido ao carbono C; com base nos deslocamentos quimicos dos
carbonos correspondentes dos compostos modelo aromadendreno 23, globulol 37 ¢
espatulenol 36. Os deslocamentos em 157.2 e 104,5 ppm foram atribnidos aos
carbonos C7 e C;, com base nos deslocamentos quimicos dos compostos modelo

espatulenol 36 e giobulol 37" (Figura 7).

RMNI3C RMNBC

Figura 7: Deslocamentos quimicos de B do espatulenol 36 e do globulol 37

O espectro de massas (EM-1) do 4-hidroxi-7-metileno, 1,1,4-trimetil-triciclo
(6 3.0.0) undecano- 39 apresentou ion molecular com 3% de intensidade em m/z 220
¢ fragmentag0es em m/z 202 (M-18), 187, 159, 133, 120, 91 e pico base em mn/z 43.

Uma possibilidade seria 0 composto 39 scr o espatulenol 36 mas com
coinjegdo do padrio verificamos que 0s (empos de retengdo dos compostos 36 ¢ 39

sio diferentes. O composto 4-hidroxi-7-metileno, 1,1,4-trimetil-triciclo (6.3.0.0)
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undecano- 39, um Alcool sesquiterpénico, ndo foi isolado anteriormente no oleo de

vassoura ¢ consiste de uma nova estrutura na lteratura,

Variagao do Perfil dos Oleos Essenciais de Baccharis

Nos estudos dos oleos essenciais de Baccharis outro fato que merece
destaque foi a variagdo observada entre especimens femininos ¢ masculinos da
mesma especie (Tabela 2, Figura 2). A fim de avaliar a variagdo entre os
componentes de espécimens femininos e masculinos, idealizamos uma razio interna
entre a8 quantidade de monoterpenos e sesquiterpenos. A razdo
monoterpeno/sesquiterpeno foi maior nas plantas femininas de B. dracunculifolia e
de B. erivclada.

Com o intvito de explicar essa variagdo, o 6leo essencial da parte aérea de 2
plantas uma feminina e outra masculina de B. dracunculifolia foi monitorado ao
longo de um periodo diurno, coletadas a 8:00 horas. Neste estudo verificamos dois
fendmenos, um relacionado aos indices pluviométricos e o outro relacionado a0
rendimento do éleo. No primeiro, a razio monoeterpeno/sesquiterpeno apresentou
valores altos em épocas de baixos indices pluviométricos e baixos valores para altos
indices pluviométricos. Diferengas maiores foram observadas entre plantas
masculinas ¢ femininas durante as épocas de inflorescéncias (Marco 93 ¢ Agosto 93)

(Figura 8).
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Figura 8: Variagio sazonal da razio monoterpeno/sesquiterpeno da parte aérea de
volateis de B dracunculifolia feminina e masculina.

No segundo fendmeno observado, verificamos baixo rendimento do 6leo em

épocas de baixos indices pluviométricos e altos valores para altos indices

pluviométricos (Figura 9).

+ 1400
t 12,00
- 10,00
- 800

% Oleo

- 6,00

+
Pluviometria {em)

400

- 200

+ 0,00

ILII:I:IIIIIIII feminino masculino =—O— Pluviometria (cm) |

Figura 9: Rendimento total do oleo da parte aérea de B. dracunculifolia comparado
com a época de chuva, coletada as 8:00 horas
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As variagdes observadas poderiam ser atribuidas ao estresse hidrico ou salino
e para confirmar esta hipotese, submetemos a B. dracunculifolia (maculina) a
estresse salino ¢ aquoso, em laboratério por um periode de 72 horas, antes da
hidrodestilagdo. Galhos com folhas de uma mesma planta, coletados & 8:00 horas,
foram mergulhados em agua e em uma solugio aquosa de cloreto de magnésio 1x10°
1 M, respectivamente, e um terceiro foi deixado como testemunho. Em ambos os
casos ocorreu um decréscumo na razio monoterpeno/sesquiterpeno € um aumento de

100% no rendimento do 6leo (Figura 10, Tabela 3).
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Tabela 3: Composi¢io percentual relativa dos oleos essenciais da parte aérea de

Baccharis dracunculifolia (maculina) sob condigdes de estresse

Compostos [Método | Controle | Aquoso | Salino
MONOTERPENODS
a-PINENO 7 |IR=EM 1.45 017
B-PINENO 4 |TRpcEM 195 0,07 089
A-MIRCENO 5 |RbFM 0.50
LIMONENO 9 |IipcEM 4,19 .67 1,02
y-TERFINENO 1% IRb,EM 0,88 0,81 .76
4-TERPFINEOL 14 |IRb, EM 0.48 0,38 0,41
a-TERPINEOL 15 [Rp: EM Q4,72 1,71 1.87
SESQUITERPENOS
= CUBEBENO 18 | IRBEM 0,15 0,23 038
= COPAENO 19 |IRpeEM 0.4% 0.78 T.10
[ B-ELEMENQ 20 |IRBEM 1,18 149 1,89
= GURIJUNENO 21 |TRpoM .45 0.65 576
B-CARTOFILENO 2 1Rpc EM 598 7,00 9.1
AROMADENDRENG 24 | IRpcEM 1,62 251 330
HUMULENO 25 {IRes EM 2,49 2,7% 3.57
ALLOAROMADEND. 26 |IRpc, FM 1.24 121 1,90
y-MUURGLENO 77 |1Rpc. EM 11,00 287 554
A-SELINEND 28 IRb, EM 2,10 349 4,00
B-CADINENOQ 29 |IRps. EM 1,22 2,59 2,52
GCERMACRENO-I} 30 |IRpc, EM 730 299 331
y-CADINERO 32 Rb, EM 1,48 1,97 2.3
5 CADINENO 33 |IRb, EM 498 735 912
EPI-GLOBULOL 34 |iRps.EM 0.38 0,69 0,54
NEROLIIMOL 35 | IRpi. EM 0,31 0.43 0,52
ESPATULENOI. 36 |IRpi, EM 133 8,07 8,40
GIL.ORAULOL 37 | iKss, EM 4,74 5.60 579
VIRIDIFFOROL 38 {IRps. EM 3.68 3,05 2,940
GUAIOL 40  }IRes, EM 087 1,43 1.57
a-CADINOL 42 1Rpi EM 322 468 5,00
T-MUUROLOL 45 jIRpe EM 532 10,19 92,92
AROMADENTHOL 44 jIRps, EM 2,10 2,80 279
2% Comp. Identificados 88,1 79,6 91,2
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Figura 10: Vanagio da composicio dos oleos essenciais de B, dracunculifolia

(masculina) sob condigdes de estresse
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Ficou assim confirmado que parte da variagio sazonal do 6leo essencial da B.
dracunculifolia pode ser atribuida ao estresse hidrico e salino. Para explicar as
diferencas entre a razdo mono/sesqui dos espécimens masculinos e femininos nos
meses de margo e agosto (Figura 8), monitorou-se folhas e inflorescéncias de uma
planta feminina ¢ de uma planta masculina de B. dracunculifolia ao longo do dia, as
8:00, 11:00, 14:00 e 17:00 horas. Venficamos que a maior razfio mono/sesqul €
obtida com inflorescéncias de plantas masculinas e quando a coleta é realizada em
torno das 11:00 horas, com uma inversdo marcante nas inflorescéncias de plantas

femininas (Figura 11).

8,30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05 T
0,00

Mono/ Sesqui

3:00 11:00 1400 17:00

Horas

8 Folhas masc, ——Folhas fem. —8—Inflor. masc —O—Inflor. fem. |

Figura 11: Variagdo da razéo monoterpeno/sesquiterpeno em B. dracunculifolia
feminina e masculina

O estudo de apenas duas plantas ndo ¢ suficiente para obter resuitados
conclusivos. Confirmagdio adicional foi obtida estudando uma populagdo de 10
plantas femininas e 10 masculinas de Baccharis dracunculifolia, crescendo em uma

area restrita no campus da UNICAMP (Figura 12),
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Foram coletadas separadamente folhas ¢ inflorescéncias as 8:00, 11:00 e
17:00 horas, totalizando 120 amostras, Os resultados obtidos foram stmilares,
mostrando que existe uma relagdo entre os volateis de inflorescéncias e o sexo da
planta, com uma raziio maior de mono/sesquiterpeno ocorrendo em torno das 11:00
horas para inflorescéncias de plantas masculinas. Uma variagdo inversa ¢ observada
nas inflorescénctas de ptantas femininas.

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente através do teste de
Duncan sendo feitas comparagdes multiplas do sexo e da parte da planta utilizada e
do horério de coleta. As inflorescéncias femininas apresentaram uma variagdo muito
alta o que com orientagio de botanicos, foi atribuido ao fato das coletas terem sido
realizadas sem levar em consideragio a separagdo das inflorescéncias ¢ das
infrutescéncias (dificeis de serem distmguidas), o que poderia estar influenciando
significativamente nos resultados. O tratamento estatistico dos dados também
mostrou que ndo existe uma diferenga significativa entre as folhas dos espécimens
masculinos ¢ femininos e que ndo ha variagdo do 6leo essencial ao longo do dia.
Resultados melhores certamente poderdo ser obtidos estudando uma populagdo de

Baccharis cultivada, cujas plantas sdo mais homogéneas.
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Figura 12: Variagdo média da razdo monoterpeno/sesquiterpeno em inflorescéncias
de 10 plantas femininas e 10 masculinas de . dracunculifolia
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Para confirmaco destes resultados foi feita uma amostragem de
inflorescencias e de infrutescencias separadamente, em uma populagio de 05 plantas
femininas e de inflorescéncias de 05 plantas masculinas, coletadas de hora em hora
das 7:00 as 15:00 horas e das 7:00 as 13:00 horas, respectivamente, em dezembro de
1994, totalizando 80 amotras.

Os resultados confirmaram as observagdes anteriores de que existe uma
relagio entre os volateis de inflorescéncias masculinas e de infrutescéncias
femininas, porém esta relagdo é muito mais complexa, com picos de inversdc na

razdo monoterpeno/sesquiterpeno as 9:00, 11:00 e 13:00 horas (Figural3).

00600 — ‘
] 00500 | |

Mano/Sesqui
%
L]
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8,00
9,00
10,00
om 4
12,00
1300 ~
14,00
15.00

B Horas
—&—Fem. infrut, —=—Masc. inll. —&—Fem. inflor. \

Figura 13: Variagio da razio monoterpeno/sesquiterpeno em inflorescéncias
masculinas ¢ femininas e infrutescéncias femininas de B. dracunculifolia

Com este estudo, verificamos que existe uma relagdo entre os volateis das
inflorescéncias e o sexo da planta. Esta relagéo ¢ complexa, com uma razdo maior de
mono/sesquiterpeno ocorrendo as 9:00 e 11:00 horas para as inflorescéncias
masculinas ¢ uma variagao inversa € observada nas infrutescéncias das plantas
femininas, com uma razdo maior de mono/sesquiterpeno as 10:00 e 13:00 horas.

Podemos entdo dizer que existe uma complementariedade na liberagdo dos volateis
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entre os espécimens mascutinos ¢ femininos ao longo do dia, fazendo com que
ocorra uma atragdo constante dos visitantes. Nas observagdes dos insetos visitantes,
verificamos que no periodo das 10:00 as 15:00 horas & que ocorre a maior atividade
dos mesmos.

Os resultados mostraram que as infloréscencias das plantas femininas nio
influenciam significantemente nos resultados quando da utilizagdo da razio
monoterpeno/sesquiterpeno para avaliar a variagio entre os componentes de

espécimens femininos e masculinos de B. dracunculifolia.
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Biologia de Polinizacio

Considerando os perfis contrastantes de dleos essenciais de B. dracunculifolia
€ que o perfume das flores possui um papel muito importante como atrativo de
visitantes florais, entre eles os msetos polinizadores, consideramos primeiramente
que a polinizagdo poderia estar envolvida com a variagfio observada no odleo
essencial’” 22,

No presente trabalho foram realizadas observagdes de campo visando
relacionar a polinizagdo desta especie de Baccharis com os seus visitantes. A
biologia de polinizagio incluiu a coleta dos visitantes florais e anotagdes sobre suas
atividades durante as visitas.

Os insetos visitantes da A. dracunculifolia foram observados semanahmente
de agosto 4 novembro de 1993 e de abril 3 Junho de 1994, em dias chuvosos,
ensolarados e nublados, no periodo das 7:00 as 17:00 horas.

Diferentes grupos de insetos foram obscrvados como visitantes florais. A
diversidade de visitantes no capitulo inclui espécies de insetos pequenos e
generalistas (Tabela 4). As visitas de moscas, vespas e¢ abelhas sio fortemente
influenciadas por fatores meteoroldgicos, principalmente pela temperatura. Elas
estiveram ausentes das flores durante dias nublados e chuvosos, quando a
temperatura estava proxima ou abaixo de 20° C. Mesmo em dias ensolarados, os
insctos mostraram maior atividade das 10:30 as 13-30 horas, quando a temperatura
estava proxmma de 28° C ou mais alta, Na Figura 14 temos as partes das flores

masculinas e femininas de B. dracunculifolia.
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Figura 14: Flores masculinas e femininas de B. dracunculifolia
a = anteras conadas, p = papus, ro = rudimento estéril do ovario, ¢ = corola, e = estigma, 1 = capitulo

masculino, ] = capitulo feminino



Resultados ¢ Discussio 37

As formigas Zacryprocerus pusilus e (Camponotus crassus (Hymenophera:
Formicidae) foram os visitantes mais freqiientes e constantes, patrulhando a planta
toda, incluindo o capitulo, ao longo de todo o periodo de observagio.

Abelhas solitarias Augochloropsis cupreola e Paroxystoglossa jocasta
(Hymenophera: Halictidae) também visitam as flores masculinas e femininas, Elas
chegam em torno das 8:00-9:00 horas e permanecem até as 12:00 horas,

A vespa Polystes suberosa (Hymenophera; Vespidae) e a mosca Ornidia
obesa (Dyptera: Syrphidae) também foram observadas em flores masculinas e
femininas das 7:00 as 13:00 horas, porém a mosca Ornidia obesa ¢ mais frequente
das 11:00-12:00 horas.

Um outro grupo de visitantes florais consiste de insetos que diretamente se
alimentam no capitulo, usando pdlen, néctar ou ambos. Abelhas sociais nativas
como Plebeia mosquito, Trigona spinipes e Trigona angustula (Apidae) foram
observadas somente em flores masculinas. Elas chegam em torno das 9:00-11:00

horas e permanecem até as 13:00 horas.

Tabela 4: Insetos observados visitando inflorecéncias em Baccharis

dracunculifolia
Abelhas Sociais Formigas
Trigona angustula Zacryptocerus pusilus
Trigona spinipes Camponotus crassus
Plebeia mosquito Mosca
Apis mellifera Ornidia obesa
Abelhas Solitdrias Vespa
Augochloropsis cupreola | Polystes suberosa
Paroxystoglossa jocasta
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Através da analise cromatografica dos Oleos essenciais da Baccharis
dracunculifolia foram detectados 75 componentes, levando em consideragdo os
diferentes horarios de coleta das inflorescéncias das plantas femininas e
iflorescéncias das plantas masculinas. Esses componentes foram divididos em 9
grupos de terpenos com as respectivas percentagens (Tabela 5), para atender as
exigéncias da Analise de Correspodéncia Canonica® efetuada entre a matriz de
volateis florais e a dos insetos visitantes.

Na Figura 15 temos o perfil dos 6leos analisados através de cromatografia
gasosa, separados em 9 grupos de terpenos. Os grupos A (JR= 1115-1250), B (IR=
1250-1465), C (IR= 1465-1545), D (IR= 1545-1610 ), E (IR= 1610-1710), F (IR=
1710-1740), G (IR= 1740-1760) e os grupos H e.l.com indices de retengdo acima de
1760. Dos 75 componentes detectados, alguns compostos foram identificados por
comparagdo do espectro de massas ¢ comparados com os indices de retengio (tabela
1, programa 2) dos compostos do Oleo de B. dracunculifolia. Vanos constituintes
estdo presentes como tragos, sendo o nerolidol 33 e o espatulenol 36 os componentes
principais em todos os horarios de coleta, tanto em espécimens femininos como em
masculinos. A quantidade do nerolidol 35 variou de 10-41% dependendo do horario

de coleta enquanto que o espatulenot 36 variou de 2-31%.
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Figura 15: Cromatograma do 6leo essencial de inflorescéncia feminina de B,

dracunculifolia coletada as 7:00 horas (separado em 9 grupos de terpenos)
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No grupo A (IR=1115-1250) existe uma predomnincia de monoterpenos
com P-pineno 4 e linalool 13 como componentes principais; grupo B (1250-1465)
alcoois monoterpénicos e cetonas com o-terpineol 18 e geraniol 17 como

componentes principais;

OH
A CH,0H
I
| OH
4 13

15 4l
B-pineno linalool a-terpineol geraniol

grupos C (IR= 1465-1545) e D (IR= 1545-1610 ) hidrocarbonetos sesquiterpénicos

com B-cariofileno 22 ¢ humuleno 25 como componentes principais

22 25
B-cariofileno humuleno

Os grupos E (IR= 1610-1710), F (IR= 1710-1740), G (IR= 1740-1760), He I
sio alcoois sesquiterpénicos, epoxidos e cetonas com nerolidol 35 e espatulenol 36
como componentes principais. Os principais grupos de compostos presentes sdo 0s
grupos E ¢ F, variando de 17-81% dos constituintes de acordo com os horarios de
coleta, as inflorescéncias e espécimens masculinas ou femininas, tabela 5. O grupo E

corresponde & regido dos alcoois sesquiterpénicos (nerolidol 38) e triciclicos
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(espatulenol 36, globulol 37 e viridifiorol 38) ¢, o grupo F corresponde a regido dos

alcoois sesquiterpénicos biciclicos (cadinot axial 41, u-cadinot 42, T- muurolol 43),

Y
H
35 37 38
nerolido! globulol viridiflorol

41 42 43
cadinol axial a-cadinol T-muurolo]

Antes de qualquer tratamento estatistico, os valores percentuais dos grupos de
terpenos  constituintes do o6leo essencial de B, dracunculifolia  sofreram
transformagdio arco seno, objetivando eliminar o inconveniente inerente a
curvilinearidade da escala das proporgdes.

Partindo entdo de uma matriz triangular de coeficiente de distancia “Canberra
metric”, incluindo zero duplo, a anilise de agrupamento por média de grupo
(UPGMA) produziu um dendograma (Dendograma 1), que separou dois grandes
biocos de 7 amostras femininas e 7 masculinas, Curiosamente, cada bloco segregon
capitulos masculinos de capitulos femininos, havendo apenas uma amostra de

inflorescéncia masculina coletada as 11:00 horas (M11) agrupada entre as femininas,
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assim como apenas uma amostra de inflorescéncia ferminina coletada as 8:00 horas

(FOB) agrupada entre as masculinas.
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F10 }—-
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Dendograma 1: Dendograma de agrupamento das amostras horarias de volateis de
espécimens masculinas ¢ femininas de B. dracunculifolia.

Esta situagdo, previamente detectada em outras espécies de Baccharis"'
levantou questes importantes para a polinizagdo dessas espécies. Isto porque, num
sistema sexual dioico, sera esperada uma quimica de volateis florais que
apresentasse compostos comuns entre individuos dos dois sexos (Figura 2).

Na Figura 16 temos o grafico dos horanos de coleta das inflorescéncias
masculinas ¢ femininas de B. dracunculifolia versus as médias das massas (mg)
obtidas nos grupos de terpenos (% componentes em cada classe de compostos x

massa do 6leo obtido em cada horario de coleta/100).



Resultadoes e Discussio 43

I 15 -
i =] ! i
o
- E 1 E
H "
o514 g
1 m
= =
0
MC7 MG M1 M13

r_ .

B 2

I g

| § :

.-

:‘ F 07 FDo F11 Fi13

| Horarios

| =R - B+C+D+E'J ——F = G—a—H ]

Figura 16: Variagao das massas nos grupos de terpenos em espécimens masculinas
e femininas versus o horario de coleta

Os picos horarios de eliminagiio dos diferentes grupos de terpenos sc
alternam entre espécimens masculinos e femininos ao longo do periodo observado,
demonstrando  assim que em Baccharis dracunculifolia  ocorre  uma
complementariedade no “bouquet’floral. Esses pulsos sugerem que a eliminagio de
volateis ocorre na medida em que eles sdo secretados, sem que haja ocorréncia do
seu acamulo prévio®?,

Os grupos de terpenos foram considerados varidveis ambientais e comparados
com os insetos visitantes, verificando assim a influéncia dos terpenos no

comportamento dos insetos ao longo do dia.
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Tabela 5: Percentagens dos componentes do 6leo essencial dos grupos de terpenos

de inflorescéncias de espécimens femininas ¢ masculinas de Baccharis
dracunculifolia
Grupos de Terpenos
Horario de B C D E
jeoleta (horas)
Masc. Inf. 7:00 0,59 060; 148 2,07 55,15 2793 8,35 0 2.57
Fem. [nfl. 7:00 0 0 0 0 81.07 18,93 0 0 0
[Masc. Inf. 8:00 0 0,531 1,39 1.81 61.60| 2837 0,94 0 5,02
Fem. Infl. 8:00 0,23 0,27 022 4,53 56,94 2991 5,08 1,23 0,66
Masc. Infl. 9:00 0.58 238 3.53 6,36 56.533] 19,06 5.64 0 5,11
Fem. Infl. $:00 0 o 7.1 0 61,38 23,34 7.56 0 ]|
Masc. Inf. 10:00 0,99 0,17 042 3.571 66,29 20,21 6,79 0 1,09
Fem. Infl. 10:00 0 0 0 0 63,37| 32,88 3,74 0 0]
Masc.Infl. 1100 5,01 0 0 0l 6594 28,97 0 0 0
Fem. Infl. 11:00 0 1,44} 258 0 52,89 29,30 13,78 0 0
Masc.Infl. 12:00 238 0 4.56 6,671 62491 17,97 6.12 ] 0.53
Fem. Infl. 12:00 0 0 0 0l 64,26] 3574 ¢ 0 0
Masc. Infl, 13:00 1,59 0 0 3,02 70,27 20,13 5,00 0 0
Fem, Infl. 13:00 0 0,517 299 2,37 26.84) 2947 9,97 0.67 0

Para tratamento estatisico dos dados foi utilizada a analise de componentes

principais (PCA) por correlagio. PCA ¢ utilizada para ordenar as amostras

individuais de acordo com a composigio quimica. A matriz consistiv de 75

constituintes dos 6leos essenciais de Baccharis dracunculifolia, 07 amostras de

inflorescéncias masculinas e 07 amostras de mflorescéncias femiminas.

Com a finalidade de melhorar a analise ehminando a multicolinearidade entre

as vartaveis, a matriz foi simplificada para 09 grupos de terpenos (cromatograma da

Figura 15). Com esta simplificagdo, apenas 3 eixosm (1, 2 e 3) do PCA explicaram

69,36% da varidncia amostrada o que permitiu separar as plantas femininas e
masculinas (Tabela 6).
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Tabela 6: Distribuigio de variéncias entre os eixos da Analise de Componentes
Principais por correlagio.

Eixo | Autevaler |Variancia | Variincia
Yo cumulativa %

1 3.01252 33.47 33.47
2 2.05640 22 85 56.32
3 1.17384 13.04 69.36
4 1.03030 11.45 80.81
5 0.77324 8.59 89.40
6 0.39118 435 93.75
7 0.34669 3.85 97.60
8 13798 1.53 99.13
9 0.07785 0.87 100.00

Na Tabela 6.2 temos os eixos das matrizes dos compostos divididos em 9
grupos. No eixo 1 (autovalor 3,01/varidncia 33,47%, Tabela 6) temos uma
ordenagdo promovida pelos grupos de terpenos G, B e C para as inflorescéncias
femininas as 13:00 horas e ds 11:00 horas e para as inflorescéncias masculinas as
9:00 horas, respectivamente (Tabela 6.1), polarizada pelos grupos F, AeE.

O eixo 2 do PCA (autovalor 2,06/varidncia 22,85%, Tabela 6) separa as
plantas masculinas das plantas femininas quanto aos niveis de oxidagdo dos
sesquiterpenos (Tabela 6.1) sendo as plantas masculinas caracterizadas por
sesquiterpenos ndo oxigenados (cadinenos, germacreno-D), grupo D e as femininas
por sesquiterpenos oxigenados, grupo F, tabela 6.2. Pensando em termos de
polimzagio esta ordenagiio poderia implicar em pouco significado bioldgico ainda
obscuro mas, do ponto de vista fitoquimico, ela permite separar dois grupos de
compostos que informam bastante sobre a segregagdo enzimatica entre plantas

masculinas e femininas.
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No eixo 3 temos uma ordenagdo de amostras pela classe H, polarizada pelas
classes, B ¢ I, tanto para as plantas masculinas quanto para as plantas femininas
(Tabelas 7 e 8).

Tabela 6.1: Escores para os horéarios de coleta

Horario Eixo 1 | Horirio Eixo 2 | Hordrio Eixo 3 |Horario Eixod
Fem.13:00 3,05 | Masc. 9:00 2,63 Fem.13:00 1,66 [Fem 800 233
Fem.11:00 2,32 (Masc. 12:00 2,05 (Fem.8:00 136 [Masc8:00 1,12
Masc.9:00 2,08 [Masc. 13:00 1,14 |Masc 12:060 1,35 (Fem.12:00 0.923
Fem.8:00 1,02 | Masc. 8:00 0,84 |Masc13:00 0,92 |Masc10:00 035
Masc.7:00 0.86 |Masc. 7:00 0,78 |Masc.11:00 049 |Fem.13:00 0.22
Masc.8:00 0,28 [Masc. 11:00 0,20 |Fem.9:00 0,35 }Fem.10:00 0,20
Masc. 12:00 0,10 | Masc. 10:00 0,08 | Masc.10:00 0,32 (Masc.7.:060 0,09
Fem, 9:00 -0,14 |[Fem.8:00 0,07 |Fem, 7.00 -0,31 [Masc. 900 -0,04
Masc. 10:00 -0,52 [Fem.7:00 -0,03 {Fem, 10:00 -041 tMasc 11:00-0,02
Masc. 13:00 -1,01 |Fem, 9:00 =095 |Fem. 12,00 -0,70 |Fem. 7:00 -0,37
Fem. 10:00 -1,25 |Fem. 10:00  -1.44 {Masc. 7200 -90,78 |Masc. 13:00-0.90
Fem. 12:00 -202 {Fem.12:00 -1,54 |Fem. 11:00 -1,22 |Masc12:00 -1,13
Fem. 7:(0) -2,18 {Fem. 13:00 -1,57 |Masc. 9:00 -1,33 |Fem. 9:00 -114
Masc. 11:00 -2,57 {Fem. 11:00 -2.27 |Masc. 8:0 - 1,70 Fem. 11:00 - 144

Tabela 6.2: Autovetores para os grupos de terpenos nos diferentes eixos

Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4

G 0,473 |D 0,510 [H 0,523 |H 0,594
B 0,461 |1 0458 |A 0,335 |F 0,516
C 0,421 |A 0,389 |C 0,293 |1 0,310
D 0,276 |E 0352 [D 0276 |E 0,261
H 0,253 |B 0118 |G 0,152 [D 0,209
1 0223 |G -0,054 |E 0,115 {B 0,074
F -0,028 |C 0,103 |F -0,114 [C  -0,175
A -0,174 |H -0,120 [B -0432 A -0192
E -0,407 |F -0462 |1 -0,464 |G -0,317
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Figura 17: Diagrama de ordenagfio das amostras horarias de volateis florais de
Baccharis dracunculifolia pela Analise de Componentes Principais por Correlagio,
segundo os grupos de terpenos

O diagrama de ordenagio praticamente reproduziu o dendograma 1
mostrando, pelo eixo 2, quase os mesmos blocos, sendo os de amostras masculinas
mais coesos que os das femininas, incluindo uma tinica amostra de inflorescéncia
feminina as 7:00 horas (FO7) (Figura 17).

Desta PCA foi possivel perceber que os grupos D e F polarizavam uma
ordenagdo inversamente correlacionada entre flores masculinas ¢ femininas,
podendo um deles ser retirado para analises posteriores. Ao mesmo tempo, 0s outros
7 grupos nio apresentavam o mesmo poder segregatério entre as amostras.

Restava saber se havia um padréio similar para a atividade dos visitantes florais. Foi

construida uma matriz de dados bindrios para registrar as espécies de visitantes
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observadas nos capitulos agrupando-se feminina ¢ maculinas, nos mesmos intervalos

horarios em que as amostras de volateis foram coletadas. Essa matriz foi ordenada

pela Analise de Correspondéncia (CA) cujo diagnostico € apresentado na Tabela 9

(Figura 18).

Tabela 7: Distribui¢do da Inércia segundo os eixos da Analise
entre os visitantes florais e os horarios de coleta de volateis

Eixo | Autovalor Inércia [ Inércia o
Yo cumulativa
1 0,40764 41,07 41,07
2 0.22872 23,04 64.11
3 0.16913 17.04 81,15
4 0,10610 10.69 91.84
5 0,04931 4,97 96,81
) 0,02324 2,34 99,15
7 0.00844 0,85 100,00

de Correspondéncia
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Figura 18: Diagrama de ordenagio pela Analise de Correspondéncia entre os

T. spi = Trigona spinipes, T. ang= Trigona angust

horarios de coleta (# ) ¢ os visitantes florais (+) dos capitulos de B, dracunculfolia.

cuprecia, Paro = Paroxystagiossa jocasta, Omi

ula, Pleb.= Plebeia maosquito, Apis = A

pis mellifera, A. augo = Augechloropsis
= Omidea obesa, Poly = Polystes suberasa
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Tabela 8: Escores para os horirios de observagdo de visitas dos capitulos de B.

dracunculifolia, ordenados segundo os eixos da Analise de Correspondéncia (CA)

Horario |Eixol |Eixo2 |Eixo3 |Eixo4 |Eixo5

M 07 0,6174| -0,1441} -08416( -0,5397| -0,4873
F07 0,9079| -1,3500] 0,7363; -0.4600| 0,2382
M 08 0,4744 | 0,3130| -0,4292] -0,4104) -0,0997
F 08 1,56061 -0,7477| -0,9320( 0,4580| 0,1182
M 09 -0,4889| 0,5194] -0,3560} -0,5953] 0,6095
F 09 0,6655] 0,5125| 0,2117| 0,4885( 0,068
M10 20,1700 0,1900]| -0,1987; 0,1854; 0,1759
F10 0,66551 0,5125| 02117 0,4885| 0,0618
M1l 0,5717| -0,1875} 0,2929! 0,0575; -0,0387
F11 0,0366| 09149 0,2720| -0,1767| -0,3419
M 12 -0,3052| -0,25750 0,1398| 0,1076! -0,0191
F12 0,3851| 0,0089} 04577 -0,2900} -0,1099
M13 -1,1733| -0.4113| -0,4803( 0,1933| -0,1740
F13 1,56061 -0,7477( -0,9320| 0,4580( 0,1182

Tabela 9: Escores para os visitantes florais dos capitulos de B. dracunculifolia,
ordenados segundo os eixos da Analise de Correspondéncia

Especies Eixo 1 Eixo 2 Eixo 3 Eixo 4 Eixo 5
Apis -0,2081 0,2197| -0,3089( -0,5008} -0,2427
T. angustula. -0,8694 | -0,3483| -0,1497 0,4174| -0,0628
T. spinipes -0,8486| -0,0614} -0,2929( -0,0316 00,4987
Plebeia -1,0704| -0,5968| -0,0386 0,3668| -0,3478
mosquito

Aug. cupreola 0,1203 0,5869 0,1626; -0,0494 0,1500
Par. jocasta 0,1579 0,5059 0,4818 0,3776| -0,1351
Poly. suberosa 0,9964| -0,3576| -0,3833 0,1492 0,0263
Ornidea obesa 0,1630] -0,9336 0,9889] -0,4489 0,0796
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A ordenagdo por CA demonstrou que as abelhas sociais nativas Trigona
spinipes, Trigona angustula e Plebéia mosquito, tendem a se concentrar entre as
flores masculinas, independentemente do hordrio de observagdo, Figura 18. As
abelhas solitdrias, a partir do momento em que estdo ativas, ndo apresentam o
mesmo tipo de associagdo. A mosca Ornidia obesa e a vespa Polystes suberosa
mostraram menos restrigdo a associagdo com os diferentes hordrios de visitas as
flores masculinas e femininas, assim como Apis mellifera, uma abelha social
introduzida no Brasil.

Para testar se a matriz de visitantes florais que produziu esta ordenagio pela
CA era consequente & producio de volateis florais, ela foi ordenada pela Analise de
Correspondéncia Canénica (CCA), utilizando a matriz dos 9 grupos de terpenos
como varigvels ambientais, sendo excluidas as espécies de formiga, porqu.
apresentaram variagao quanto as visitas (Tabelas 8 e 9).

A analise realizada com todos os 9 grupos foi submetida ao teste de multiplas
permutagdes de Monte Carlo, ndo sendo significativa nem para os residuos (F =
1,66, P > 0,05) e nem para o 1° eixo candnico (F = 2,17,P > 0,05). Cada grupo,
como variavel, foi testado separadamente em regressdes lineares com a matriz de
visitantes. As proporgdes da varidncia explicada pelas varidveis, juntamente com os
respectivos niveis de significincia, sio apresentadas na Tabela 10, juntamente com
as das posteriores regressbes lineares multiplas, realizadas para selecionar as qu.

mais efetivamente contribuiam para explicar a varidncia das matrizes,
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Tabela 10; Variancia explicada pelos grupos de terpenos em regressdes lineares

multiplas sobre a matriz de visitantes florais, e seus respectivos niveis de

significancia
Modelo de Regressdo Linear Miltipla
Grupos Saturado ABH

% Var, ¥ o % Var. (P

0.24 0.01 0,24 0,01
B 0.12 0,04 0,12 0,04
1 0,03 0.95 0,01 0.95
D 0,03 0,48 0,05 0,48
E 0.06 0.26 0.06 0.26
F 0,08 0,57 0,04 0,57
G 0,05 0,41 0,06 0,41
H 0,14 0,04 0,14 0,04
i 0,03 0,38 0,05 0.38
T varismela 0,78 0,50
P 0.16 0.01
P 0,78 0,01

p = nivels de significancia

A construgdo de um modelo para regressdo linear multipla, com a adigho dos

grupos A (P = 0,01), H (# = 0,04) e B (P = 0,04) possibilitou realizar uma CCA

altamente significativa para o teste de Monte Carlo realizado tanto para o residuo,

como para o 1° ¢ixo candnico, garantindo a relagdo causal entre grupos de terpenos

e os visitantes florais.

Qualquer tentativa de adicionar novos grupos de terpenos néo foi significativa

para a regressdo, como também houve oscilagdo entre uma analise e outra. Ao

contrario do que aparenta, os 50% de variancia associada aos 3 grupos sao bastante

satisfatorios pois, as matrizes espécies baseadas em presenga/auséncia (Tabela 10),

como a de visitantes florais utilizada, tendem a produzir baixos niveis de explanago

frente ao0s testes com varidveis ambientais®®, ndo podendo também desconsiderar o
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ruido que é comum a dados ccologicos. terBraak®® apresentou ordenagdes
informativas com niveis exploratorios similares aos que nos encontramos.
Tabela 11: Matriz das espécies de insetos baseada na presenga/auséncia nas

espécimens masculinas ¢ femininas de B, dracunculifolia nos diferentes horarios de
visitas

Horirio | Apis |T. ang. |T. spi. | Pleb, | Augo. | Pare, Poly, | Orni.
M 07 1 0 0 0 0 0 1 0
F 07 0 ¢ 0 0 0 0 1 1
M08 1 0 0 0 1 0 1 0
Fos 0 0 0 0 0 0 I 0
M09 1 0 1 0 1 0 0 9]
Fyo 0 0 0 0 ! 1 1 0
M 10 1 1 1 0 1 1 1 0
F1i0 0 0 0 0 1 1 1 0
Mi1i1 1 1 1 1 1 1 0 1
F1i 1 0 0 0 1 1 0 QO
M 12 I 1 1 1 1 1 1 1
F12 1 0 0 0 1 1 1 1
M 13 I 1 1 1 0 0 0 0
F 13 0 0 0 0 ¥ 0 1 0

A andlise do diagrama de ordenagdo mostra que a atividade das abelhas
sociais nativas, ou seja, Plebeia mosquito, Trigona angustula e Trigona spinipes,
esta significativamente relacionada aos compostos do grupo A, consttuido
predominantemente por monoterpenos do tipo hidrocarboneto, ao mesmo tempo em
que, tanto esses compostos como as espécies relacionadas, concentrariam seu
forrageio apenas em capitulos masculinos entre 11:00-13:00 horas. Por isto, nfo
contribuem para a polinizagdo (Figuras 19 e 20).

A abelha social introduzida Apis mellifera, bem como as solitirias nativas

Augochoropsis cupreola ¢ Paroxystoglossa jocasta, tem sua ativadade relacionada
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ao grupo B, constituido por alcoois ¢ cetonas monoterpénicos. Os compostos deste
grupo sdio importantes sinalizadores, que contribuem significativamente para a
polinizagiio, pois distribuem a atividade das abelhas entre plantas masculinas nos
horarios das 7:00 as 10:00 horas, e femininas as 7:00 horas, mas, principalmente,
das 10:00 as 12:00 horas.

Ornidia obesa tem uma resposta mais ampla aos compostos dos trés grupos,
A, B e H, frequentando tanto flores masculinas como femininas. E um visitante
menos frequente do que as abelhas, mas eficiente polinizador. S&o bem menos
frequentes as visitas de Polystes suberosa, uma vespa cuja atividade ¢ ligada aos
compostos do grupo H, que s3o sesquiterpenos dioxigenados, visitando
principalmente plantas femininas entre 7:00 e 12:00 horas e masculinas apenas as

13:00 horas, o que reduz sua eficiéncia como polimzador.



Resultados e Discussio

55

1.09

EIXC1

-Pow

Figural9: Diagrama de Ordenagéo da Andlise de Cormrespondéncia Candnica (CCA)
entre os grupos de terpenos (—), os visitantes florais (®) e os horarios de coletas

dos capitulos ( *) de Baccharis dracunculifolia
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Figura 20: Variagdo horaria dos grupos de terpenos ligados a atividade dos
visitantes florais em inflorescéncias femininas e masculinas
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Conclusio

No estudo da biologia de polinizagdio da Baccharis dracunculifolia com os
insetos visitantes verificamos que a abelha social Apis mellifera e as abelhas
solitarias Augochoropsis cupreolu e Paroxystogiossa Jocasta tem suas ativadades
relacionadas ao grupo de terpenos constituido por alcoois e cetonas monoterpénicos.

Os compostos deste grupo sdo importantes sinalizadores para a polinizagio
pois distribuem a atividade das abethas entre plantas masculinas nos horarios das
7:00 as 10:00 horas e plantas femininas das 10:00 is 12:00 horas. As abelhas sio
atraidas primeiramente pelas plantas masculinas ¢ depois sio dirigidas para as
plantas femininas.

Ornidea obesq tem Iesposta aos compostos monoterpénicos dos grupos A ¢ B
€ 30 compostos sesquiterpénicos dioxigenados do grupo H, visitando tanto as flores
masculinas como as femininas, Ornidea vbesa ¢ um visitante menos frequente mas

um eficiente polinizador.
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SINTESE DE PADROES

No decorrer da analise dos componentes do Oleo essencial das diversas
espécies de Baccharis ficou evidente que muitos dos componentes eram dlcoois
sesquiterpénicos pertencentes a classe dos cadinanos (biciclo [4.4.0] decano),
guaianos (biciclo [5.3.0] decano), e a classe dos aromadendranos (triciclo [6.3.0.0%%]
undecano), os quais nfio puderam ser facilmente identificados devido a dificuldade
de distinguir estas classes de sesquiterpenos por espectrometria de massas, pois
apresentam fragmentos de igual relagio massa/carga e abundéancia relativa,?

conforme Figura 21,

CADINANO GUAIANO AROMADENDRANO
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Figura 21: Espectro de massas das classes dos sesquiterpenos guaidnicos e
cadinanicos

Estes fatos mostraram que para a analise dos componentes minoritarios dos
oleos essenciais através da analise convencional por CG/EM, era necessdrio o uso de
padrdes e indices de retengdo, recursos estes limitados pela falta de padraes e poucos
dados na literatura para os diversos isdmeros possiveis.

Nos trabalhos desenvolvidos anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa,
sobre dleos essenciais de Baccharis, foram detectados virios sesquiterpenos
oxigenados com espectros de massas compativeis com os derivados de alcoois
sesquiterpénicos dos esqueletos cadinanos, guaianos ¢ aromadendranos. A presenca
de alguns derivados possuindo esqueleto aromadendrano foi confirmada utilizando
padrBes sintéticos, isolados e comerciais® ''. O isolamento do «-cadinol 42 de B.
dracunculifolia for tomado como indicativo da presenca de outros derivados nos

. . : o . 28,17
dleos essenciais de diversas espécies de Baccharis™ '
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Q
o-cadinol

Assim sendo nés nos propuzemos a smtetizar diversos derivados
aromadendranicos'’ e cadininicos’” oxigenados, para a obten¢dio de padrdes
variados que permitiriam a detecg@o de tragos destes compostos e Baccharis. Para
auxiliar na sugestio dos padrdes a serem obtidos analisamos os sesquiterpenos
identificados nos dleos essenciais da Baccharis platipoda {(compostos 41, 45 ¢ 46),
B. tridentata ( compostos 41a ¢ 46) e na B. myriocephala (composto 41a) e, com
base na rota biogenética dos sesquiterpenos nos propuzemos sintetizar denivados de
alcoois e cetonas relacionados a estes esqueletos e que ndo possuiam referéncia na
literatura.

Na rota biossintética os sesquiterpenos sdo derivados tanto do frans-cis-
farnesil-pirofosfato I, como de seu isémero trans-trans-farnesil-pirofosfato .
Ciclizacdes e rearranjos desses precursores, envolvendo a remogao do grupo
pirofosfato com a participagdo da dupla ligagdo central ou terminal, origina os ions
carbocations a, b, ¢, d, ¢ e f via os ions ndo classicos IA, IB ¢ ITA, conforme

esquema 132,
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Os intermediarios de carga positiva a-f podem ser estabilizados pela
eliminacdo de um préton ou por reagdo com outra molécula de agua dando origem a
diferentes esqueletos scsquiterpenéidesﬂ.

Esta rota segue, além das ciclizagdes e rearranjos, para oxidagtes de duplas
ligagdes chegando a clivagens oxidativas. Um exemplo deste tipo ¢é encontrado nos
liquens, onde os aromadendranos 56 sofrem clivagem do anel de 7 membros

formando derivados do tipo seco-aromadendranos S7.

fie
n
! |

Varios compostos sesquiterpendides tém sido isolados a partir de liguens
(Hepaticae), sendo que todos os constituintes sio enantidbmeros dos obtidos de
plantas supeﬂoressz""s. Mpylia taylorii (Hock) encontrada nos Alpes da Bavana € uma
fonte rica em derivados do aromadendrano, como exemplo temos a tailoriona 58356,
Os compostos alismol 59 e alismoxido 60, isolados de Alisma plantago-aquatica

var. orientale (Alismataceae)”, pertencem a classe dos guaianos.
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Considerando que os aromadendranos e cadinanos sdo compostos
encontrados em 6leos essenciais e, que em nosso grupo foram detectados ¢ isolados
varios compostos dessa classe em oleos essenciais de Baccharis, estamos
interessados em sintetizar sesquiterpenos nos quais a oxidagdo da dupla liga¢do de
derivados de aromadendreno e cadineno dariam origem a derivados de alcoois,

cetonas e sesquiterpenos clivados oxidativamente.

Identifica¢do de derivados cadindnicos em Baccharis

Diversos derivados cadindnicos foram obtidos na tese da Dra. Carmen Lucia

. . . o . 2 . — .
Queiroga, segundo a rota sintética indicada abaixo®. Qs padrdes obtidos foram
devidamente caracterizados ¢ detathes da sintese poderdo ser obtidos na referida

tese.
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Esquema 2: Sintese de derivados cadinénicos oxigenados a partir de B-pineno 4

Os padrdes sintéticos foram por nos comparados aos constituintes dos dleos
essenciais das 7 espécies de Baccharis estudadas (B. caprariaefolia feminina e
masculina, B. dracunculifolia, masculina ¢ feminina, B. erioclada, masculina ¢

feminina, B. myriocephala, B. platipoda, B. tridentata ¢ B. vincaefolia).
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4 45 46
cadinol axial 18,6 p - diol 6a,7p~ epoxido

A presenga destes compostos nos oleos foi confirmada através da coimjegao
utilizando CG e CG/EM. Comparando-se os espectros de massas dos componentes
com os dos padrdes, confirmamos a presenga do cadinol axial 41 na B. platipoda, o
6c, To-epoxido 46 nas B. platipoda ¢ B. tridentata ¢ o 1B, 6B-diol 45 na B.
platipoda. Esses trés cadinois sdo inéditos como produtos naturais.

Durante o processo de identificagio dos trés compostos, na B. myriocephala e
B. tridentata foi identificado outro derivado cadindnico, o composto 4la, com
fragmentagio semelhante ao cadinol axial 41 mas com indice de retengdo menor

(Figura 22).
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Figura 22: Cromatograma da B. platipoda, B. tridentaia e B. myriocephala ¢

localizagdo dos compostos identificados
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Com base nas diferencas de IR e nas fragmentagdes do 41 ¢ do 41a, as quais sdo
compativeis com as do cadinol equatorial 61 e do «-cadinol 42, sugerimos a

¢strutura 41a para o composto com IR=1675,

H
H |
T
H
41a 41 42 61
T-cadinol cadino] axial a-cadinol cadinol equatorial

Um levantamento dos cadinois relatados na literatura indicou, que a estrutura

41a corresponde ao T-cadinol™ * (Figura 23).

L——
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Figura 23: Espectros de massas dos padrdes sintéticos e isolados
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Entretanto, ao compararmos o espectro de massas do composto 41a com o
espectro de massas do T-cadinol da literatura®® ¥ reconstituido a partir dos
fragmentos e de suas respectivas abundancias relativas e do espectro de massas do
T-cadinol da biblioteca Wiley de padrdes®, notamos uma discrepancia significativa
na abundéncia relativa dos fragmentos m/z105 ¢ m/z 119 (Figura 24).

T- cadinol— Biblioteca Willey
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Figura 24: Espectros de massas do T-cadinol encontrados na literatura

Mesmo levando em consideragdo que variagdes desse tipo podem ocorrer
quando os espectros de uma mesma substincia sio obtidos em diferentes
espectrometros, consideramos apropriado sintetizar 4la para confirmar a sua

estrutura. O trabalho de sintese sera realizado posteriormente
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Os compostos identificados até o presente momento podem ser agrupados em
poucos esqueletos basicos (aromadendranos, guaianos, cadinanos, cubebanos e
cedranos), variando unicamente a estereoquimica ¢ 0s grupos funcionais.

Como pode ser verificado nas tabela 1 e tabela 2, 20 a 40% dos componentes
presentes nos oleos analisados ndo foram identificados por falta de dados na
literatura e de padrdes adequados. Uma boa parte destes compostos forneceram ions
moleculares M+ em m/z 220, 222, 234, 252 e 264 que poderiam estar relacionados a
sesquiterpenos oxigenados. Entretanto a identificagdo dos mesmos foi, na maioria
dos casos, dificultada pela auséncia de picos bases caracteristicos de classes
definidas de sesquiterpenos. Em trabalhos anteriores no grupo, a obten¢do de
derivados oxigenados a partir de hidrocarbonetos sesquiterpénicos se revelou
eficiente na descoberta de compostos inéditos ¢ confirmou a presenga de outros
sesquiterpenodides cuja identificagdo poderia ter sido errdnea sem a disponilibidade
de padrdes®.

Dentro desse contexto, nos nos propuzemos sintetizar derivados de alcoois ¢

cetonas relacionados a estes esqueletos e que ndo possuiam referéncia na literatura.

Obtengiio do 10-metoxi-4-hidroxi-aromadendrano 24¢c*'
OCH,
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Nos espectros de massas dos leos B. dracunculifolia, B, caprariaefolia, B.
tridentata e B. vincaefolia, foram detectados compostos com indice de retengdo
apropriado para sesquiterpenos dioxigenados, cuja fragmentagio ndo apresentava
picos base caracteristicos de esqueletos sesquiterpénicos conhecidos.

Dessa forma propuzemos a obtengiodo padrio 24c¢ segundo 0 esquema 3.

24 242 + 24b
@ aromadendreno epoxidos

Esquema 3: Obtengdo do 10-metoxi-4-hidroxi-aromadendrano 24c a partir do

aromadendrano_24

A epoxidagio* do (+) aromadendreno 24 foi realizada a partir do padrio
comercial e forneceu uma mistura de dois epéxidos 242 ¢ 24b, com rendimento de
15%. Os dados fisicos'” *? e as atribuigdes de RMN'H'" # ¢ de RMN>C'"* desse
padrdo foram baseadas nas atribuigdes obtidas anteriormente.

O (+) aromadendreno 24 apresenta-se como um 6leo incolor. O espectro de
LV. apresenta banda de estiramento de grupo C=C em 1635 cm” e banda de
deformagédo angular fora do plano em 890 cm™ caracteristica de ligagdo olefinica

terminal (C=CH,)**.
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A formagio dos epéxidos foi evidenciada pelos espectros de massas (EM-2ae
EM-2b) que apresentaram ions moleculares em m/z 220 e fragmenta¢des em m/z
205 (M-15), 177 (M-43) e pico base em m/z 41.

O 10-metoxi-4-hidroxi-aromadendrano 24¢ foi obtido através do tratamento
dos epoxidos com MeONa em metanol anidro, sem prévia separa¢do. Somente um

dos epimeros em C, foi isolado (Figura 25).

Figura 25: Deslocamentos quimicos de 'H e de C para o 10-metoxi-4-hidroxi-
aromadendrano 24¢

O espectro de RMN'H (E R'H-2) apresentou dois singletos em 1,04 ppm e
1,00 ppm atribuidos aos protons das metilas Cg e Co, onde pudemos observar um
efeito de desproteciio AS 0,04 ppm entre os dois grupos, fato caracteristico para
aromadendranos com hidroxila em C, em posigdo B. Fato analogo ocorre no epi-
globulol 34. A diferenga obervada no deslocamento de *C ¢ mais relevante onde
podemos observar que com OH em C4 na posigio o o deslocamento ¢ de 75,1 ppm
para o globulo! 37 e na posigéo 3 o deslocamento é de 72,2 ppm para o epi-globulol
34. No nosso caso o deslocamento é de 73.8 ppm devido a presenga do grupo OCHs;.
Os singletos em 3,37 e 4,82 ppm atribuidos aos grupos OCH; e OH,

respectivamente.
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RMNIH RMNI3(C RMN'H

Deslocamentos quimicos de 'H e de "*C para o epi-globulol 34 ¢ giobulol 37

As atribuigdes dos deslocamentos quimicos de 'H e de '’C para o 10-metoxi-
4-hidroxi-aromadendrano 24¢ foram fettas com base nos deslocamentos de carbonos
analogos do globulol 37 e epi-globulol 34 e nas correlagdes espectroscopicas
unidimensionais RMN'H e RMN'C e bidimensional homonuclear (H, H) COSY (E
COSY-1) e heteronuciear (H, C) (E HETCOR-1).

No espectro de RMNYC (E R13C-2) foram atribuidos em 73,8, 81.1 e 59,4
ppm os carbonos Cy4, Cype 0 grupo OCHj;, respectivamente.

O espectro de 1V (E IV-2) apresentou uma banda larga em 3444.6 cm’,
caracteristica do grupo -OH, e uma banda em 1113 ¢m™, caracteristica do grupo C-
O-C. Na figura 26 temos a conformagdo mais estavel do 10-metoxi-4-hidroxi-

aromadendrano 24¢ calculada através de métodos empiricos MM2.
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Figura 26: Conformagdo mais estavel do 10-metoxi-4-hidroxi-aromadendrano 24¢
obtida por calculos empiricos MM-2

O espectro de massas (EM-3) apresentou ion molecular em m/z 252 (2%) e
fragmentagdes em m/z 234 (5%) que equivale a perda de H-O, m/z 207 (100%)
correspondente a perda de CH;OCH; e fragmento em m/z 189 (90%) correspondente
a perda de CH,OCH; a partir do ion m/z 234.

O composto 10-metoxi-4-hidroxi-aromadendrano 24c¢ foi coinjetado com o
6leo essencial da B.dracunculifolia, apresentando IR= 1759. A regido de IR = 1750
4 1760 de todos os oOleos essenciais estudados, foi detalhadamente investigada,
comparando todos os espectros de massas dos constituintes presentes nos dleos das 7
espécies de Baccharis. Os 6leos essenciais de B caprariaefolia ( masculina/feminina)
e B. tridentata apresentaram compostos cujos espectros de massas apresentavam
fragmentos em m/z 252 e 234, respectivamente, porém 0s €spectros de massas e 0s
indices de retengdo ndo foram coincidentes com os do composto 10-metoxi-4-

hidroxi-aromadendrano 24¢ (Figura 27).
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Figura 27: Espectros de massas dos compostos da B. tridentata e B. caprariaefolia



Resultados ¢ Discussio 76

Obtencio do epoxi-calareno 23a

.l"'?

23a

——

A obtengiio do epoxi-calareno 23a foi obtida a partir do (+) calareno 23
comercial. O produto bruto da epoxidagdo apds purificagio em CC de silica gel nos
forneceu o epdxi-calareno 23a com 19% de rendimento. A formagdo preferencial de
um dos epoxidos pode ter ocorrido devido ao maior impedimento epacial da face p.
Neste caso ¢ permitido sugerir que o epoxido € o pois uma andlise dos modelos
moleculares permite visualizar gque a metila axial na posigdo Cs provoca menos

impedimento epacial do que o grupo metila C,; ( Figura 28),

Figura 28: Conformagio mais estavel do epdxi-calareno 23a obtida por célculos
empincos MM-2
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Com a finalidade de tirar algumas davidas com relagiio aos dados da literatura
foram feitas as atribuigdes dos deslocamentos quimicos de préton (E R‘H-B) e de
carbono-13 (E R”C-B) para o calareno 23 com base nas anilises especiroscopicas
unidimensionais (Figura 29). O espectro de RMN'H (E R'H-3) para o calareno 23
apresentou singletos em 0,97, 1,02 e 1,08 ppm atribuidos aos prétons das metilas
Ci4, Ci3 & C), respectivamente e um dubleto em 0,99 ppm caracteristico dos prétons
da metila C;s. O duplo dubleto em 5,25 ppm € caracteristico do préton olefinico H;.

No espectro de RMN!*C (E R™C-3) foram atribuidos 0$ sinais em 16,5, 29,8,
22,9 e 16,1 ppm aos carbonos C, Cis, Ci4 € Cy5, respectivamente,

O espectro de massas (EM-4) para o calareno 23 apresentou ion molecular em
m/z 204 e pico base em m/z 161.

Figura 29: Deslocamentos quimicos de 'H e de 3C para o (+) calareno 23

O epdxi-calareno 23a sintetizado foi evidenciado por espectroscopia de
RMN'H (E R'H-4) ¢ de RMN®C (E R™C-4). No espectro de RMN'H (E R'H-4)
observamos o aparecimento de um dubleto largo em 3,01 ppm (J = 2 Hz) atribuido
ao préoton H; do epéxido, o qual deve possuir acoplamentos entre 0 e 2 Hz com os
hidrogénios H,*" (Figura 30). Este fato é condizente com a orientagdo do epoxido
em posicdo o. Esta configuwracio relativa foi confirmada por experimento de
diferenga de NOE (E NOE-1) onde a irradiacdo dos protons pertencentes a metila

Ciz2 (1,06 ppm) provocou um aumento na absor¢do do préten H; do epdxido (3,01

ppm).
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As atribui¢des dos deslocamentos quimicos de carbono-13 (E R'*C-4) par
epoxi-calareno 23a foram feitas com base nas analises espectroscipiv.:
unidimensionais RMN'®*C (E R’C-4) e correlagdes bidimensionais homo (H, H)
COSY (E COSY-2) (Tabela 12) e heteronucleares (H, C) HETCOR (E HETCOR-2)
(Tabela 13).

Figura 30: Deslocamentos quimicos de 'H e de '*C para o epoxi-calareno 23a

A atribuigio do carbono C; (63,3 ppm) foi confirmada pela correlagdo
heteronuclear com o préton em 3,01 ppm no espectro HETCOR (E HETCOR-2).

Os deslocamentos quimicos dos grupos metilénicos em 18,5, 29,4, 194 ¢
16,2 ppm foram atribuidos aos carbonos Cyz, Ci3 Cia € Cys, respectivamente. As
absorgdes de grupos metileno em 26,2, 24,8, 18,6 ¢ 30,4 ppm foram atribuidos aos
carbonos C, Cs, Cg e Co, respectivamente. As absorgdes restantes foram atribuidas
conforme Figura 30.

O espectro de IV (E IV-3) apresentou bandas de estiramento em 1264,8 cm”
e 10719 cm’ caracteristicas do grupo epoxi.

O valor de ap encontrado para o epoxido 23a foi de op =+ 18,9° comparado
com o da literatura cujo valor é de ap= +21,2°%.

O espectro de massas (EM-5) apresentou ion molecular em m/z 220 (12%),
fragmentagéio em m/z 205 correspondente a perda de CH; ¢ pico base em m/z 41.
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O epoxi-calareno 23a foi coinjetado com o oleo essencial da
B.dracunculifolia, apresentando IR= 1587. A regido de IR = 1580 a 1620 de todos
os Oleos essenciais estudados, foi detalhadamente investigada, comparando todos os
espectros de massas dos constituintes presentes nos Oleos das 7 espécies de

Baccharis estudadas, ndo tendo sido identificado em nenhum deles.

Obtenciio do o-gurjuneno oxidado 21b

Como foi visto nos exemplos anteriores, os epoxidos se fragmentam de forma
pouco caracteristica, ndo sendo possivel estabelecer o esqueleto basico a partir do
espectro de massas. Pela presenga do a-gurjuneno 21 no 6leo essencial de diversas
Baccharis (B. myriocephala, B. platipoda, B. vincaefolia, B. dracunculifolia e B.
erioclada) fomos levados a sugerir a presenga do epdxi-gurjuneno 21a entrc 0s
compostos monooxidados com (IR = 1619 a 1720), cuja confirmagio estrutural sé
seria possivel através de coinjegfo de um padrio devidamente caracterizado.

Foram feitos inicialmente estudos espectroscopicos do (-) a-gurjuneno 21
para utiliza-los como referéncia.

O espectro de massas (EM-6) do (-) a-gurjuneno 21 apresentou jon molecular
m/z 204 (70%), fragmentagdo em m/z 189 correspondente a perda de CH; e pico
base em m/z 105.
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As atribui¢des dos deslocamentos quimicos de proton e de carbono-13 do
composto 21 foram feitas com base nas correlagdes espectroscopicas bidimensionais
homo (H, H) e heteronucleares (C, H) COSY (E COSY-3) e HETCOR (E
HETCOR-3), ¢ também com base na atribuigdo do composto aromadendreno 24"

O espectro de RMN'H (E R'H-5) apresentou multipletes de baixa intensidade
entre 0,6-0,9 ppm atribuidos aos protons do anel ciclopropénico (Hj, e H7), um
dubleto em 0,92 ppm (J = 8 Hz) atribuido aos prétons metilicos Hi e trés singletos
em 0,84, 1,11 ¢ 1,66 ppm atribuidos aos prétons metilicos Hs, Hy . Hy,
respectivamente®® ¢,

O espectro de RMN'C (E RC-5) forneceu os deslocamentos quimicos dos

carbonos em 1375, 136,7 e 25,7 ppm, atribuidos aos carbonos Cs, Cq, € Con,

respectivamente.

Q92

Deslocamentos quimicos de 'H e de '*C para o (-) a-guguneno 21

A epoxidagio do (-) a-gurjuneno 21 forneceu o ¢poxido 21a o qual foi
purificado através da coluna de silica gel fornecendo o compoto 21b com 21% de
rendimento. O composto 21b apresentou banda de estiramento de -OH em 3422,6
cm’ e bandas em 3110 cm™ ¢ 1708,3 cm’, caracteristicas dos grupos C=CH; e C-C,
respectivamente (E IV-4).

No espectro de RMN'H (E R'H-6) foram observadas absorgdes

cardctetisticas de hidrogénios olefinicos em 4,80 e 5,7 ppm, atribuidos aos Ho € Hx,
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repectivamente, e de tres grupos metilicos ¢m 0,83 ppm (H o), 1,27 ppm (H) € em
1,70 ppm (H;;), respectivamente. FEssas caracteristicas foram novamente
confirmadas pelo espectro de RMN™’C (E R"’C-6), onde a presenga de duas duplas
ligagGes foram evidenciadas pelos sinais em 111,0 ppm ¢ 146 ppm, caracteriticas
dos carbonos C;, e Cy eem 124,0 ppm ¢ 152,0 ppm, caracteriticas dos carbonos Cr,,
¢ Cn, respectivamente. Essas caracteristicas estavam condizentes com a estrutura

21b € ndo com a do epodxido 21a (Figura 31).

0:83

RLLL ] Iy

57
127 OH 273 OH
48

Figura 31: Deslocamentos quimicos de ‘H e de *C do a-gurjuneno oxidado 21b

A atribuigéio dos deslocamentos quimicos de proton e de carbono-13 do
composto 21h (E R'H-6 e E R"C-6) baseou-se nas correlagdes H, H obtidas nas
analises dos espectros (E COSY-4 e E COSY-4).

Os deslocamentos quimicos dos protons e dos carbonos foram atribuidos com

base nos deslocamentos dos compostos modelo y-gurjuneno 62* e do alismol 59%.

HO |24

Deslocamentos quimicos de 'H e de "*C do alismol 59
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O carbono nio ligado ao hidrogénio em 80,6 ppm foi atribuido ao C;
(carbinol) com base no composto modelo alismol 59*7, Os singletos em 146,0 e
152,0 ppm foram atribuidos aos carbonos olefinicos C; e Csa, respectivamente, com
base nos deslocamentos quimicos dos carbonos correspondentes do composto

modelo y-gurjuneno 62* (Figura 32).

Figura 32: Deslocamentos quimicos de B¢ do y-gurjuneno 62

Os carbonos metinicos em 46,7, 33,0, 45,5 ¢ 124,0 ppm foram atribuidos aos
Cia Cao Cia € @0 Cyu, respectivamente. Os carbonos metilicos em 21,5, 14,8 ¢ 27.3
ppm foram atribuidos aos Cs, Cio € Cyi, respectivamente, com base no composto
modelo y-gurjuneno 62,

Com esse estudo espectroscopico detalhado foi possivel confirmar a estrutura
21p sugerida e a formagdo desse composto foi racionalizada a partir da labilidade do
epoxido.

A fécil abertura do epoxido 21a (formagio preferéncial do epéxido pela face
menos impedida, ou seja face alfa, ou face 3Re-7aRe) pode ser explicada a partir dos
efeitos estereoeletronicos envolvendo o ciclopropano e o epoxido situados anti um
a0 outro como mostrado na analise conformacional do modelo molecular do

o-gurjuneno oxidado 21b (Figura 33).
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H+

Figura 33: Conformagio mais estavel do «-gurjuneno oxidado 21b obtida por
célculos empiricos MM-2

O  o-guguneno oxidado 21b foi comnjetado com o o6leo essencial da
B.dracunculifolia, apresentando IR= 1610. A regidio de IR = 1600 a 1620 de todos
os Gleos essenciais estudados, foi detalhadamente investigada, comparando todos os
espectros de massas dos constituintes presentes nos Oleos das 7 espécies de

Baccharis estudadas, nao tendo sido identificado em nenhum dos 6leos.

Obtenciio dos epoxidos 1%a e 19b
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Seguindo a mesma estratégia anterior obtivemos o (at)epoxi-copacno 192 a

partir da epoxidagio do o-copaeno 19 comercial, levando em consideragio a
presenga do composto 19 nos oleos de B. myriocephala, B. iridentata, B.
vincaefolia, ~B.  dracunculifoliac  (masculina/feminina) ¢ B erioclada
(masculina/feminina) e a presenga de sesquiterpenos monooxidados ndo
identificados na regifio de IR = 1619 & 1720. O tratamento do composto 19 com
AMCPB forneceu uma mistura de dois epdxidos 19a e 19b, na proporgio de 1:1,5,
com rendimento de 7%. As tentativas de separagio desses epdxidos foram
infrutiferas.

O espectro de massas (EM-8) do a~copaeno 19 apresentou ion molecular m/z

204, fragmentagdes em m/z 161, 119 e pico base em 105.

O espectro de massas do epoxido do a-copaeno 19a (EM-9a) apresentou ion
molecular m/z 220 (8%), fragmentagdes em m/z 205 (7%) correspondente a perda de
CH; e sugeriu para o pico base em m/z 41 o fragmento C:Hs™.

O espectro de massa do epéxido do a-copaeno 19b (EM-9b) apresentou ion
molecular m/z 220 (30%), fragmentagio em m/z 205 (5%) correspondente a perda
de CHj; e pico base em m/z 41 correspondente a perda de C;Hs.

A mistura dos epoxidos c-copaeno 19a e 19b foi coinjetada com o oleo
essencial da B. dracunculifolia, apresentando IR= 1660 ¢ 1670, respectivamente. A
regidio de IR = 1650 & 1675 de todos os Oleos essencials estudados, fot
detalhadamente analisada, comparando todos o0s espectros de iassas dos
constituintes presentes nos oleos das 7 espécies de Baccharis estudadas, ndo tendo

sido identificado nenhum dos epdxidos nos 6leos investigados.
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Obtengao do epoxi a-cubebeno 18

A epoxidagido do o-cubebeno 18 foi realizada a partir do padrdo comercia ..
forneceu o epéxido 18a. As tentativas de scparagido desse epoxido foram infrutiferas,
obtendo uma mistura do o--cubebeno 18 com o epéxido 18a, na proporgio de 3,5:1
¢ rendimento de 8%,

O espectro de massas do a-cubebeno 18 (EM-10} apresentou ion molecular
m/z 204 e pico base em 105.

No espectro de massas (EM-1 1) do epoxi-a-cubebeno 18a o ion molecular
m/z 220 nio apareceu e o fragmento correspondente 3 perda de dgua, a partir do
Mesmo aparecen em m/z 202 com 5% de intensidade. O pico base em m/z 159
correspondente a perda de C;H,' a partir de m/z 202. Como nio foi confirmado por
ressonancia o espectro de massa do composto obtido poderia ser explicado por um
rearranjo térmico ocorrido no injetor ou por uma abertura ocorrida quimicamente. A
estrutura do composto nio foi checada devido a sua auséncia nos 6leos de Baccharis

estudados.
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O epoxido a-copacno 18a foi coinjetado com o 6leo essencial da B.
dracunculifolia, apresentando IR= 1593. A regido de IR = 1550 & 1600 de todos os
6leos essenciais estudados, foi detalhadamente analisada, comparando todos os
espectros de massas dos constituintes presentes nos oleos das 7 espécies de

Baccharis estudadas, nido tendo sido identificado nenhum deles.

Obtencio do a-guaieno 40a

Embora tivéssemos obtido até aqui alguns padrdes oxigenados, poderiamos
ainda conseguir outros padrdes a partir da desidratagio do grupo OH.

Levando em consideragdo a presenga do guaiol 40 nos oOleos de 5.
myriocephala, B. tridentata, B. vincaefolia, B. dracunculifolia (masculina/feminina),
B.  caprariaefolia  (masculina/feminina), B. platipoda e B. erioclada
(masculina/feminina) ¢ a presenga de hidrocarbonetos sesquiterpénicos néo
identificados na regido de IR = 1400 a 1600 com jon molecular em m/z 204,
obtivemos o (a) guaieno 40a a partir da desidratagio do guaiol comercial.

A desidratagdio do guaiol 40 foi realizada com cloreto de tionila (SOCl;) em
piridina ¢ forneceu o a-guaicno 40a, com 9% de rendimento.

O espectro de IV (E IV-5) (©) guaieno 40a apresentou bandas de estiramento
em 3054 cm™ e 985,9 cm™! caracteristicas do grupo metileno exo ¢ banda em 1705,8

- .- 48, 49
cm’, caracteristica do grupo e C=C***.
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A atnibuigdo dos deslocamentos quimicos de proton e de carbono- 13 do o-

guaieno 40a foram feitas com base nas correlagdes  espectroscopicas
unidimensionais de RMN'H (E R'H-7) e de RMN'°C (E RC-7) (Figura 34).

102

Figura 34: Deslocamentos quimicos de *H e de *C do o-guaieno 40a

No espectro de RMN'H (E R'H-7) do a-guaieno 40a os sinais em 4,63 ppm
(1H, d), 4,68 ppm (IH, s) e em 1,60 ppm revelaram a existéncia do grupo
isopropenil®,

Os deslocamentos quimicos dos carbonos foram atribuidos com base nos
deslocamentos dos carbonos dos compostos modelo y-gurjuneno 62* e da rotundona

63%.

Deslocamentos quimicos de >C da rotundona 63
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Os sinais em 138,5, 152,4 ¢ 140,6 ppm foram atribuidos aos carbonos C;, Cs
e C;;, respectivamente, com base nos deslocamentos quimicos dos carbonos
correspondentes dos compostos modelo y-gurjuneno 62* ¢ rotundona 63,

Os sinais dos CH em 46,6 e 33,3 ppm foram atribuidos aos C; e Cyy,
respectivamente, com base nos compostos modelo y-gurjuneno 62 e rotundona
63*. Os sinais dos CH, ¢ dos CH; foram atribuidos com base nos compostos modelo
y-gurjuneno 62* e rotundona 63*.

O espectro de massas do guaiol 46 (EM-12) apresentou ion molecular em 222
e pico base em 161.

O espectro de massas (EM-13) do a-guaieno 40a apresentou ion molecular
m/z 204 (30%), fragmentagdes em m/z 189 (20%) correspondentes a perda de CHj ¢
pico base em m/z 41 correspondente ao ion CsHs .

O o«-guaieno 40a foi coinjetado com o dleo de B. dracunculifiolia
apresentando TR = 1435, Os espectros de massas dos constituintes presentes nos
Oleos das 7 espécies de Baccharis estudadas foram investigados na regido de TP
1400 a 1450 e comparados ao espectro do o-guaieno 40a, ndo tendo o

identificados em nenhum deles.
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Sintese da Nor-Tailoriona 66

Nosso interesse na sintese da nor-tailoriona 66 se deve ao fato de que uma
boa parte dos compostos detectados nas 7 espécies de Baccharis estudadas
forneceram ions moleculares M™ em m/z 220 e IR condizente com terpenos
dioxigenados, cujos espectros de massas eram de dificil interpretagdo. Levando em
consideragdo o raciocinio exposto anteriormente, a rota biossintética dos terpenos
nas Baccharis poderia seguir e fornecer seco-aromadendranos do tipo tailoriona 38
(M" m/z=218) os quais seriam compativeis com a estrutura da nor-tailoriona 66.

Dentro desse contexto noés nos propuzemos sintetizar a nor-tailoriona 66

(Figura 35).
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64 65 66
(B cis/trans

Figura 35: Sintese da nor-tailoriona 66

A estratégia de sintese embora simples envolve a reagiio intramolecular de
cicloadigdo de Pauson - Khand*** onde o complexo hexacarbonila-dicobalto de um
aleino reage com uma olefina produzindo uma ciclizagio intramolecular com
consequente formagdo de ciclopentenonas. A reagdio de Pauson - Khand embora
fornega wm meio rapido para produzir ciclopentenonas ndo ¢ muito aplicada na

sintese de produtos naturais e isso constitui para o nosso grupo um desafio.

0
R
. Co
Ry —Co(CO); 4 /[r _ o
(CO); Ry R -

Esquema 4: Reagio de Pauson- Khand
Esta reagdo foi primeiro reportada por Pauson e Khand em 1973 e foi
observado que esta reagdo tem alto gran de regio e estereosseletividade®®. A
regiosseletividade em relagdo ao alceno é determinada por fatores estéricos

conduzindo o produto com o grupo volumoso adjascente a fungdo cetdnica. Os
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produtos tem exclusivamente configuragio exo ¢ os alcinos terminais forneceram
predominantemente cetonas 2- substituidas. Os fatores que determinam a
regiosseletividade em relago ao alceno nio tem sido claramente determinados.

Na sintese da nor-tailoriona 66 uma mistura cis/trans (1:1) do composto 64 (E
CG-1; Figura 36) foi complexada com octacarbonila-dicobalto formando o
complexo 65 de cor avermelhada, o qual foi purificado em coluna de alumina.

As atnibuicdes dos deslocamentos quimicos de préton do cetoalcino 64 foram
com base nas analises espectroscopicas unidimensionais de RMN'H (ER'H-8), o
qual apresentou um singleto em 1,87 ppm atribuido ao hidrogénio acetilénico e trés
smgletos em 1,12, 1,13 e 2,15 ppm caracteristicos dos prétons das metilas Ci.Che
Cs.

O cetoalcino 64 tem férmula molecular CiiH160 como determinado pelo
espectro de massas de alta resolugdo (EM-15).

O espectro de RMN'H (E RMN'H-9) do complexo 65 apresentou um singleto

em 5,78 ppm atribuido ao hidrogénio acetilénico.
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Figura 36: Cromatograma do cetoalcino 64 em coluna quiral

O complexo 65 foi deixado reagir em atmosfera de CO e etileno em ampola
selada a 90°C durante 48 horas. A analise cromatogréfica através de coluna quiral
revelou a presenga de 4 isdmeros da mistura cis/trans da nor-tailoriona 66, na

proporgio 1,1:1(E CG-2; Figura 37).
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Figura 37: Cromatograma da nor-tailoriona 66 em coluna quiral

A nor-tailoriona 66 foi obtida com 40% de rendimento, com trés repetigdes,
sendo que os melhores rendimentos foram com quantidades de 100 a 200 mg de
substrato.

As atribui¢des dos deslocamentos quimicos de 'H e de '*C para o COmposto
66 (Figura 38), foram feitas com base nas correlagdes espectroscopicas
unidimensionais RMN'H (E R'H-10) e RMN"C (E R™C-10) e com basc na
atribuigdo dos deslocamentos quimicos de protons e carbonos do produto natural

tailoriona 58, isolado da Mylia taylori®*>*,
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Figura 38: Deslocamentos quimicos de 'H e '°C da nor-tailoriona 66

O espectro de RMN'H (ER'H-10) da nor-tailorionz 66 apresentou trés
singletos em 0,99, 1,16 ¢ 2,14 ppm atribuidos aos protons metilicos dos carbonos
Cy3, Ci3 € Ci4, respectivamente, O singleto largo em 7,25 ppm foi atribuido a dupla
trissubstituida H, e um multipleto entre 1,87-1,86 ppm foi atribuido aos protons dos
trés metilenos adjascentes & C=C e ou C=0, H,, H; e H*,

No espectro de RMNC (E R"*C-10) foram atribuidos os carbonos C, (211
ppm), Cs (143 ppm), C; (156.6 ppm), Cyo (208,9 ppm), C; (26,7 ppm) e C3 (33,8
ppm).

O espectro de 1V (EIV-6) apresentou bandas em 1706,8 cm” ¢ em 1603,9cm”
! caracteristicas do grupo C=0, e uma banda em 1495,5cm™ caracteristica de uma
dupla trissubstituida.

O espectro de massas (EM-16) apresentou ion molecular em m/z 220 (3%) e
fragmentagdes em m/z 202 que equivale & perda de H,O, m/z 177 (9%)
correspondente a perda de CH;CO, m/z 121 (18%) que equivale a perda da
ciclopentenona a partir do ion m/z 202 ¢ pico base em m/z 43. O composto 66 possui
formula molecular Cy,H;,0, como determinado por espectrometria de massas de alta
resolugio (EM-17).

A nor-tailoriona 66 foi coinjetada com o dleo essencial da B.dracunculifolia,
apresentando IR= 1720 e 1736. A regido de IR -+ 1710 4 1740 de todos os oleos

essenciais estudados foi detalhadamente investigada, comparando todos os espectros
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de massas dos constituintes presentes nos dleos das 7 espécies de Baccharis porém,
0s espectros de massas e os indices de retengio ndo foram coincidentes com os da
nor-tailoriona 66.

A nor-tatloriona 66 foi coinjetada com o 6leo essencial de Artemisia annua.,
planta estudada por Mary Ann Foglio, tendo sido entdo identificada no oleo™. A
presenga deste novo esqueleto sesquitepénico no dleo essencial da Artemisia nio
causa nenhuma surpresa quando se analisa os diversos sesquiterpenos oxigenados ja
1solados anteriormente, evidenciando que o sistema enzimatico desta planta permite
que na rota biossintética dos sesquiterpenos as duplas ligagdes podem sofrer
clivagens oxidativas

Pela presenga da nor-tailoriona 66 no 6leo essencial de Artemisia annua e de
outros compostos com M+ 222 fomos levados a sugerir também a presenga da
tailoriona §8. Novamente neste caso a confirmagdo estrutural sé seria possivel
através de coinjegiio de um padrio devidamente caracterizado. Dentro deste contexto
resolvemos dar continuidade na sintese para obtengéo da tailoriona 58 .

Vale a pena comentar que a sintese da tailoriona 58 foi publicada

posteriormente ao inicio desta etapa do nosso trabalho™.

Y L
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Reaciio de Protecio da Nor-Tailoriona 66

Em continuidade ao desenvolvimento da sintese da tailonona 38, temos como
proxima etapa a protegdo da carbonila no Cio da nor- tailoriona 66.

A carbonila C; foi submetida 3 protegdo utilizando-se etilenoglicol € p-
toluenossulfonato de piridintum (PPTS) em benzeno anidro sob refluxo™. O cetal
66a, apos purificagio em coluna de silica gel (hexano-acetato de etila, 8:2), foi
obtido em 11,4% de rendimento.

A reagdo foi confirmada através do espectro de massas (EM-18) que
apresentou ion molecular em m/z 275 (2%), fragmentagbes em m/z 249 (M-15, 2
%), 177 (M-87, 97%) que corresponde a perda do fragmento C;H70; e pico base em
87.

O espectro de RMN'H (ER'H-11) ndio apresentou o singleto em 2,14 ppm
atribuido ao proéton metilico do Hyy4, correspondente a metila ligada a carbonila.

" Em funcio do baixo rendimento obtido da nor-tailoriona 66a (cetal)
buscamos uma alternativa no sentido de proteger o cetoalcino 64 antes da obtengio

da nor-tailoriona 66.
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Reaciio de Protecio do cetoalcino 64

A carbomila foi submetida 4 prote¢io conforme o procedimento anterior
utilizando-se etilenoglicol e p-toluenossulfonato de pindinium (PPTS) em benzeno
anidro sob refluxo™. O cetoalcino protegido 64a, apos purificagio em coluna de
sitica gel (hexano-acetato de etila, 8:2), foi obtido em 11,4% de rendimento.

O rendimento da nor-tailoriona protegida 66a (cetal) obtida com o cetoalcino
protegido 64a foi de 23,7%.

A proxima etapa da sequéncia sintética, obtengdo da tailoriona 38, visa a
obtengdo da olefina através de uma reagdo de Wittig seguida por desprotecdo da

carbonila.

Reacdo de Wittig

Devido a problemas no laboratorio ficamos com uma pequena quantidade da
nor- tailoriona 66a (9 mg) ¢ antes de realizar esta altima etapa otimizamos a reagdo

de Wittig usando carvona 67 como composto modelo.
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Esquema 5: Obtengdo do composto modelo 68

Neste ponto, voltamos nossa atengdio para a escolha de um procedimento
adequado, o qual utilizasse como substrato cetonas o, B-insaturadas com esqueletos
analogos ao por nos utilizado e, a metodologia empregada por Corey e
colaboradores™ nos pareceu conveniente.

Inicialmente procedemos a preparagio do ilideo de fosforo, gerado “in situ” a
partir do brometo de metil-trifenilfosfénio, n-BuLi em éter etilico sob atmosfera de
arg6nio por 3 horas. A solugio avermelhada resultante, foi adicionada a carvona 67
em éter etilico e deixado reagir 4 temperatura ambiente por 12 horas, quando entdo o

solvente foi substituido por tetraidrofurano e a mistura deixada sob refluxo por mais

6 horas.
H
(/ n B ]jl , /
FPh;;P Co U N PP " a4—» PhP=CH,
. H \H
Br ilideo

Esquema 6: Obtengio do ilideo de fosforo
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O acompanhamento da reagfio por CCD utilizando hexano-acetato de efila 8:2
como eluente indicou a formagdo de um produto.

Vale a pena ressaltar que esta reagdo ¢ altamente sensivel a umidade, gue
acarreta a decomposi¢do do ilideo gerado, a qual pode ser visualizada através do
desaparecimento da coloragido avermelhada caracteristica do ilideo de fosforo.

A punificagfio do composto 68, através de coluna cromatografica de silica gel,
tendo hexano como eluente ndo foi possivel, tendo sido confirmada a sua formagéo
apenas por CG/MS (EM-21). O espectro de massas apresentou ion molecular em m/z
148 com 20% de intensidade, fragmentagdo em m/ 133 (M-15) ¢ pico base em m/z
91.

Em continuidade ao desenvolvimento da sintese da tailortona 58,

submetemos a nor-tailoriona protegida 66a as mesmas condi¢es aplicada para o
composto modelo 67 . A tailoriona 58 ndo fo1 obtida ¢ por falta de uma quantidade

maior de nor-tailoriona 66 a reagdo nfo foi repetida.
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CONCLUSAO GERAL

O estudo de 6leos essenciais de 7 espécies de Baccharis demonstrou as
diferengas e similaridades na quimica de espécimens femininos e masculinos,
Estes dados sdo inéditos na literatura ¢ permitin evidenciar o eficiente
mecanismo de polinizagio da B. dracunculifolia com relagio aos alcoois
monoterpénicos ¢ sesquiterpénicos.

Os padrdes sintetisados no grupo foram por noés coinjetados nos éleos
das espécies de Baccharis estudadas ¢ identificamos 3 novos cadinanos. O
cadinol axial 41 foi identificado na B. platipoda, o 6u, 7a-epoxido 46 nas B.
platipoda e B. tridentata e o 1B, 6B-diol 43 na B. platipoda. |

A sintese da nor-tailoniona 66, tendo como estratégia sintética a
construgdo do anel ciclopentanbnico através da reagdo de Pauson-Khand,
permitiu identificar esse novo esqueleto terpénico no oleo essencial de

Artemisia annua.



Parte Experimental 101

EXPERIMENTAL

METODOS GERAIS

¢ Os valores de rotagfio dtica [a]), foram determinados em um polarimetro LEPA2-
Carl Zeiss com lampada de sédio, precisio de 0,005°, utilizando CHCl; como
solvente.

O calculo da rotagdo ética especifica em fungao do comprimento de onda de sédio”

foi obtido segundo as relagdes abaixo recomendadas pelo fabricante.

o, = o [1 + 0,000143 (t - 20)]

Qo

[alp=
¢ (¢/ ml) x | (dm)

onde:
[a)p = rotagdo especifica
Q, ~ rotagdo otica lida no aparelho
oop = rotagdo Otica observada
t = temperatura ambiente
¢ (g/ ml) = concentragdo da amostra
I (dm) = comprimento da cela (0,1)

* Os espectros de absor¢do na regido do infravermetho (IV) foram registrados em
um espectrofotdmetro Perkin-Elmer, modelo 298 e modelo 1600 com
transformada de Fourier, em pastilhas de KBr ou em filmes sobre cela de NaCl.
Como referéncia foi utilizado a absorgio em 1601 c¢m” de um filme de

poliestireno.
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e Os espectros de ressondncia magnética nuclear de proton (RMN 'H) foram
registrados em espectrometros Varian Gemini-300 (300,07 MHz) e Bruker AC
300 P (300,13 MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados em ppm,
utilizando como padrio interno tetrametilsilano (TMS, & = 0,0 ppm) e
cloroférmio deuterado (CDCl;, & = 7,16 ppm). As constantes de acoplamento ()
foram medidas em Hertz (Hz). Os sinais foram caracterizados como: s = singleto,
d = dubleto, t = tripleto, q = quarteto, dd = duplo dubleto, ddd = duplo duplo
dubleto, dt = duplo tnipleto, dqg = dubleto de quarteto.

e Os espectros de ressondncia magnética nuclear de carbono-13 (RMN C) foram
obtidos em espectrémetros Varian Gemini-300 (75,46 MHz) ¢ Bruker AC 300 P
(75,47 MHz). Os deslocamentos quimicos RMN “C foram registrados em ppm,
sendo & = 0,0 ppm para o TMS e 77,0 ppm para CDCl;.

o A interpretagdo dos dados de RMN °C foi realizada com a ajuda da técnica
DEPT 135° e DEPT 90° (Distorttonless Enhancement by Polarization Transfer),
onde: CH3/CH = sinal positivo (+), CH> = sinal negativo (-), C (nio ligado ao
hidrogénio) = sinal de Cg..= ausente, intensidade zero ¢ confirmada por
espectros bidimensionais; HETCOR (correlagdes de 'H, '3C a uma ligagdo) e
(COSY) (correlacdes homonucleares 'H,'H),

e As anihises por CG foram realizadas em cromatografo a gas Hewlett Packard-
VCD 5890 A, com detector de ionizagdo de chama, equipado com coluna capilar
de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), J&W Scientific CA, HP-
Ultra-1 (25 m x 0,2 mm x 0,33 um) ¢ HP-101 (25 m x 0,2 mm x 0,25 pm) ¢ gés
de arraste H;. A injecdo foi da ordem de 1ul de solugdo do 6leo em acetato de
etila na razdio 1:3. O programa de temperatura utilizado foi de 55°C - 20°C/min. -
120°C - 1,5°C/min - 150°C -.20°C/min - 180°C, o tempo gasto por corrida de
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amostra foi de 40 min. (programa 1). As temperaturas do injetor e detector foram
de 210°C e 280°C, respectivamente.

* Os indices de retengio (IR) foram obtidos através da coinjegdo do oleo com uma

R mistura padrio de hidrocarbonetos, Cy;-Cso, coluna capilar DB-5 com programa
de temperatura de 105°C - 2°C/min - 280°C = 40 min. por corrida (programa 2) e
com aplicagio da equagio de Van den Dool e Kratz'?.

IR =[( T, - Tcpa)/ (Tcy - Tea) x 100] + 100 x C,,

onde:

T: Tempo de retengéo da substincia analisada

T¢p: Tempo de retengiio do n-alcano que elui apos a substincia analisada
Teca1: Tempo de retengdo do n-alcano que elui antes da substincia analisada
Co1: n-alcano que elui antes da substincia analisada

o A resolugdo dos enantiomeros foi obtida em cromatografo a gas Hewlett Packard
VCD 5890 A, com detector de ionizagdo de chama, equipado com coluna capilar
quiral Heptakis (2, 6, metil-3-pentil) B-ciclodextrina 20% em OV~1701 (w/w) (20
m x 0,25 mm x 0,25 um). As temperaturas do injetor e detector foram de 210°C e
250°C, respectivamente. O programa de temperatura utilizado para o cetoalcino
64 foi de 55°C - 2°C/min. - 80°C (programa 3) e para o composto 66 a
programagfio da temperatura foi de 125°C - 30°C/min. - 150°C (programa 4).

* As analises por CG/EM foram realizadas em um cromatografo a gas modelo HP
5890 acoplado a um detector de massas HP 5970 operando a 70 eV, equipado
com colunas capilares de silica fundida DB-5 ou Ultra-1 e gas de arraste Hélio.
As condigdes cromatograficas foram as mesmas utilizadas por CG.

¢ Os dleos foram analisados por CG ¢ CG/EM e a identificagdo foi realizada
utilizando-se padrdes comerciais, sintéticos e isolados de Baccharis

dracunculifolia, caracterizados por RMN 'H, RMN C e IV ¢ por comparagdo
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dos indices de retengdo e espectros de massas quando encontrados na biblioteca
Wiley/NBS do sistema CG/EM.

¢ As cromatografias em coluna foram realizadas utihizando-se silica gel 60 (0,05-
0,20 mm), 70-230 mesh da Merck e solventes destilados. O didmetro interno e a
altura das colunas variaram de acordo com a quantidade de matenal a ser
fracionado. A proporgdo de silica utilizada fo1 aproximadamente 30 vezes o peso
do produto bruto a ser purificado.

¢ As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em silica gel G ¢
PF,s4, na proporgéo i:1, sobre suporte de vidro com 0,25 mm de espessur~
detecgido dos compostos foi feita por imadiagdo com ldmpada ultrav
pulverizagdo com revelador especifico para terpenos, seguindo aquecimento.

o Revelador de texpenosssr p-anisaldeido: H,SO,4: HOAc (0,5: 1,0: 50 ml).

s As cromatografias em camada preparativa (CCP) foram realizadas em silica gel G
e PFjs4 da Merck, na proporgdo 2:1 e espessura de 0,1mm. Os compostos foram
detectados por irradiagdo com lampada ultravioleta.

o A purifica¢do e tratamento dos solventes ¢ reagentes, quando necessario, foram

) , . . . 9
feitas segundo as técnicas descritas por Perrin ¢ colaboradores™.

Coleta das Diversas Espécies de Baccharis

A tabela 19 mostra a identificagdo botdnica, locais de coleta, namero das
excicatas das espécies e rendimento dos oleos das sete espécies de Baccharis
estudadas.
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Tabela 19: Identificacdio do material estudado

Nime- Espécies de Local de Excicata | Oleo
ro Baccharis coleta (%)

1 B. caprariaefolia | Salesopolis, | UEC-46656 | 0,05

AP. D. C feminina Sp (21V/87)

2 B. caprariaefolia | Salesopolis, | UEC-46656 | 0,07
AP.D C Sp (2IV/87)
masculina

3 B. dracunculifolia | Campinas, SP | UEC-47072 | 0,18

AP.D. C feminina (18/X11/85)
4 B. dracunculifolia | Campinas, SP | UEC-47072 | 0,19
AP. DC masculina {18/X11/85)
5 B. erioclada AP, Campos de UEC-1499 | 0,30
D. C. feminina Jorddo, SP (23/V/78)
6 B. erioclada AP. Campos de UEC-149% | 021
1. C. masculina Jorddo, SP (23/V/78)
7 B. myriocephala Jundiai, SP UEC-50276 | 0,60
(Less.) AP. D. C. (9/1X/88)
8 B. platipoda AP. Santana do UEC-51399 { (.49
D. C. Riacho, MG (2/V11/89)
9 B. tridentata Vahl { Santanado | UEC- 51400 | 0,10
Riacho, MG (2/Vil/89)
10 B. vincaefolia AP_ | Campinas, SP UEC 0,38
D. C.

e As identificagdes botinicas das espécies estudadas foram feitas pelo Professor

Hermogenes F. L. Filho e as exsicatas das plantas foram depositadas no herbario

do Departamento de Botdnica, instituto de Biologia da UNICAMP,

* Baccharis caprariaefolia AP. D. C. foi cotetada no municipio de Salesopolis/SP.

O arbusto de até 1,5 m de altura possui folhas alternas, carticeas, oblongas,

pecioladas, com 2-4 cm de comprimento ¢ 0,7-1,0 cm de largura e denteadas. Os

capitulos sio ordenados em racemos terminais com cerca de 20 flores. As plantas

sdo didicas ocorrendo nos estados de Sido Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio

Grande do Sul.
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e Baccharis dracunculifolia AP. D. C. foi coletada no campus da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), estado de S&o Paulo. O arbusto ¢
relativamente grande, 2,5 m de altura, possui folhas alternas, cartaceas,
lanceoladas, com 1-2,5 cm de comprimento e 0,3-0,4 ¢cm de largura, denteadas ¢
glandulosas. Os capitulos séio ordenados em racemnos terminais com cerca de 10-
15 flores. As plantas sio didicas, com ampla distribuigdo no Brasil, ocorrendo nos
estados da Bahia, Espinto Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

e Baccharis erioclada AP. D. C. foi coletada no municipio de Campos de
Jorddo/SP. O arbusto de até 1,2 m de altura possui folhas alternas, ovadas a
eliticas, sésseis com 1-2 ¢cm de comprimento por 0-5 ¢m de largura, pilosas na
face inferior e serreadas. Os capitulos sdo ordenados em racemos espiciformes
curtos com 20-30 flores. As plantas sdo didicas ocorrendo em regides altas dos
estados de Sao Paulo, Parana e Minas Gerais.

e Baccharis myriocephala AP. D. C. foi coletada no municipio de Jundiai/SP. I um
subarbusto ramificado com ramos trialados, alas com 5-10 mm de largura
interrompidas formando articulos de 5-10 cm de comprimento. Os capitulos
sésseis em grupos de 3-5 cada um com 30-40 flores. As plantas sdo dioicas,
largamente dispersas no Brasil, ocomrendo nos estados da Bahia, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul.

e Baccharis platipoda AP. D. C. foi coletada no municipio de Santana do
Riacho/MG. E um arbusto de até 1,6 m de altura com folhas alternas, coridceas,
viscosas, oblongas, pecioladas com 6-10 cm de comprimento ¢ 3-6 cm de largura.
Os capitulos sio ordenados em glomérulos terminais com 8-10 flores. As plantas
sio didicas ocorrendo em regides de serra dos estados de Sdo Paulo, Rio de

Janeiro ¢ Minas Gerais.
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e Baccharis tridentata Vahl foi coletada no municipio de Santana do Riacho/MG. E
um arbusto de 0,5-1,2 m de altura com folhas alternas, oblongas, com base longa
atenuada com 1,5-5 cm de comprimento por 0,5-3 cm de largura,denteadas ¢
glabras. Os capitulos em paniculas sdo agrupadas com cerca de 10-15 flores. As
plantas sdo didicas ocorrendo nos estados de Minas Gerais.

e Baccharis vincaefolia AP. D.C. foi coletada no municipio de Campinas/SP. E um
arbusto de até 1,2 m de altura ramificado com ramos alados, alas com 1 mm de
largura, folhas lanceoladas com 3-7 cm de comprimento ¢ 0,5-2 cm de largura. Os
capitulos sésseis em grupos de 3-5 cada um com 25-40 flores com corola com
mais de 2 mm de comprimento. As plantas sdo dioicas ocorrendo em regides altas

dos estados de Sio Paulo, Santa Catarina, Parana e Minas Gerais.

Extracio do Oleo Essencial

Os dleos essenciais das sete espécies de Baccharis foram obtidos da parte
aérea das plantas por hidrodestilagio de cerca de 200 g do material fresco em 1500
ml de H,O. Os dleos foram extraidos da agua destilada com eter etilico (3 x 50 ml),
secos com Na,SO, anidro e concentrado em evaporador rotativo sob pressio
reduzida. Os dleos foram analisados por CG e CG/EM (Figuras 1, 2, Tabelas 1, 2 e
3).
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Variacido Sazonal da Razio Monoterpeno/Sesquiterpeno de
Volateis de B. dracunculifolia Feminina ¢ Masculina

O Oleo essencial de uma planta feminina e uma masculina de B
dracunculifolia foi monitorado durante o ano de 1993, nos meses de margo, junho,
agosto e novembro meses de inflorecéncias das plantas, totalizando 08 amostras. As
amostras de 3 g (parte aérea) foram microdestiladas com 25 ml de agua e o ¢6leo
extraido com éter etilico (3 x 5 ml). As fases organicas combinadas foram secas com
Na,SO, anidro ¢ concentrada em evaporador rotativo. Os 6leos foram analisados por
CG e a razdio monoterpeno/sesquiterpeno relacionada com os indices pluviométricos
(Figura 8). A % do o6leo foi calculada ¢ também relacionada com os indices

pluviométricos (Figura 9).

Variacio Didria da Razio Monoterpeno/Sesquiterpeno de
Volateis de B. dracunculifolia Feminina e Masculina

Plantas feminina ¢ masculina de B. dracunculifolia foram monitoradas ao
longo do dia em diferentes horarios (as 8:00, 11:00, 14:00 e 17:00 horas) coletando
3 ¢ de folhas e 3 g de inflorescéncias de cada planta. Um total de 16 amostras de
6leo foram obtidas por microdestilagio com 40 mi de dgua por amostra e extraidos
com éter etilico (3 x 5 ml). As fases organicas combinadas foram secadas com
Na,S0, anidro e concentrada em evaporador rotativo.

Os dleos foram analisados por CG (Figura 11) e o experimento foi repetido
monitorando uma populagiio de 10 plantas femininas e 10 plantas masculinas. Foram
coletadas separadamente folhas e inflorescéncias as 8:00, 11:00 e 17:00 horas no

mes de abril de 1994, totalizando 120 amostras.
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As amostras de 3 g cada foram microdestiladas com 40 ml de agua ¢ o 6leo
extraido com éter etilico (3 x 5 ml). As fases orgénicas combinadas foram secas com
Na,SO, anidro e concentrada em evaporador rotativo. Os 6lcos foram analisados por
CG (Figura 12).

O tratamento estatistico dos dados foi feito para verificar a combinagio dos

fatores sexo e parte da planta e horario de coleta® .

Variac¢io Didria da Raziio Monoterpeno/Sesquiterpeno em
Inflorescéncias Masculinas e Inflorescéncias e Frutos Femininos
da Baccharis dracunculifolia

Uma amostragem de 05 plantas femininas ¢ de 05 plantas masculinas de A.
dracunculifolia foi feita de hora em hora ao longo do dia, das 7:00 as 15:00 horas
para as piantas femininas e das 7:00 as 13:00 horas para as plantas masculinas,
coletando 3 g de frutos das plantas femininas e 3 g de inflorescéncias das plantas
masculinas e das plantas femininas, em cada horario de coleta. Um total de 23
amostras de 6leo foram obtidas por microdestilagdo com 40 ml de agua por amostra

e extraido com éter etilico (3 x 5 ml). Os oleos foram analisados por CG (Figura 13).

Experimento da Baccharis dracunculifolia Sob Estresse

Parte aérea de uma mesma planta de B. dracunculifolia foram submetidos a
cstresse salino e aquoso por um periodo de 72 horas, antes da hidrodestilagéio.
Foram feitos trés experimentos onde o primeiro gatho foi mergulhado em uma
solugdio de cloreto de magnésio 1 x 10™ M, o segundo foi mergulhado em agua
destilada ¢ um terceiro galho foi deixado como testemunha. Apés 72 horas as folhas
(20 g) foram hidrodestiladas com 150 ml de agua e o dleo extraido com éter etilico
(3 x 7 ml). As fases orginicas combinadas foram secas com Na,SO, anidro e

concentrada em evaporador rotativo. Os 6leos foram analisados por CG (Figura 10).
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Terpenos Florais ¢ Polinizacdo da Baccharis dracunculifolia

Para entender a relagdo entre a composigio dos oOleos essenciais e a
polinizacdo da B. dracunculifolia observamos o comportamento dos insetos
visitantes ¢ a0 mesmo tempo foram realizadas coletas dos nsetos visitantes e das
inflorescéncias masculinas e femininas da B. dracunculifolia. Os insetos foram
observados semanalmente de abril a junho de 1994, em dias chuvosos, ensolarados ¢
nublados, no periodo das 7:00 as 17:00 horas. Os locais escolhidos para essas
observagdes foram: onde havia uma populagdo de alta densidade de individuos de B.
dracunculifolia em uma area aberta no campus da UNICAMP e outra, de uma
populagdo proxima a fazenda Santa Genebra (250 ha). Ambas as areas estdo
proximas 4 Campinas (22° 29° S e 47° 06° W).

As exsicatas das abelhas foram depositadas no Centro de Identificagido de
Insetos Fitdfagos-UFPR ¢ as exsicatas de Baccharis dracunculifolia foram
depositadas no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Estadual de
Campinas (UEC-47072).

Os tratamentos experimentais para testar a ocorréncia de agamospermia
foram realizados por proteger 25 capitulos com sacos de papel hidrofébico.
Anemofolia ( polinizagdo realizada pelo vento) foi testada utilizando sacos de tule
para evitar a visita dos insetos em 25 capitulos e deixado passar o vento livremente
através deles. As amostras das inflorescéncias masculinas ¢ femininas foram

coletadas de hora em hora das 7:00 horas as 14:00 horas.
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Extracie do Oleo Essencial

Os oleos essenciais das inflorescéncias masculinas e das inflorescéncias e dos
frutos femininos da Baccharis dracunculifolia foram obtidos por hidrodestilagdo de
cerca de 3 g do material fresco, com 40 m! de 4gua. A amostragem foi realizada em
5 plantas masculinas e 5 plantas femininas das 7:00 as 14:00 totalizando assim 24
amostras. Os oOleos foram extraidos da agua destilada com éter etilico (3 x 5 ml),
scco com NaySOy anidro e concentrado em evaporador rotativo. Os o6leos foram
analisados por CG (Figura 15).

Os constituintes dos dleos foram divididos em nove grupos de terpenos de
acordo com o indice de retengdo. Os grupos foram utilizados como variaveis para
construir a matriz com a finalidade de verificar as influéncia nos horanos de visita
dos insctos. As analises foram feitas de acordo com o método de Analise de
Correspondéncia Candnica (CCA) com permutagdo Monte Carlo para teste de
significancia®™. Para tratamento estatistico dos dados foi utilizada a analisc dos
componentes principais (PCA) por correlagdo para ordenar as amostras individuais
de acordo com a composicdio quimica. A ordenagdo dos dados das espécies de
visitantes observadas nos capitulos foi feita através da Analise de Correspondéncia
(CA).

PCA; Técnica de ordenagdo. Arranja as unidades amostrais em relagido a um ou mais
eixos de coordenadas de tal forma que, a posigdo relativa das amostras ao longo do
eixos produzam uma maxima informagdo sobre os padrdes e similaridades
ecologicas. Reduz a dimensdo dos dados sem que ocorra perda de informagdes.
CCA: Analisa as correlagtes entre dois grupos de variavets.

PCA e CCA sfo analogos. A principal diferenga ¢ que na PCA o interesse esta na

variagfio do conjunto total de varidveis.
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CA: Reduz as dimensdes e ordena as variavels e amostras simultaneamente. Suger

novas variaveis combinadas.

SINTESES DE PADROES

Obtencio do 10-metoxi-4-hidroxi-aromadendrano 24 21

Uma solugdo de (+)-aromadendreno 24 (0,1 g, 0,49 mmol), AMCPB 80%
(0,1 mg, 0,46 mmol) e NaHCO; (0,1 mg, 0,99 mmol) em CHCl: (10ml) foi agitada
no escuro por 1 hora. Apds o término da reagdo a mistura foi fracionada entre
CH,Cl, e solugio aquosa de Na,SO; 10%. A fase orgénica foi lavada com solugao
aquosa de NaHCO; 10%, seguida por solugio de NaCl saturada, secada com Na,SO,
anidro. Apos a evaporagio do solvente o produto bruto foi purificado por CC de
silica gel eluida com gradiente hexano-acetato de etila (5-10%) para retirar o
AMCPB. Obteve-se assim a mistura dos epoxidos 24a e 24b (16 mg, 15% de

rendimento), de dificil separacéo.
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MeONa
—_—

«3 24a + 24b
{+) aromadendreno epoxidos

Composto 24: (+)-aromadendreno, C;s Hay

Oleo incolor;

t, (min): 15.6; TR = 1495

R;0.73 (Hexano : Acetato de Etila, 4:1),

[afn+ 13,9 (c. 1,58 em EtOH)

1V (filme/KBr): 1635 ¢ 890 cm™ (v ¢ cu) (fit." ).

EM (70 eV, EM-2), m/z (%): 204 (M, 25), 175 (5), 161 (52), 133 (37), 105
(55), 91(65), 79 (50), 41 (100)"".

Epoxidos 24a e 24h: C,sH,40:

t-(min). 21,6 € 22,5, IR = 1590 ¢ 1609;

Rf 0,64 (Hexano: Acetato de Etila, 4:1);

EM (70 eV, EM-2a): m/z (%): 220 (M, 2), 205 (5), 189 (25), 133 (40), 119
(28), 91 (70), 79 (55), 41 (100).

EM (70 eV, EM-2b): m/z (%): 220 (M. 2), 205 (5), 189 (18), 133 (45), 119
(32), 91 (85). 81 (62). 79 (60). 41 (100).

A mistura dos epoxidos 24a ¢ 24b (0,016g, 0.072 mmoles) e MeONa
(0,375g, 6,94 mmoles) em metanol anidro (10 ml) foi agitada por 48 horas a

temperatura ambiente. O composto obtido foi fracionado em CC de silica gel cluida
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com gradiente hexano-acetato de etila (0-20%). Obteve-se 0.0077g (8.7%) do
metoxialcool do aromadendrano 24c¢.

10-metoxi-4-hidroxi-aromadendrano 24¢ : CysHxO::

t,(min): 30,9 IR = 1759

R; 0,37 (Hexano: Acetato de Etila, 4:1);

IV (filme/KBr) (EIV-2); 3448 cm™ (vou ) € 1113 em” (veo.o)

RMN'H (300 MHz, CDCl/TMS) (E R'H-2), 8: 0,45-0,65 (2H, m, Hyy & Hu),
0.93 (3H, d, J= 6 Hz, H,)), 1,00 (3H, s, Hy), 1,04 (3H, s, Hs), 3,37 (s, OCH; ), 4,82
(OH).

RMN"C (75,5 MHz, CDCL/TMS) (E RYC-2), &: 20,9 (ausente, Cgut.. C1),
27,5 (+, CH, C1.), 29.8 (-. CH;, (%3), 38,0 (-, CH,, Cs), 73,8 (ausente, Coyar., Cy), 32,6
(+, CH, C4p), 26,2 (-, CH, Cs), 34,9 (-, CHy, Ce), 35,4 (+, CH, Cy), 374 (+, CH,
1), 28,8 (+, CI Crp), 15,8 (+, CHa. Cy). 29.0 (+, CHa. Co). 81,1 (- CHz. Cro). 16,6
(+, CHs, C11), 59.4 (OCHj,).

EM (70 eV, EM-3): m/z (%) 252 (M, 2), 234 (3). 207 (100), 189 (90}, 159
(18), 133 (40), 95 (42). 69 (55), 41(68).

Obtencio do (+)-Epexi-Calareno 232"
B ~

(+)cal§eno epoxido

Uma solugiio do (+)-calareno 23 (0,1 g, 0,49 mmol), AMCPB 80% (0,1g,
0,46 mmol) ¢ NaHCO; (0,1g, 0,99 mmol) em CH,Cl, (10 ml) foi agitada no escuro



Parte Experimental 115

por 2 horas. Apos o término da rcagdo a mistura foi fracionada entre CH,Cl: e
solug@o aquosa de Na;SO; 10%. A fase organica foi lavada com solugdo aquosa de
NaHCO; 10%, seguida por solugiio de NaCl saturada, secada com Na,SO, anidro.
Ap6s a evaporagio do solvente o produto bruto foi purificado por CC de silica gel
eluida com gradiente hexano-acetato de ctila (5-10%) para retirar o AMCPB.

Obteve-se assim 20 mg do (+)-epoxi-calareno 23a (rendimento 20 %).

Composto 23: (4 )-calareno; C;5 Hay

Oleo incolor;

t.(min): 15,27, IR = 1481

R; 0,60 (Hexano: Acetato de Etila, 4:1);

[at]p- +18.4 (1it.%).

IV (filme/KBr): 1670 e 836 cm™ (v c-cip) € 1360 cm™ (CH; gem.) (lit. ™).

RMN'H (300 MHz, CDCL/TMS) (E R'H-4): &: 0,6-0,8 (2H, m, H; e Hy),
0,99 (3H. d, J= 6 Hz, H;s), 0,97 (3H, s, H;y), 1,02 (3H, s, H;s), 1,08 (3H, s, Hjz),
5,25 (1H, s, largo, H)*" .

RMN"C (75,5 MHz, CDCl/TMS) (E R"C-4), 8: 120,3 (+, CH, Cy), 27,2 (-,
CH,, C,). 25,7 (-. CH,, C3), 36,7 (+, CH, C,), 36,7 (ausente, Cgua., Cs), 33,5 (+, CH,
Ce). 19,6 (+, CH, Cy), 20,8 (-, CH,, Cy), 29,9 (-, CH;, Cy), 144,2 (ausente, Cyua
Cio), 18.5 (ausente, Cquar.. C1), 16,5 (+, CHs, Cy2), 29,8 (+, CHs, Cy3), 22,9 (+, CHs,
Cia), 16,1 (+, CH;3, Cys).

EM (70 eV, EM-5): m/z (%): 204 (M, 14), 189 (16), 161 (100), 133 (18),
119 (30), 105 (35), 41 (35).

EpOdeO 23_3: C15H24();
t, (min): 21,38, IR — 1587
R; 0,53, (Hexano: Acetato de Etila, 4:1);
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[an =+ 19; (Iit. [a]p =+421.2%);

IV (filme/KBr) (F TV-3): 1264,8 cm™ ¢ 1071,9 cm™ (ve.oc).

RMN'H (300 MHz, CDCl/TMS) (E R'H-3), 5: 0,7-0.86 (2H, m, He ¢ Hy),
0,87 (3H, d, J=7.5 Hz, H,s), 1,08 (3H, s. Hyy), 1,01 (3H, s, Hya), 1,06 (3H, s, Hya),
3,01 (1H, s, largo, J=2 Hz, Hy).

RMN'C (75,5 MHz, CDCI/TMS) (E R¥C-3), &: 63,3 (+, CH, C)), 26,2 (-,
CHa, C3), 24.8 (-, CHy, C3), 37,2 (+, CH, Cy), 34,7 (ausente, Cauar., Cs), 36,0 (+, CH,
Ce). 19,7 (+, CIL. Cy), 18,6 (-, CH,. Cg), 30,4 (-, CHy, Co), 64,4 (ausente, Cyuu. Cio),
18,0 (ausente, Couar.. C11), 18,5 (+, CHs, C12), 29,4 (+, CH;, Cy3). 19,4 (+. CHs, Cya),
16,2 (+, CHs, Cys).

EM (70 eV, EM-4): m/z (%): 220 (M", 10), 205 (12), 187 (10), 163 (30), 138
(35), 119 (28), 91 (50), 67 (42), 41 (100).

Obtencio do a-Gurjuneno oxidado 21b*

2l 21b
a-gurjuneno alcool

Uma solugao do (-)-a-gurjuneno 21 (0,1g, 0,39 mmol), AMCPB 80% (0,1g,
0,46 mmol) e NaHCO; (0,1 g, 0,99 mmo!) em CH,Cl; (10ml) foi agitada no escuro

por 2 horas. Apés o término da reagdo a mistura foi fracionada entre CHxCl; ¢
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solugdo agnosa de Na,SO; 10%. A fase orgénica foi lavada com solugdo aquosa de
NaHCO; 10%, segwda por solugdo de Na(Cl saturada, secada com Na;SQ, anidro.
Apos a evaporagido do solvente o produto bruto foi purificado por CC de silica gel
eluida com gradiente hexano-acetato de etila (5-10%) para retirar 0 AMCPB. Neste

caso em particular obteve-se 22 mg do a-gurjuneno oxidado 21b (rendimento 21%).

Composto 21: Cys Hy,

Oleo incolor;

t.(min): 14.8 = 1463

Rf 0,72, (Hexano: Acetato de Enla, 4:1);

[otlp =- 21,4 (lit. V)

IV (filme/KBr): 1670 em™ (v ¢—¢) (1it.¥).

RMN'H (300 MHz, CDCly/TMS) (E R'H-5), &: 0,82-1,09 (2H, m, Hy, e H},),
0,84 (s, 3H, Hg), 0,92 (d, 3H, Hyp), 1,11 (s, 3H, Ho), 1,66 (s, 3H, H;)* ).

RMNC (75,5 MHz, CDCI/TMS) (E R¥C-5), &: 21,8 (ausente, Cquar., C1),
28 4 (+, CH, Cj,), 21,6 (-, CHz, C2). 29,1 (-, CH,, C3), 32,1 (+, CH, C,), 488 (+,
CH, Cu). 36,5 (-, CHa, Cs), 32,6 (-, CH,, Cg), 137,5 (ausente, Cqua, Cy), 136,7
(ausente, Co, Cr), 25,7 (+, CH, Cy), 16,5 (+, CHs, Cg), 29,0 (+, CH;, Co), 18,4
(+, CHs, Cyo), 14,8 (1, Cll3, Cyy).

EM (70 eV, EM-6): m/z (%%): 204 (M, 70}, 189 (55), 161 (70), 133(45), 119
(70), 105 (100), 91(80), 77(40), 41 (96).

o-Gurjuneno oxidado 21b: C;sH,,0;

t, (mun): 22,7; IR =1610

R; 0,49 (Hexano: Acetato de Etila, 4:1);

IV (filme/KBr) (E 1V-4): 3422.6 cm™ (von), 3110 em™ e 900 em™ (ve-cin) €
1708,3 cm™ (ve=c).
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RMN'H (300 MHz, CDC1,/TMS) (E R'H-6), &: Hy, 0,83 ( 3H, d, ] — 8 Hz,
H,o), 1,27 (3H, s, H), 1,70 (3H, s, H ), 4,80 (2H, d, He). 5,7 (1H, dd, ] = 1,6 Hz,?
Ha).

RMN'C (75,5 MHz, CDCL/TMS) (E RPC-6), &: 146 (ausente, Cour. C1),
46,7 (+, CH, CL.), 26,9 (-, CHy, C2), 32,9 (-, CHa. C3), 33,0 (+, CH, Cy), 45,5 (+,
CH, Ca4.). 25,4 (-, CH,, Cs), 41,4 (-, CHa, Cq), 80,6 (ausente, Cquu., C7), 152 (+, CH,
Cra), 124 (+, CH, C7), 21,5 (+, CH;, Cg), 111 (-, CH,, Cy), 14,8 (+, CHs, Cio), 27,3
(+, CH;, Cll)n’ Y.

EM (70 eV, EM-7): m/iz (%): 220 (M", 10), 202 (M - 18, 58), 187 (220-33,
40), 162 (40), 91(100), 43 (95).

Obtencio dos  Epoxi-Copaeno 19a e 19b"

H
O
H*
19 19a + 19b
oa-copaeno epoxidos

Uma solugéio do a-copaeno 19 (0,1g, 0,49 mmol), AMCPB 80% (0.1~ € 47
mmol) e NaHCOs (0,1 g, 0,99 mmol) em CH,C}; (10m}) foi agitada no escuro por 2
horas. Apos o término da reagdo a mistura fbi fracionada entre CH,Cl, e solugéo
aquosa de Na,SO; 10%. A fase orgénica foi lavada com solugdo aquosa de NaHCO;

10%, seguida por solugdio de NaCl saturada, secada com Na,SO, anidro. Apos a



Parte Experimental 119

evaporagdo do solvente o produto bruto foi purificado por CC de silica gel eluida
com hexano-acetaio de etila (5-10%) para retirar 0 AMCPB. Obteve-se assim uma
mistura do a-copaeno 19 e os epdxidos 19a ¢ 19b na propor¢ao 1:1,5, rendimento

7%.

Composto 19: a-copaeno ; Cs Hay

Oleo incolor;

t.(min): 14,2; IR = 1432

R; 0,74, (Hexano: Acetato de Etila, 4:1);

EM (70 ev, EM-8): m/z (%): 204 (M, 15), 161 (75), 119 (95), 105 (100), 91
(60}, 77 (30}, 41 (68).

Epoxidos 19a e 19b: C,5H,40;

I, (mm): 24,37 ¢ 26,1; IR =1660 ¢ 1670

R; 0,45, (Hexano: Acctato de Etila, 4:1);

EM (70 eV, EM-9): m/z (%): 220 (M", 8), 205 (7), 177 (42), 135 (30), 121
(27), 107 (77), 91 (50), 43 (83), 41 (100).

EM (70 eV, EM-9a): m/z (%): 220 (M, 30), 205 (7), 177 (60), 121 (30), 107
(50), 93 (75), 43 (38). 41 (100).
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Obtencio do a-Epoxi-Cubebeno 18a™

15 ]
A —w O
T
H » H
13 12
18 18a
o-cubebeno epoxido

Uma solugdo do a-cubebeno 18 (0,1g, 0,49 mmol), AMCPB 80% (0,1g,
0,46 mmol) e NaHCO; (0,1 g, 0,99 mmol) em CH,C1; (10ml) foi agitada no escuro
por 1 hora. Apods o término da reagdio a mistura foi fracionada entre CH.Cl, ¢
solucdo aquosa de NaSOs 10%. A fase organica foi lavada com solugdo aquosa de
NaHCO; 10%, seguida por solugdo de NaCl saturada, secada com Na,SQ, anidro.
Apbs a evaporagio do solvente o produto bruto foi purificado por CC de silica gel
eluida com gradientec hexano-acetato de etila (5-10%) para retirar o AMCPB.
Obteve-s¢ assim wma mistura do a-cubebeno 18 com o epoxi-cubebeno 18a
(proporgéio 3,5:1).

Composto 18: a-cubebeno ; Cis Hay

Oleo incolor;

t,(min): 15,42, IR = 1409

R;0.75 (Hexano: Acetato de Etila, 4:1);
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EM (70 eV, EM-10): mz (%): 204 (M, 10), 161 (55), 119 (60 ), 105 (100),
91 (60), 41 (82).

Epoxido 18a: Cys5H,.0;

t.(min): 21,7 IR =1593

Rf 0,47 (Hexano: Acetato de Etila, 4:1)

EM (70 eV, EM-11): m/z (%): 220 (M, 0), 202 (5 ), 159 (100), 128 (14), 105
(16), 77 (10), 41 (20 ).

Obtengio do a-Guaieno 40a%

] 15
1 0 SOCIy
! —_—l
Y
' 11_-13
14 OH
12
40 402
guaiol guaieno

A uma solu¢éio de 0,4¢g (0,0018 mmoles) de guaiol 40 em 1,0 ml de piridina
a 0°C adicionou-se gota a gdta excesso de cloreto de tionila (0,25 ml, 3.5
mmoles)™. A mistura foi agitada por 3 horas e em seguida foi deixada durante a
noite a temperatura ambiente. A reagdo foi extraida com éter etilico, sccada com
K2CO; e concentrada em evaporador rotativo. O produto foi fracionado em CC dc
silica gel eluida com hexano-acetato de etila (0-10%) obtendo-se assim 7 mg (9%)

do a-guaieno 40a.
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Guaiol 40; C;s Hy0

Oleo incolor;

t, (min): 24,65 ; IR = 1672

R; 0,49 (Hexano: Acetato de Eula, 4:1);

EM (70 eV, EM-12): m/z (%): 222 (M, 5 ), 204 (25), 189 (25), 161 (100),
119 (32), 105 (60). 81 (35), 59 (60).

o-Guaieno 40a: C,sHoy;

t,(min): 14,47, IR = 1435

R; 0,8 (Hexano: Acetato de Etila, 4:1);

1V (filme/KBr) (E IV-5): 3054,10 cm™ ¢ 895,9 cm™ (v ¢cuz) € 17058 e’ (v
C=(,‘)48‘ 49, 62)’

RMN'H (300 Milz, CDCl/TMS) (E R'H-7), &: 0,93 ( 3H, d, J = 8 Hz, H),

1.01 (3H, d, J = 8 Hz, Hys), 1,60 (3H, s, Hy;3), 4,68 (2H, d. Hyo).

RMN!C (75.5 MHz, CDCL/TMS) (E R7C-7),5: 138,5 (ausente. Cquar.. C1),
31,06 (-. CHy, Cy), 33.7 (- CHy, C3), 46,5 (+. CH, Cy). 1524 (ausente, Counr Cs),
33.8 (-, CHy, Cq). 46,5 (+, CH, C). 31,1 (- CHy, Cs). 36,3 (. CHy, Cy), 33.3 (+,
CH, Cyo). 140,6 (ausente, Cqean Cir) 108 (-, CHz, Ci2), 20,5 (+,CH;, Ca), 19.8 (+,
CHs Cia), 18,6 (+, CHs i)™ %,

EM (70 eV. EM-13): m/z (%): 204 (M, 30), 189 (20), 147 (50), 133 (40),
105 (92), 91 (68), 79 (65), 41 (100)
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SINTESE DO COMPLEXO HEXACARBONILA-DICOBALTO 63

0
H
(§C< Cco
\/_Sté~co
N\
C
! o\\co co
oC Co
64 65
(+) cis/trans
proporcio 1 ;1

Uma solu¢do de octacarbonila-dicobalto (0,32 g, 0,94 mmol) em tolueno
anidro (50 ml), sob atmosfera de argonio, foi agitada e mantida & 10-15°C. Gotcjou-
s¢ lentamente (15 minutos) o derivado ciclopropanico, cetoaleino, 64 (0,18 g, 1.1
mmol} diluido em tolueno anidro (15 ml). A mistura foi entiio agitada a temperatura
ambiente por um periodo de 5 horas. A solugiio de coloragio vermelha foi filtrada
em celite, entdo concentrada sob pressio reduzida e purificada por cromatografia em
coluna de alumina neutra, utilizando tolueno para eluir o complexo 65 (0,2 g. 0.44
mmol)™. O rendimento obtido foi de 40,5%.

Composto 64: mistura cis/trans C;;H;:0

t-(min): 6,75 ¢ 6,8; IR = 1315 e 1316

R 0.55/0,58, (Hexano:Acetato de Etila, 4:1);

CG coluna quiral: (E CG-1)

IV (filme/KBr) (E TV-6): 3308 8 ¢ 21105 ¢! (veecn), 17153 cm‘]_( Ve=n)

RMN'H (300 MIiz, CDCL/TMS) (E R'H-8), &: 0,7-0,9 (2H. m, H; ¢ H,) 1,87
(1H, s, Hy), 1,12 3 H, s, Hyp), 1,43 (3 H, s, Hy1), 2,15 (3H, Hy).

EM (70 eV, EM-14), m/z (%): 164 (M", 1), 149 (5), 121 (10), 106 (15), 91
(65). 77 (30), 43 (100).



Parte Experimental 124

Composto 65: C; H;cOCo(CO)
t,(min): 9,6;

R¢ 0,60, (Hexano:Acetato de Etila 4:1);

IV (filme/KBr) (E IV-7): 2087,6, 2047,2 e 2020 cm™ (ve-o)

RMN'H (300 MHz, CDCIy/TMS) (E R'H-9), 8: 0,98 (3H, s, Hyp), 1,08 (3H,
s, Hi1), 2,08 (3H, s, Hy), 2,45 (2H, Hy), 5,78(1H, H)).

EM (70 eV, EM-15), m/z (%): 450 (M , 0), 280 (1), 230 (5), 195 (40), 173
(42), 115 (22), 101 (6). 43 (100).

Sintese da Nor-Tailoriona 66

H
™~ 7/

== 66
- =

A uma mistura do complexo 65 (0.2 g, 0,44 mmol) em tolueno anidro em
ampola de vidro, sob atmosfera de argdnio, foi borbulhado etileno e CO durante 10
minutos. Em seguida a ampola foi selada e a mistura aquecida a 90°C em um banho
de areia, por um periodo de 48 horas. A mistura reacional foi filtrada sobre celite e
concentrada em evaporador rotativo. O produto foi purficado por coluna
cromatografica de alummna neutra eluida primeiramente com tolueno, para eliminar
os residuos do complexo ¢, em seguida cluida com tolueno-acetato de etila (5-10%).
Obteve-se 106 mg (43,4%) da mistura cis/trans dos enantidmeros da nor- tailoriona

66, na proporgdo 1:3.
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A reagéo foi repetida trés vezes com reprodutibilidade sendo que quando os
reagentes foram duplicados o rendimento foi de apenas 10%, o que nos leva a crer

que o excesso de hexacarbonila-dicobalto seja responsavel pelo baixo rendimento
obtido.

Nor-Tailonona 66: C,,;H,,0,,

t; (mun) 28,07/29,5; IR = 1720 e 1736

R; 0,45, (Hexano:Acetato de Enla 4:1);

CG: coluna quiral (E CG-2)

IV (filme/KBr) (E IV-8): 1706,8 cm™ (vo-coms), 1603.9 em™(vewo), 1495,5
cm’” (ve-c).

RMN'1I (300 MHz, CDCl/TMS) (E R'H-10), 5: 0,99 (3 H, s, H;3), 1,16 (3
H, s, Hi3), 2,14 (3H, s, Hyy), 1,87 € 1,86 (2H, H,), 7,25 (1H, H)).

RMNUC (75,5 MHz, CDC1,/TMS) (E R¥C-10), &: 156,6 (+, CH, C)), 26.7 (-
. CHa, 1), 33.8 (-, CH,, C3), 211, (ausente, Cgya., Ca), 143 (ausente, Cauar-. Cs), 28,5
(+, CH. Ce), 22,2 (+, CH, C5), 19,5 (-, CH,, Cg), 43,9 (-, CH;, Cy), 208,9 (ausente,
Cyuats Cro), 21,6 (ausente, Cyuar. C11), 15,8 (+, CHs, C1), 29,1 (+, CH;, Cy3), 30,1
(+, CH;, Cuy).

EM (70 eV, EM-16a), m/z (%): 220 (M, 2), 202 (8), 187 (17), 163 (15), 131
(15), 105 (25), 91 (40). 79 (30), 43 (100).
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EM (70 ¢V, EM-16b), m/z (%): 220 (M", 2), 202 (8). 187 (17), 163 (15), 147
(15), 119 (18), 96 (30), 91 (38). 79 (26), 43 (100),

Reacio de Protecio da Nor-Taileriona 66°°

0 4]
H()CHECH:()H
benzeno
66 664
L

Uma mistura da nor-tailoriona 66 (0,04 g, 0,18 mmol) em benzeno anidro (2
ml), etilenoglicol (0,062 g, 1 mmol) ¢ tosilato de piridina® (0,015 g, 0,06 mmol) foi
aquecida sob refluxo por cerca de 2 horas, em banho de 6leo a temperatura de 80°C.

A mistura foi extraida com éter etilico (3 x 40 ml) e lavada com solugio
saturada de cloreto de sédio. A fase organica foi seca sobre sulfato de sédio anidro e
concentrada em evaporador rotative. Apos a purificagdo por coluna cromatografica
de silica gel eluida com hexano : acetato de etila (4:1) obteve-se 5,45 mg (11,4%) da

nor-tailoriona protegida 66a.
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66a
(+)cis/trans

Composto 66a: C¢H, 0,

t, (min) 37,9/38,1

R; 0,41, Hexano: Acetato de Etla, 4:1);

EM (70 eV, EM-17a), m/z (%): 264 (M, 5), 249 (3), 221 (2), 203 (2), 177
(4), 133 (2), 115 (3), 87 (100}, 43 (50).
EM (70 eV, EM-17b). m/z (%): 264 (M, 5), 249 (3), 221 (2), 203 (2), 177 (3), 133
(2), 115 (3), 87 (100), 43 (48).

Reacio de proteciio do cetoalcino 64°°
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Uma mistura do cetoalcino 64 (0,2 g, 1,22 mmol) em benzeno anidro (10 mi),
etilenoglicol (0,31 g, 5 mmol) e tosilato de piridina (0,075 g, 0,3 mmol) foi aquecida
sob refluxo por cerca de 2 horas, em banho de dleo & temperatura de 80°C. A
mistura foi extraida com éter etilico (3 x 50 ml) e lavada com solugdo saturada de
cloreto dec sddio. A fase orginica foi secada com sulfato de sodio anidro ¢
concentrada em evaporador rotativo. Apds a purificagiio por coluna cromatografica
de silica gel eluida com gradiente hexano-acetato de etila (4:1) obteve-se 20 mg
(7.84%) do cetoalcino 642 protegido.

Composto 64a: C,3Hao O3

t.(min): 17.2/17.7 ¢ 18,1/18,4;

Ry 0,55/0,58, Hexano:Acetato de Etila, 4:1);

EM (70 eV, EM-18a), m/z (%): 208 (M, 1), 207(1), 182(7), 147(5), 121(5),
91(10), 87(100), 43(83).

EM (70 eV. EM-18b), m/z (%): 208 (M, 1), 207(2), 180(5), 147(10), 119(5),
91(15), 87(95), 43(100).

EM (70 eV, EM-18c), m/z (%): 208 (M", 1), 207(2), 180(5), 147(10), 119(3),
91(15), 87(95). 43(100).

EM (70 eV, EM-18d), m/z (%): 208 (M, 1), 207(1), 182(7), 147(5), 121(5),
91(10), 87(100), 43(88).
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Sintese da Nor-Tailoriona 66a protegida

S

O O

o./"c co
(\, = CO co
i o
Oé \tom

64 65a
(1) cis/trans

Uma solugdo de octacarbonita-dicobalto (0,062 g, 0,18 mmol) em tolueno
anidro (5 ml). sob atmosfera de argdnio, foi agitada ¢ mantida & 10-15°C enquanto
gotejou-s¢ lentamente (15 minutos) o cetoalcino protegido 64a, (0,02 g, 0,096
mmol) diluido em tolueno anidro (5 ml). A mistura foi entdo agitada & temperatura
ambiente por um periodo de 5 horas. A solugdo de coloragdo vermelha for filtrada
em celite, entio concentrada sob pressdo reduzida ¢ cromatografada em coluna de
alumina neutra, utilizando tolueno para eluir o complexo 65a.

A mistura do complexo 65a em tolueno anidro, em ampola de vidro sob
atmosfera de argonio, foi borbulhado etileno e CO durante 10 minutos. Em seguida a
ampola foi selada ¢ a mistura aquecida 4 90°C em um banho de areia, por um
periodo de 48 horas. A mistura reacional foi filtrada sobre celite e concentrada em
evaporador rotativo. O produto foi purificado por coluna cromatografica de alumina
neutra eluida primeiramente com tolueno, para eliminar os residuos do complexo e,
em seguida eluida com tolueno-acetato de etila (5-10%). Obteve-se assim 6 mg

(23,7%) da mistura cis/trans (1:3) da nor-tailoriona 66a.




Parte Experimental 130

Composto 66a

EM (70 eV, EM-17a), m/z (%): 264 (M, 1), 249 (3), 221 (2), 202 (20), 169
(5), 135 (8), 120 (15). 87 (100), 43 (88).

EM (70 eV, EM-17b), m/z (%) 264 (M, 1), 249 (3), 221 (2), 202 (20), 169
(5), 135 (8), 120 (15), 87 (100}, 43 (83).

Sintese da (+)-Tailoriona 58.

Reacio de Wittig-Horner com o composto modelo 67

]
Ph;PCH;
—-—-*
Buli . THF
[i%) 68
"
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Em um baldo (250 ml) de 3 Ibocas, equipado com um condensador de refluxo.
septo de borracha e um tubo para passagem de gas, foi adicionado uma suspensio dc
brometo de metilfosfonio seco (4,06 g, 11.4 mmol) em éter etilico anidro (10 mi),
sob agitacdo magnética e atmosfera de argénio. Em seguida foi adicionado
lentamente n-BulLi em hexano, 2,5 M (10 ml,25 mmol) e a solugdo resultante de
coloragdo avermelhada foi mantida sob agitagio por 2 horas, a temperatura
ambiente. Em seguida foi feita a adig@o da carvona 67 (0,22 g, 1,46 mmol) em éter
etilico (5 ml). A mistura ficou sob agitagdo por 12 horas & temperatura ambiente,
quando entdo o éter etilico foi removido seguido pela adigdo de tetrahidrofurano
anidro (20 mi)*.

A mistura foi refluxada por 6 horas, seguida pela evaporagdo do solvente e
adi¢io de agua gelada (10 ml) no residuo obtido, a fim de destruir o excesso do
reagente de Wittig. A mistura resultante foi extraida com éter etilico (3 x 20 ml),
lavada com solugfio saturada de NaCl (2 x 15 ml), tratada com Na,SO, anidro,
filtrada e concentrada sob pressio reduzida.

A anlise por C.C.D. apresentou duas manchas, o produto ¢ o substrato nio
reagido. Purificagdo por cromatografia de coluna em silica gel eluida com gradiente
hexano-acetato de etila 20%, forneceu o composto 68 impuro.

Composto 67:

t,(min) 5,5; TR = 1270

R 0,75, Hexano:Acetato de Etila, 4:1);

EM (70 eV, E-19), m/z (%): 148 (M", 15), 105 (65), 91 {100), 79 (45)
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Reacio de Wittig-Horner com a molécula alve nor-tailoriona 66a

[

O O

Em um baldo (250 ml) de 3 bocas, equipado com um condensador de refluxo,
septo de borracha e um tubo para passagem de gas, foi adicionado uma suspensédo de
brometo de metilfosfonio seco (4.06 g, 11,4 mmol) em éter etilico anidro (10 ml),
sob agitagdo magnética e atmosfera de argénio. Em seguida foi adicionado
lentamente n-BuLi em hexano, 2,5 M (10 ml, 25 mmol) e a solugio resultante de
coloragdo avermelhada foi mantida sob agitagdo por 2 horas, a temperatura
ambiente. Em scguida foi feita a adigdo do composto 66a (0,012g, mmol) em éter
etilico (5 ml). A mistura ficou sob agitagdo por 12 horas a temperatura ambiente,
quando entdo o éter etilico foi removido seguido pela adigdo de tetrahidrofurano
anidro (20 ml).

A mistura foi refluxada por 30 horas, seguida pela evaporagdo do solvente e
adigdo de agua gelada (10 ml) no residuo obtido, a fim de destruir o excesso do
reagente de Wittig. A mistura resultante foi extraida com eter etilico (3 x 20 ml),
lavada com solugio saturada de NaCl (2 x 15 ml), tratada com Na,S80, anidro,
filtrada e concentrada sob pressio reduzida.

A C.C.D. ndo apresentoun a formacdo da tailoriona §8.
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ISOLAMENTO DO 7-METILENO, 1,1,4-TRIMETIL-TRICICLO (6.3.0.0)
UNDECANE-4-HIDROXI 39 DE B. DRACUNCULIFOLIA

i-10

OH .

COLUNA DE MEDIA PRESSAO (LOBAR)

60 g de oleo de B. dracunculifolia (2 colunas de 30 g) foram fracionados em
coluna de média pressiio, Lobar Grobe B (310-25) Lichroprep. Si 60 (40-63 pm).
Utilizou-se como sistema de eluentes hexano e acetato de etila, combinados em
ordem crescente de polaridade. Foram colctadas fragdes de 100 mi e concentradas
em cvaporador rotativo. As placas de CCD foram eluidas em hexano-acetato de etila
20%. A visualizagio e revelagiio foram feitas como descrito anteriorment.

As fragdes polares combinadas 24-25 (3 g) foram fracionadas em Ci. ...
média pressdo, Lobar-Grobe, Utilizou-se como solvente diclorometano. Foram
coletadas 70 fragdes de 20 ml cada. As placas de CCD foram eluidas com hexano-
acetato de etila 20% e as fragbes polares 62-70 (0,2 g) foram combinadas e
concentradas em evaporador rotativo.

0,3 g do dleo da fragdo 62-70 foram fracionados em silica gel 60 (0,05-0,20
mm) da Carlo Erba. Como eluente utilizou-se hexano-acetato de etila 20%

Foram coletadas 20 fra¢des de 1ml cada, seguidas por concentragdo em evaporador

rotativo. As placas de CCD foram eluidas com hexano:acetato de etila 20%.
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Utitizou-se placas de CCP para separar 0 composto 39 presente nas fragdes
10-11. As placas foram eluidas com hexano-acetato de etila 18% obtendo-se assim o
composto 39 da fragio média.

Composto 39: 4-hidroxi-7-metileno-1,1,4-trimetl-mciclo (6.3.0.0) undecano,
Cy5H40

t, (min) 25,2; IR = 1663

Ry 0,41, (Hexano:Acetato de Etila, 4:1);

IV (filme/KBr) (E IV-1): 3423,9 em™ (von), 1654,7 € 893,3 m™ (ve-chz).

RMN'H (300 MHz, CDCl/TMS) (E R'H-1), &: 0,49-0,94 (2 H, m, H,,, Hn),
1,03 (3 H, s, Hy), 1,05(3H, s, Ho), 1,10 (3H, Hyy), 4,85 (2H, d, Hy).

RMNYC (75,5 MHz, CDCI/TMS) (E RC-1), 8: 18,0 (ausente, Cgu, Ci ).
26,0 (+, CH, Cy.), 19.4 (-, CH,, C3), 43,6 (-, CHy, Cs), 75,4 (ausente, Cqua., Ca),
56,8 (+, CH, C4), 25.3 (-, CHy, Cs), 30,8(-, CH,, Cs), 157,2 (ausente, Cquar, C7),
41,3 (+, CH, C1,), 32,0 (+, CH, Cy), 15,3 (Cquar Cg), 27,8 (ausente, Cguu.,Co), 19,6
(Cquar-» Cr0), 104,5 (-, CH, Cyy).

EM (70 eV, EM-1), m/z (%): 220 (M", 2), 202 (20), 187 (15), 159 (40), 133
(50), 120 (70), 91 (50), 79 (40), 43 (100).
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FESPECTROS

Espectros do 4-hidroxi 7-metileno-1, 1, 4-trimetil- triciclo-(6.3.0.0)-
undecaneo 39
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E TV-1: Espectro de IV (filme/KBr) do 4-hidroxi 7-metileno, 1,1,4 - trimetil-
triciclo-(6.3.0.0)-undecano 39
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E R'H-1: Espectro de RMN'H (300 MHz, CDCl/TMS) do 4-hidroxi 7-metileno-
1,1,4 - trimetil-trictelo-(6.3.0.0)-undecanc 39
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E R®C-1: Especiro de RMN'C (75,5 MHz, CDCl/TMS) do 4-hidroxi 7-metileno-
1,14 trimetil-triciclo-(6.3.0.0)-undecano 39
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Espectros dos epéxidos do aromadendreno 24a e 24b
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Espectros do 10-metoxi-4-hidroxi-aromadendrano 24¢
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E COSY'-1: Espectro de expansdo da correlagdo H, H do 10-metoxi-4-hidroxi-
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K R'H-3: Espectio de RMN'H (300 MHz, CDCly/TMS) do epéxi-calareno 23a
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Tabela12: Correlacio entre C, H do espectro HETCOR do epoxi-calareno 23a

Tabela 13: Correlaciio entre H, H do espectro COSY do epoxi-calareno 23a

No.do C) | 3C (ppm) | & H (ppm
Cis 16,2 (CH3) 0,87
Cis 29,4 (CHj) 1,01
Ci2 18,5 (CHz3) 1,06
Cis 19,4 (CH,) 1,08
C; 19,7 (CH) 0,86
Cs 36,0 (CH) 0,79
Cs; 37,2 (CH) 1,50
C 63,3 (CH) 3,01
Cs 18,6 (CHy) | 1,51 1,95
Cs 24,8 (CH,) | 1,06 ¢ 1,35

C, 26,2 (CHy) | 1,7e 1,95
Co 30,4 (CH,) | 0,80 e 2,10

H (No.) xH (No.) | 3 H (ppm) x 5 H (ppm

Hjp x Hap 3,01x1,95
Hip x Hsg 3,01 x 1,06
Hag x Hag 1,95 x 1,50

Hga x Ho 0,79 x 2,10
Hj, x Hag 1,70x 1,95
H,, x H3qo 1,70 x 1,35

Hjp x Hs, 1,06 x 1,35

Ho x Hg 0,80 x 1,51
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H9 X H9 0,80 X 2,10
Hja X Hg 0,86 X 1,51
Hju X H3u 0.86 X 1,35

Espectro do Calareno 23

it

L]

RMN'H e RMN'’C para o {+) calareno 23
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E R'H-4: Espectro de RMN'H (300 MHz, CDCI;/TMS) do calareno 23
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E R"™C-6: Espectro de RMNC (75,5 MHz. CDCLy/TMS) do o-gurjuneno oxidado
21b
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E R C-7: Espectro de RMN'°C (75,5 MHz, CDC1/TMS) do g-guaieno 40a,
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Espectros do complexo 65
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E RMN'*C-9: Espectro de RMNC (75,5 MHz, CDCL/TMS) do complexo 65
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Espectro do cetoalcino protegido 64a
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