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Diterpenos de Myrocarpus frondosus Allemao:

Isclamento, Determinacéo Estrutural e Atividade Biologica.

Resumo

O estudo filoquimico dos extratos hexanico e diclorometanico das cascas das
raizes de Myrocarpus frondosus resultou no isolamento de sete diterpencs (18, 19,
20, 21, 22, 23 e 24) cujas estruturas foram determinadas pela analise dos
respectivos espectros de IV, UV, RMN e EM com énfase na analise detathada dos
espectros de massas (baixa e alta resolugio e experimentos de EM/EM), RMN-1D
(*H, C, DEPT e NOESY 1D} e RMN-2D (gCOSY, HSQC/HETCOR e
HMBC/COLOC). Apo6s levantamento bibliogréfico no Chemical Abstract (1807-
2004), constatou-se qgue as substancias 19, 20, 21 e 22 sac inéditas na literatura.
Os extratos hexanico, diclorometanico e metandlico das cascas das raizes quando
submetidos ao ensaic de lefalidade com Arfernia salina mostraram-se ativos. Os
extratos e as substancias 18, 18 e 21 foram submelidos ac ensaio de
bicautografia, sendo o exirato hexénico o Gnico que apreseniou atividade
antimicrobiana, mas somente frente aos fungos Rhizopus oryzae (CCT 4964) e
Alternaria alfernata (CCT 1250), enquanto gue 19 mostrou-se ativa somente
contra as bactérias Bacillus subtilis (CCT 0088) e Staphylococcus aureus (CCT
4295), que foi confirmado nc ensaioc de concentgagéo inibitéria minima (CIM =
1000 pg mL™"). Os extratos hexaniceo e diclorometanico foram submetidos ao teste
de atividade antiproliferativa com linhagens de células tumorais e apresentaram
efeito citostatico e citocida, ja o extrato metandlico apresentou apenas efeito
citostatico. A substancia 21 mostrou atividade frente as linhagens OVCAR (ovario)
e PCO.3 (prostata), sendo cerca de 1000 vezes e 80 vezes respectivamente mais
ativa que a doxorrubicina (controle positivo), enquanio gue para a linhagem
NCL460 (pulmao), a atividade mostrou-se equivalente ao controle positive.
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Diterpenes from Myrocarpus frondosus Allemao:

Isolation, Structural Determination and Biological Activities.
Abstract

The phytochemical study of hexane and dichloromethane extracts from the roots of
Myrocarpus frondosus resulted in the isolation of seven diterpenes (18, 18, 20, 21,
22, 23 and 24) whose strutuctures were determined by the analysis of mass
spectra (low and high resolution and EM/EM experiments), 1D-NMR ('H, '°C,
DEPT e NOESY 1D) and 2D-NMR (gCOSY, HSQC/HETCOR e HMBC/COLOC). A
bibliografic research on Chemical Absiract (1907-2004) showed that 18, 20, 21 and
22 are new compounds. The hexane, dichlorometane and methanol exiracts from
the roots were aclive when submitted to bicassay Arfernia salina lethality. The
exiracts and compounds 18, 19 and 21 were submitied io bioautography assay,
when the hexane extract showed antimicrobial activity against Rhizopus oryzae
(CCT 4964) and Alternaria alternata (CCT 1250), while 19 it was active against
Bacilius subtilis (CCT 0089) and Sfaphylococcus aureus (CCT 4295), both giving
MIC = 1000 ug miL™". The hexane and dichioromethane extracts were submitted to
the test of antiproliferative activity against lineages of tumoral cells from humans
and showed citostatic and citocidi effect, while the methanol extract showed oniy
citostatic effect. The compound 24 showed activity against OVCAR (ovarian) and
PCO.3 (prostate) lineages, being about 1000 and 60 times more active than
doxorubicin {positive control) respectively, while the activity against NCi.460 (lung)
lineage was equivalent to that of the positive control (doxorubicin).
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apitu iterpenos de
Myrocarpus frondosus Allemao




1 Introducéo

A familia Legumincsae € uma das maiores familias dentre as
gicotileddneas, compreendendo cerca de 730 géneros e 18400 espécies
mundialmente distribuidas’. Esta familiz estd subdivida em trés subfamilias:
Mimosoideae, Caesalpinicideae e Papilionoideae, as quais s8o consideradas
familias independentes por alguns taxonomistas, dentre eles Huichinson®.

A subfamilia Papilionoideae € a maior e mais amplamente distribuida das
frés subfamilias de Leguminosae e & faciimente reconhecida das oufras
subfamilias pelos caracteres vegetativos, florais e frufiferos, incluindo o
desenvolvimento floral. Nas titimas décadas, esta subfamilia tem sido obieto de
infensa pesquisa faxonfmica, principaimente no que se refere aos géneros
pertencentes as tribos basais tais como Sophoreae e Swartzieae®.

C nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo filoquimico de
varias espécies brasileiras pertencentes a subfamilia Papilionoideae com o
objetivo de averiguar quais as relacbes quimiotaxonfmicas que podem ser
observadas enire as espécies deniro de um género, entre géneros numa mesma
tribo ou ainda entre géneros de tribos proximas que ja foram classificados com
base em morfologia e filogenia. Para tanto trabalhamos em colaboracdo com a
Profa. Dra. Ana Maria G. A. Tozzi, do Depio. de Botanica (IB-UNICAMP) que é
especialista em taxonomia de Leguminosae.

'Lewis GP. 55° Congresso Nacional de Botanica, 26° Encontro Regional de Botanicos de MG, BA e
ES Sociedade Brasileira de Botanica (SBB), Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa,
MG. CD-Rom: Simposios, Palesiras e mesas redondas, 18-23/07/2004,

Hutchinson J. The genera of flowering plants. Londor: Oxford Univ., p. 221, 1967,

“Wojciechowski MF. Reconsfructing the phylogeny of legumes (Leguminosae): an early 21% century
perspective In: B. B. Klitgaard and A Bruneau (editors). Advances in Legume Systematic, Part
10, Higher Level Systematics. Royal Botanic Gardens, Kew, p. 5-35, 2003.
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Os resultados obtidos com vérias espécies dos géneros Lonchocampus® > 5

7. 8 9 10 e Degueiiaﬂ, 12, 13

, ambos da tribo Millelieae nos permitiram propor
correlactes quimiotaxondmicas muito interessantes.

Por outro lado, estudos recentes sobre filogenia das espécies pertencentes
a familia Leguminosae, subfamilia Papilionocideae resultaram na construgdo de um
cladograma onde algumas espécies das tribos Swarlzieae, Sophoreae &
Dipterygeae encontram-se proximas e derivam de uma mesma chave®. As tribos
Swartzieae, Sophoreae, Dipterygeae e Dalbergieae sdo consideradas como as

tribos mais basais da subfamilia Papilionoideae. Na tribo Sophoreae o génerc

*Magalhdes AF, Tozzi AMGA, Sales BHLN, Magalhées EG. Twenty-three fiavonoids from
Lonchocarpus subgiaucescens. Phylochemistry 42, 1459-1471, 1996,

*Magalhaes AF, Tozzi AMA, Magalhdes EG, Blanco IS, Nogueira MA. Three dibenzoyimethane
derivatives from Lonchocarpus species. Phytochemistry 46, 1029-1033, 1987,

®Firmino CA. Esiudo Fitoguimico das raizes de Lonchocarpus campetris-Tozzi, Dissertacao de
Mestrado. Instituto de Quimica, Unicamp, Campinas, SP, 1898,

"Magalhges AF, Ruiz ALTG, Tozzi AMGA, Magalhaes EG. Dihydrofiavonols and flavanones from
Lonchocarpus atropurpureus roots. Phvtochemistry 52, 1681-1685, 1999.

®Magalhdes AF, Tozzi AMA, Magalhges EG, Nogueira MA, Queircz SCN. Flavonoids from
Lonchocarpus latifolius roots. Phytochemistry 55, 787-792, 2000.

®Sannomiya M. Analise Fitoquimica de Platymiscium floribundum var. latifolium e Lonchocarpus
montanus: Isolamento, Deferminagdc Estrutural & Aflvidade Bioldgica. Tese de Doutorado.
instituto de Quimica, Unicamp, Campinas, SP, 2001.

""Magalhdes AF, Tozzi AMGA, Magalhdes EG, Blanco IS, Soriano MDPC. Flavonoids from
{ onchocarpus muehibergianus. An Acad Bras Cienc 78, £51-861, 2004.

""Magalhdes AF, Tozzi AMGA, Magaihdes EG, Moraes VRD. Prenylated flavonoids from Deguelia
hatschbachii and their systematic significance in Deguelia. Phytochemistry 57, 77-88, 2001.

““Magalhaes AF, Tozzi AMGA, Magalhses EG, Moraes VRD. New spectral data of some flavonoids
from Deguelia hatschbachii AM.G. Azevedo. J Braz Chem Soc 14, 133-137, 2003.

“Neta LCS. Estudo Fitoguimico de Deguelia longeracemosa (Benth) A. M. G Azevedo,
Isclamento, Determinac8o Estrutural, ReagOes de Transformagdo da Escandsnina e Testes
Biclogicos {Leguminosae). Tese de Doutorado. instituto de Quimica, Unicamp, Campinas, SP,
2003.



Myrocarpus compde a iriade dos “Myros” ao lado dos géneros Myrospermum e
Myroxylon™,

Myrocarpus € um génerc exclusivamente sul-americano que pertence a
subfamilia Papilionoideae, tribo Sophoreae e compreende cinco espécies de
arvores, entre elas Myrocarpus frondosus Allemao, que apresenta sinonimias:
Leptolobium punctatum Benth., Myrocarpus paraguariensis Hailier f. @ Myrocarpus
frondosus f. paraguariensis Hassler'®. Sartori, na mais recente revisdo taxonémica
do género Myrocarpus Allemao detectou a ocorréncia de cinco espécies: M
emarginatus, M. fastigiatus, M frondosus, M. leprosus e M. venezuelensis (Figura
1)'®,

A espécie Myrocarpus frondosus Allemio (Figura 2) € popularmente
conhecida no Brasil como sapuvao, cabreliva, dlec-pardo, recoleta, brahuma,
brahuma-parda, cabore e caboretinga. O nome Myrocarpus € derivado do prefixo
grego Myron que significa dlec perfumado’®. A espécie M. frondosus consiste
numa importante fonte de nerolidol, um sesquiterpeno apreciado pela indastria de
perfumaria que ocorre em varias partes da planta sendo o responsavel pela

fragrancia moderada das flores'”.

“pennington RT, Lavin M, ireland H, Kiitgaard B, Preston J, Hu J-M. Phylogenetic relationships of
basal papilionoid legumes based upon sequences of the chloroplast imi. Intron. Syst Bot 26,
537-558, 2001.

“Sartori ALB, Tozzi AMGA. Revisdo Taxondmica de Myrocarpus Allemao (Leguminosae,
Papilionoideae, Sophoreae). Acta Bof Bras 18, 521-535, 2004,

"Sartori ALB. Revisdo Taxonémica e Estudos Morfoldgicos de Myrocarpus Allemao, Myroxylon L.
f. e Myrospermum Jacq. (Leguminosae Papilionoideae Sophoreae). Tese de Doutorado.
instituto de Biologia, Unicamp, Campinas, SP, 2000.

YSchubert V, Dietrich A, Ulrich T, Mosand! A. The sterecisomers of nerolidol: separation, analysis
and olfactoric properties. Z Maturforsch C 47, 304-307, 1992,



O Myrocarpus emarginatus

Myrocarpus fastigiatus
Myrocarpus leprostis

& Myrocarpus frondosus

¢ Myrocarpus venezuelensis

Figura 1: Mapa contendo a distribuicio geogréfica das espécies de Myrocarpus
Allem&o que foram detectadas.

- A madeira de M. frondosus € muito utilizada na construgéo civil em vigas,
caibros, ripas, mourbes, dormentes, assim também como na fabricacdio de
moveis, assoathos e carrocerias entre outros'®. A arvore de M. frondosus também

¢ utilizada como ornamentagdo de parques e grandes jardins devido ao seu longo

®Lorenzi H. Arvores brasileiras, manuai de identificag8o e cultivo de plantas arbéreas nativas do
Brasii. Ed. Plantarum, p. 219, 1992.



periodo de floragdo que dura de fevereiro até dezembro™ '°. Na regigo da Mata
Atlantica, o maceradc da casca da planta em aguardente €& usado como
cicatrizante e antiinflamatorio. A casca e a resina s&0 excelentes para iratar
feridas e contusdes, sendo ainda expecicrante peiforal, indicadas nas lestes do
sisterna respiratorio, os mesmos efeitos s8o atribuidos as ralzes, enguanio o8

frutos s&o excitantes e antidispépticos™

1. Myrocarpus Seketus S3emio A, Rane cor firescineies., 8, Fior. £ G, D, Pétsas. £ Androopn sobrs
m? Gz, G, Frfos (e ADVeRa FURE 3387 for & siemeros fogs G Natsohbath 48333, fum
G Ourigan TOC3). Earats: 2em rmo e s 2 siemenios foars.

Figura 2: llustracao das estruturas de Myrocarpus frondosus Allemac.

Ystasi LCD, Hiruma-Lima CA. Plantas medicinais na amazbnia e na mata atlantica. Editora Unesp,
22 edicdo rev. @ amp., p. 303, 2002.



Uma ampla pesquisa no Chemical Abstracts (1907-2004) e no Web of
Science (1945-2005), usando como palavras-chave Cabreuva, Myrocarpus,
Myrocarpus frondosus, Myrocarpus paraguariensis e Leptolobium punctatum
mostrou que 08 estudos realizados anteriormente com a espécie Myrocarpus

20, 21,22, 23

frondosus fratam da composicao dos oleos essenciais da madeira e das

sementes®™ e dos taninos contidos no extrato aquoso da madeira® %, Durante 2
pesguisa, foram enconirados trabalhos sobre estudos rezlizados com a espécie

20, 21, 22, 23, 27

M. fastigiatus, envolvendo a analise dos dleos essenciais e do exirato

benzénico da madeira® *° (Quadro 1, Tabela 1).

“Naves YR. Etudes sur lés matiéres végétales volatiles. XLili). Présence de nérolidol dans des
huiles esseniielles de papilicnacées. Helv Chim Acta 30, 275-277, 1947.

“'Naves YR. Etudes sur les matiéres végétables volatiles LVII). Cetones des huiles essentieiles de
cabreuva {Myrocarpus frondosus et M. fastigiatus Allem.) et de bois de rose {Aniba rosaedora
Ducke). Helv Chim Acta 21, 44-48, 1948,

“Naves YR. Etudes sur lés matiéres végétales volatiles. LXI). Présence de nérolidel dans des
hwiles essentielles de papilionacées. Helv Chim Acta 31, 408-417, 1948.

#Zipei G, Duyi Y, Zhixi H. Synthesis of (+)-1-methyl-4-acetyl-1-cyclohexene from isoprene and
methy! acrylate. Dev Food Sci 18, 841-5, 1988.

*Naves YR. Essential of seeds of Myrocarpus frondosus (Brasilian oleo pardo). Perfumery Essent.
Oil Record 48, 183-184, 1955.

®Dominguez JA. Analytical investigation of various indigenous woods and kinos. An Soc Guim
Argent 5, 113-118, 1817. Chemical Abstracts 12: 1067 ".

®prado LL, Ricci E. Systematic study of the tannin content of various indigencus species. An
Admin Nacl Bosques, Rep Arg 7-17, 18586. Chemical Abstracts 51:9803e.

“‘Mauer B, Hauser A, Ohloff G. New Sesquiterpenoids from Cabreuva Oil. Helv Chim Acta 69,
2026-2037, 1986.

“®Harbone JB, Gottlieb OR, Magalhdes MT. Occurrence of Isoflavone Afromosin in Cabreuva
Wood. J Org Chem 28, 881-882, 1983,

®Gottlieb OR, Magalhaes M7 Isolation of 3".4",7-trimethoxyisoflavone (cabreuvin) from Myroxylon
baisarnum and Myrccarpus fastigiatus. An Assoc Bras Quim 18, 88-97, 1859,



Jodom, 0

1 Merolidol 2 1-Metil-d-acetil-I-ciclohexens

g g 10 11 Bisabolol

12 Afromosina 13 Aideide tetrehidro-Az-p-toluil 14 Cabreuvina
HGO H
;Sj" H
COCH3
15 tetrahidro-Az-p-metil-acetofenona 16 e—cadinol 17 tanino

Quadro 1: Compostos isolados anteriormente das espécies do género

Myrocarpus.

Tabela 1: Compostos isolados anteriormente das espécies do género

Myrocarpus.
Espécie Composfmsiﬁeramra
Myrocarpus frondosus TR AN S P L L VA T A T 2 LD 2

Myrocarpus fastigiatus ~ 1%°, 2% 321 467 720 8107 112, 12% 1321 142 157 1%




2 Objetivos

<  Realizar o estudo fitoguimico dos exiratos das raizes de Myrocarpus
frondosus, visando ¢ isolamento e a caracterizacdo estrutural dos metabdlitos
secundarios atraves da aplicac8o de cromatografia de adsorcdo (CC, CCDC,
CCDP} e da analise dos respectivos especlros de IV, UV, RMN e EM com énfase
na analise detalhada dos espectros de massas {alia e baixa resoiugic e
experimentos de EM/EM) e de RMN ('H, °C, DEPT e NOESY 1D) incluindo RMN-
2D {gCO8Y, HSQCHETCOR e HMBC/COLOC).

< Averiguar possiveis correlacbes guimiossistematicas com espécies das

tribos vizinhas Swarizieae e Dipterygeas.

4 Avaliar a atividade biologica dos exiratos e substancias iscladas através
dos ensaios de letalidade com Arfernia salina (citotoxicidade), bioautografia
(atividade antimicrobiana), concentracao inibitéria minima (CIM) e atividade

antiproliferativa em culturas de células tumorais humanas.
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3 Parte Experimental

3.1 Materiais ¢ Métodos

3.1.1 Analises cromatograficas por CCDC e CCDP

As placas de CCDP e CCDA sobre vidro foram preparadas no [aboratdrio
com silica gel 80PFzss (Merck), assim como as cromatoplacas de aluminio
recobertas com silica gel GFzss 0,2 mm (Arf 1.05554 Merck) também foram
ytilizadas.

3.1.2 Reveladores

Os reveladores utilizados foram: irradiagdo com luz ultravioleta (A = 254 nm
e 365 nm) e nebulizagio com soluggo de anisaldeido modificada®
(etanol/anisaldeido/acido sulfurico/acido acético 90:5:5:1) seguido de aquecimento
das placas cromatograficas.

3.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN'H, RMN">C (iotaimente desacoplado € DEPT), RMN-
2D (gCOSY, HSQC/HETCOR e HMBC/COLOC) e NOESY 1D foram registrados
no espectrometro INOVA 500 (VARIAN) com campo de 11 tesla. Os
deslocamentos quimicos foram expressos em valores de &, utilizando CDCl; como
referéncia externa (6u=7,27 e 5c=77.0). As constantes de acoplamento (J) foram
medidas em Hertz (Hz).

*nerck. Dyeing reagents for thin layer and paper chromatography. E Merck, Darmstadt, p. 118,
1871,




3.1.4 Espectromeitria de Massas

Os especiros de massas de alia resolucio e experimentos de espectro de
massas de espectro de massas (EM/EM) foram obtidos em um espectrdmetro VG-
Autospec através da técnica de impacto eletrénico (70 eV).

O espectroc de massas de baixa resolucdo foi realizado em um
espectrdmetro de massas acoplade & um cromatdgrafo gasoso modeio HP 5873
com coluna capilar HP-5MS. As condigbes de analise para a substancia 18 foram:
temperatura do injetor (250 °C}, temperatura do detector (280 °C), coluna (120 °C,
4 °C/min ate 250 °C, mais 5 min a 250 °C}.

3.1.5 Especiroscopia no Ultravioleta

Os espectros de absorcao no uliraviolela foram obtidos em um
espectrofotdmetro com amranjo de diodos Agilent, modelo HP 8453, O solvente
utilizado no preparo das amostras foi metanol (gray HPLC).

3.1.6 Espectroscopia no IV

Os espectros no infravermelho foram adquiridos em um equipamento
Bomen MB-Series, modelo B-100 com transformada de Fourier em pastilha de KBr

ou filme.

3.1.7 Rotagdo Optica

Os valores de rotacao Optica especifica foram obfidos no polarimetro
Perkin-Elmer, modeio 341 com idmpada de Sédio (588 nm), & temperatura de
20 °C, sendo as amostras dissolvidas em metanol grau HPLC. Os valores de
rotacao Optica especifica foram calculados utilizando-se a seguinte formula:

a x 100
[alf =

lxc

12



onde:
[a]% = valor de rotagéo Optica especifica
« = valor de rotac¢ao éptica observada

c= concentragdo em g/100 mL da substancia
!= caminho optico da cela (0,1 dm)

3.1.8 Ponto de Fuséao

As medidas de ponto de fusao foram realizadas empregando-se o aparelho

de ponto de fusao da Microguimica, modelo MQAPF-301.

3.2 Estudo Fitoguimico

3.2.1 Coleta do material vegetal

As raizes de Myrocarpus frondosus foram coletadas no Jardim Botanico da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e identificadas pela Dra. Ana
Maria de Azevedo Tozzi. Uma amostra do espécime encontra-se depositado no
Herbario do Departamento de Botanica do Instituto de Biologia, UNICAMP (UEC
n® 135622).

3.2.2 Obtencao dos extratos

Apds secagem em esfufa a 40 °C e trifuragdc em moinho de facas as
cascas (85,7 g) e o ceme (262,8 g) das raizes de M. frondosus foram
armazenados por cerca de trés anos e oitc meses sem perder as caracteristicas
originais, isto é: odor e cor. Uma pequena amostra de cada uma das partes foi
extraida por maceragéc com hexano, diclorometano e metanol para a realizacéo
de uma analise preliminar por cromatografia em camada deigada (CCD) dos
extratos das cascas e do cerne das raizes de M frondosus, constatando-se a

presenca de substancias que absorviam no ultravicleta e revelavam em

i3



anisaldeido (revelador universal), observando-se ainda que os extratos das cascas
eram mais ricos gue os do ceme.

Assimn, neste estudo as cascas (75,1 g) foram sucessivamente extraidas em
Soxhlet com hexano, diclorometano e metanol durante um periodo de 58 horas

com cada solvente conforme o Fluxograma 1.

{ 75,1 g das cascas das raizes de &, frondosus j

Extracac com hexano (56 horas)

{ Extrato Hexénico de M. frondosus (2.4 g} } { ) Torta }
Extracio com dictorometano (56 horas) W
=
{ Extrato Diclorometanico de M. frondosus (2.5 ) } { Toria }
Extracao com metanol (56 horas} --—

_.__[ Extrate Metandiico de M. frondosus (4.4 g}

Fluxograma 1: Fluxograma de extragao por Soxhlet das cascas das raizes de M.

frondosus.

3.2.3 Estudo do Extrato Hexanico

Uma parte do exirato hexanico (1,60 g) das cascas das raizes de M.
frondosus, foi fracionada em coluna cromatografica (17,2 cm x 4,0 cm de diametro
interno), empacotada com sflica gel (230-400 mesh), sendo eluida iniciaimente
com hexanof/diclorometano 1:1 (v:v), aumentando gradativamente a polaridade do
eluente pela adicdo de CH,Cl, seguida da adicdo de metanol até 100%.
Obtiveram-se 234 fragbes (15 mL), as quais foram reunidas em 24 grupos apés o
monitoramento por CCDC (Tabela 2 e Figura 3).
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Tabela 2. Relac&o entre Grupo de fragbes / Substancias isoladas do extrato
hexénico de M. frondosus.

Grupo de Fracdes Fraches BMassa (mg) Substincias Guantidade {mg)
{3 isoladas
i 1 11,8
2 2-3 850 18 10,0
3 4 18,1
4 58 15,8
5 7-8 8,3
& g 3.3
7 10-11 84
8 12-15 12,0
g 16-17 8,3
10 18-21 204 19 4,3
11 22-39 102,58
12 40-49 29,1
13 50-72 325
14 73-81 251
15 82-87 29,2
16 88-93 357 20 11
17 94-112 158,2 21 8,2
22 1,0
18 113-168 103,2
19 169-177 14,8
20 178 243
21 179-181 385.9
22 182-186 192,8
23 187-211 77.8
24 212-234 130,2

Figura 3: Grupos de fragdes obtidas do fracionamento do extrato hexanico,
desenvolvida em CH,Cl; (1X).
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A seqiéncia de fluxogramas abaixc corresponde as purificacbes por
Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) que resultaram no
isolamento das substéncias 18 (Fluxograma 2), 19 (Fluxograma 3), 20
(Fluxograma 4), 21 (Fluxograma 5) e 22 (Fluxograma 6) cujos dados

espectroscopicos sdo relatados em seguida.

GZ 83,1 mg}

g ccop 1
¢ HewEE 3:0,06 (1x) =

d i H
G21{28my) - 1 ! G2.2 (4,2 mg). % g G2.3 (2.2 mg) é ( G2.4 (1,8 mg) J

J

Fluxograma 2: Isolamento da substancia 18.

Aspecto Fisico: dlec amarelo

RMN'H {500MHz, CDCL,) 5: E1, Tabela 4

RMN'C (125MHz, CDCls) 8: E2, Tabela 4

CG/EM: tr 19,39 min, m/z (%) 272 (M™, 20%), 257(100%), 136 (10%), 121 {12%),
80 (14%), E7

16



: G10
G (204mgh s o

ceop :
HewAcOE: 7,5% (3x) R

i
i G10.3 (6.4 mg)

Aspecto Fisico: solido amorfo amarelo

[a]? = +20° (CH3Cl; ¢ 0,45)

UV Amax M ({log €): 252 (4,11); 259 (4,02); 281 (3,47); 291 (3,48); (CH3OH;
¢ 5x10° mol L"), E22

IV vimax (filme CH,Cly, cm™): 3494, 2928, 1462, E23

RMN'H (500MHz, CDCI,) 8: F8, Tabela 5

RMN'C (125MHz, CDCl3) 8: £9, Tabela 5

EMAR m/z: observado 298,1903 [M™] (C2oH2s0> calcuiada 298,1933), E20
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: ceDP k
i HewACUEt 5% (3%)  iomi
§ HeACOE! 20% {29) |

: | i

G163 (2.1 mg} g i

( G16.7 (0.7 mg g

G315.4{20mg) } G185 (1,0 mg}

}

Fluxograma 4: Isolamento da substancia 20.

Aspecto Fisico: sélido amorfo amarelo

RMN'H (500MHz, CDCl;) §: E24, Tabela 6

RMN™C (126MHz, CDCl;) §: E25, Tabela 6

EMAR m/z: observado 314,1901 [M"] (C20H2s05 calculada 314,1882), E35
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Lavagem com Hexano

i
S GITHEX
e {766 mg} -
Hex/ACOET 12,5% (6x)
1 1

[_ G17.1DCM (0,2 mg) J ( 617.20CM 51,4_:1:{_:;)-]

[ G17.40CM (1.4 mg) J
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Aspecto Fisico: agulhas brancas
Ponto de fusio: 173,4-173,9°C

[@]? = +74° (CHsCI; ¢ 0,81)

UV Amax nm (log s): 260 (3,69); 265 (3,72); 269 (3,70); (CHOH: ¢ 5x10° mol L™,
E53

BV vinsx (pastilha de KBr, cm™): 3548, 3464, 2028, 1658, 1453, 1124, £54
RMN'H (500MHz, CDCl,) &: E37, Tabela 7

RMN™C (125MHz, CDCI;) 5: E38, Tabela 7

EMAR m/z: observado 318,1832 [M™] (C19H204 calculada 318,1831), E51

i7
(32,2 mg) J

cooP
i HestheOET 10% (84}

[ 17.1 {01 mg;} ( ewz{c{,smm} [Gw.am?mg)] !j Gﬁ_ﬁ(&?mg_)} { 617.6(2,0 mg) J (zsw.?qamﬂ

Fluxograma 6: Isolamento da substancia 22.
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Aspecto Fisico: sélido amorfo amarelo

RMN'H (500MHz, CDCls) 8: E55, Tabela 8

RMN'3C (125MHz, CDCI;) §: E56, Tabela 8

EMAR m/z: cbservado 302,1906 [M"] (CisH2605 calculada 302,1882), E67

3.2.4 Estudo do Exirato Diclorometanico

Uma parte do exirato diclorometanico (2,30 g) das cascas das raizes de M.
frondosus, fol fracionada em coluna cromatografica (16,0 cm x 3,8 cm de didmetro
interno), empacotada com silica gel (230-400 mesh), sendo eluida inicialmente
com hexano/diclorometano 1:1 (v:v), aumeniando gradativamente a polaridade do
eluente pela adigBo de CHyCi; seguida da adicdoc de metanol até 100%.
Obtiveram-se 386 fracdes (15 mL), as quais foram reunidas em 21 grupos apds ©
monitoramento por CCDC (Tabela 3 e Figura 4).

Tabela 3: Relacaoc entre Grupo de fragbes / Substéncias isoladas do extrato
diclorometanico de M. frondosus.

Grupo de Fragbes Fragbes Massa {mg) Substincias Quantidade {mg)
{G) isoladas

1 i-2 29,2 23 3.4
24 2,0

2 3-5 18,8

3 6-8 29,6 18 4,9

4 9-15 31,4

5 16-19 10,5

6 20-22 9.1

7 23-29 16

8 30-31 51

9 32-35 13.8

10 36-40 18.5

11 41-45 14,6

12 46-47 6,2

13 48-58 38,3 21 12,6

14 59-84 572 21 15,9

15 85-156 418

16 157-166 632,7

17 167-187 3251

18 198-293 2051

19 294-335 142.8

20 336-354 112,8

21 355-386 409,68
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rigura 4: Grupos de fragbes obtidas do fracionamento do extrato diclorometanico,
desenvolvida em CHCl, (1X).

A seqliéncia de fluxograma abaixc corresponde a purificagdc por
Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) que resultaram no
isolamento das substdncias 23 e 24 (Fluxograma 7), cujos dados
espectroscopicos sao relatados em seguida. O estudo do extrato diclorometanico

também forneceu as substancias 19 e 21.

CcCcbp
Hexano 100% {2x)

|
{ ‘IG14ED (107 mgy -

[ [/BLIED (47 mg) J

Fluxograma 7: Isolamento das substancias 23 e 24.
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Aspecto Fisico: dleo amarelo

RMN'H {(500MHz, CDCI;) 8: E68, Tabela 9

RMN'C (125MHz, CDCIls) 5: E69, Tabela 9

EMAR mv/z: observado 280,1838 [M™] (CaoH240 calculada 280,1837), E78

Aspecto Fisico: dleo amarelo

RMN'H (500MHz, CDCl,) §: E79, Tabela 10

RMN'C (125MHz, CDCl,) 8: E80, Tabela 10

EMAR m/z: observado 286,2294 [M"] (CzoHaeO calculada 286,2297), E89
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4 Resuitados e Discussiao

O estudo fitoquimico dos extratos hexénico e diclorometanico das cascas
das raizes de M. frondosus resulfou no isolamento e determinagdo estrutural de 7
diterpenos (Quadro 2), dos quais constatou-se que 19, 20, 21 e 22 sdo inéditos na
literatura, apss ampla busca bibliografica no Chemical Abstracts (1907-2004).

As estruturas moleculares das substancias isoladas foram caracterizadas
através da analise dos respectivos dados espectroscopicos conforme descrito a
seguir para cada substéncia.

19,20, 21 e 22 sdio inéditos na literatura

Quadro 2: Substancias iscladas dos extratos hexanico (18, 19, 20, 21e22)e
diclorometanico (23 e 24) das raizes de M. frondosus.
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4.1 Determinacéo estrutural do diterpeno 18

O especiro de RMN'H (Anexo A - E1, Tabela 4) da substincia 18
apresentou quatro sinais em § 0.67 (s; 3H), 1.02 (s; 6H) e 1.07 (s; 3H) referentes a
metilas em carbonos quaterndrios. Observou-se também os sinais de quatro
protons olefinicos, dos quais trés pertencem a uma ligagao dupla terminal [§ 5.83
(dd; J= 17Hz e 11Hz, 1H), 6 4.93 (dd;, J=17Hz e 1Hz; 1H) e 5 4.85 (dd; J =
11Hz e 1Hz; 1H)] e o quarto préton absorve em 8 5.49 (m; 1H)].

Os espectros de RMN'°C e DEPT (Anexc A - E2 e E3, Tabela 4),
mostraram os sinais de 20 carbonos, sendo 4 CHs;, 8 CH,, 4 CH (dois alifaticos e
dois olefinicos) e 4 Co (trés alifaticos e um olefinico).

E-ssa substéncia foi identificada como tendo a mesma constituicdc do 5,15-
rosadieno (Tabela 4) através da comparacao dos respectives dados de RMN '3C
obtidos experimentaimente para o ent-5,15-rosadienc’’, que foi primeiramente

obtido a partir de reagées de transformacgdc em 1981°! e que ha apenas dois

*'Garcia-Alvarez MC, Rodriguez B, Valverde S, Fraga BM, Gonzalez AG. Carbon-13 NMR spectra
of some eni-rosane diterpenoids. Phyfochemistry 20, 167-169, 1981.
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relatos de ocorréncia natural do mesmo, nas espécies Dacrydium intermedium™ e
Crytomeria fortunei,

As correlagbes observadas nos espectros de RMN-2D homonuciear gCOSY
{Anexc A - E4) e heteronuclear HSQC (Anexc A - E5) e HMBC (Anexc A - E8,
Figura 5) encontram-se na Tabela 4.

Figura 5: Correlagbes observados no espectro de HMBC (H, C, J ") da
substancia 18.

O espectro de massas de baixa resolug@o (Anexo A - E7) mostrou o pico do
fon molecular [M"™ = 272 (20%)]. A fragmentacéo proposta encontra-se no Quadro
3. |

Os espectros de RMN ('"H e °C) da substancia 18 apresentaram sinais
adicionais relativos & presenca de impurezas que nac prejudicaram a
determinacao de sua constituicdo, mas iriam interferir na medida de rotago dptica
especifica que nao foi feita e por isso ndoc é possivel afirmar se a substancia 18 é

o rosadieno ou o ent-5,15-rosadienc.

Zperry NN, Weavers RT. Foliage diterpenes of Dacrydium intermediuny. identification, variation and
biosynthesis. Phytochemistry 24, 2899-2904, 1985.

33Na@ilgahama S, Tazaki M, Nishimura K, Tajima M. Ent-rosa-5,15-diene, a diterpene hydrocarbon in
Cryptomeria Leaf oil. Phyfochemistry 36, 77-78, 1994,
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m/z 80 (14%)

" m/z 257 (100%)

T ~CHg

 m/z121(12%)

m/z 257 (100%)

Quadro 3: Proposta de fragmentacao para a substéncia 18.
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4.2 Determinacdo estrutural do diterpeno 18

O espectro de RMN'H (Anexc A - E8, Tabela 5) da substancia 19
apresentou trés sinais em & 1.08 (s; 3H), 1.32 (s; 3H) e 1.64 (s; 3H), os quais
sugerem a presenca de um sistema 4,4,10-trimetil frans decalina, onde peio
menos duas das metilas podem estar sob o efeito da interacdo 1,3-diaxial com um
grupo oxigenado cuja presenga se confirma pelo sinal de um préton carbindlico [8
4.80 (sf; 1H)]. Observou-se também os sinais referentes a um préton aromatico [§
7.38 (s; 1H], um anel furano [8 6.70 (dd; J = 2Hz e 1Hz; 1H) e § 7.52 (d; J = 2Hz;
1H], uma metila aromatica [8 2.37 (s; 3H)] e de prétons metiiénicos
diastereotopices [6 3.05 (dd, J= 17Hz e 5Hz; 1H) e 8 2.97 (d, J = 17Hz; 1H)].

Na expanséo do espectro de RMN'H {Anexo A - E8) vale ressaltar a
presenca de um aparente quarteto triplo em § 1.89 (J = 14 e 4 Hz, 1H), referente
ao hidrogénio axial (Hys), 0 qual apresenta acoplamento geminal com Hy, e vicinal
com dois hidrogénios axiais (H1, e Hs,), € dois hidrogénios equatoriais (His e Hap).
Ao interpretar as multiplicidades e os valores das constantes resultantes destes
acoplamentos onde em geral Joem > Jyansdiaxal > Jaxialequatoral S€ri@ esperado
observar uma multiplicidade mais complexa. O aparente quarieto na realidade
deve-se ao entrelacamento dos dois tripletos resultantes do acoplamento trans-

diaxial, sugerindc que neste caso a referida constante de acoplamento deve ser
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da mesma ordem de grandeza do Jgemna permitindo a observagao diferenciada
apenas das constantes de acoplamento Jyans-diaxial € Jaxiakequatorial-

Os espectros de RMN™C e DEPT (Anexo A - ES e E10, Tabela 5),
mostraram os sinais de 20 carbonos, sendo 4 CH;, 4 CH;, 5 CH (dois alifaticos e
trés aromaticos) e 7 Cp (cinco aromdéticos e dois alifaticos) de acorde com o
esperado para um diterpenc da classe dos abieta-8,11,13-trieno™, contendo um
anel furano ligado ao anel aromatico.

A comparagéo dos dados de RMN ('H e °C) com os dados da literatura
para varios derivados de abieta-8, 11, 13-trienos levaram a conclusdo de que a
fung@o oxigenada (um grupo hidroxila) encontra-se no ane! B em C-6p, onde a
interagdo do tipe 1,3-diaxial com as metilas C-19 e C-20, justifica os respectivos
deslocamentos quimicos (8y 1.32 CH3-19 ¢ 1.64 CHs-20, 8¢ = 23.9 CH3-19e 277
CH3-20) em relagéo aocs observados para o ferruginol®® * (54 1.22 CH5-19 e 0.96
CH3-20, 8¢ 214 CH:-19 e 2486 CH3-20), logo os prétons metilénicos
diastereotopicos acima mencionados encontram-se ligados ao C-7.

Os deslocamentos quimicos de todos os protons e carbonos da molécula
foram confirmados por RMN-2D através das correlacbes observadas nos
espectros HSQC (Anexo A - E11) e HMBC (Anexo A - E12, E13, E14 e E15,
Figura 6), enquanto a analise do especiro gCOSY (Anexo A - E16, E17 e E18)
confirmou os acoplamentos propostos com base na andlise do espectro de
RMN'H (Tabela 5).

*Corral JMMDel, Gordaliza M. "*C NMR Data for Abieta- 8, 11, 13 -iriene Diterpenoids. Magn
Reson Chem 32, 774-781, 1994.

35Yamagushi K. Spectral data of natural products. Vol. 1, Elsevier Publishing Company, p. 287,
1970.
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Figura 6: Correlacdes observados para os carbonos guaternarios do anel C
no espectro de HMBC (H, C, J ") da substancia 19.

No experimento de diferenca de nOe (Anexo A - E19, Figura 7) a irradiagéo
do préton carbindlico (8 4.80, s/) causou incremento dos sinais das metilas [CHa-
18 (8y 1.08, 3.94%) e CH3-19 (84 1.32, 0.59%)], de H-5 (51 1.46, 1.24%) e de H-74
(6n 2.97 e 3.05, 3.19%). Esses resultados reforgam a sugestdo de que o grupo —

OH encontra-se na posicéo 6p.

Figura 7: Incrementos observados no experimento de nOe para 19.

O espectro de massas de alta resolugéo (Anexo A - E20) mostrou o pico do
ion molecular [M™ = 298,1903 (54%)], de acordo com a formula CygHas05 (Calc.
298,1933). A origem do pico base com m/z 265 (100%) pode ser racionalizada
pela perda de uma molécula de 4gua (M"™-18), seguida da perda de um radical
metila (M™ -18 -15) ou vice-versa. Por analogia aos caminhos de fragmentacao
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observados com varios derivados do ferruginol®®

foi possivel racionalizar a origem
dos fragmentos a, b, ¢ e d correspondentes aos picos com m/z 283 (3%), 195
{25%), 183 (9%), 169 (5%) (Quadro 4). O Anexo A - E21 mostra os dados do
experimento EM/EM, que estdo de acordo com a proposta de fragmentagéo

apresentada no Quadro 4.

- “io/ \;CHg’

mz280 (4%)  y* 298 (54%) m/z 283 (3%)

n/z 69 (14%)
m/z 369 (5%)

o

sz 195(25%)
b

m/z 183 (9%)

£+

Quadro 4: Proposta de fragmentacio para a substancia 19.

*®Enzeli CR, Wahiberg 1. Mass Spectrometric Studies of Diterpenes. Acta Chem Scand 23, 871-
891, 1969,



Apds ampla revisao bibliografica, verificou-se que a substancia 18 é um
diterpeno da série dos abieta-8, 11, 13-trienos inédito na literatura. O isémero 5q-
OH foi isclado de Caesalpinia puicherrima®, uma espécie Leguminosae usada na
medicina popular pelas suas propriedades abortiferas.

4.3 Determinac&o estrutural do diterpeno 20

O espectro de RMN'H (Anexo A - E24, Tabela 6) da substancia 20 mostrou-
se muitc semelhante ao do diterpeno 19 com os sinais caracteristicos das
absorcbes dos hidrogénios referentes as metilas de um sistema 4,4,10-trimetil
trans decalina, a metila aromatica, ao préton aromaético e a um anel furane, onde
os deslocamentos quimicos das metilas CHs-19 e CH2-20 também indicam o efeito
da interaglo 1,3-diaxial causado pela presenca de um grupo OH ligado ao
carbono C-6f. Entretanto, o sinal em 8 4.64 (d, J = 6Hz; 1H) foi atribuido a
presenca de mais um hidrogénio carbinélico na molécula.

Os espectros de RMN'C e DEPT (Anexo A - E25 e E26, Tabela 6) também
se mostraram muito semelhantes aos do diterpeno 19, com os sinais
correspondentes a 20 carbonos, sendo 4 CH; 3 CH; 6 CH e 7 Co. E interessante

observar que em relaggo ao diterpeno 19 tem-se a mesma da quantidade de CHs

$"McPherson DD, Che C, Cordeil GA, Soejarto DD, Pezzuto, JM, Fong HHS. Diterpenocids from
Caesalpinia pulcherrima. Phytochemistry 25, 167-170, 1986.
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e Co, diferindo apenas na presenga de um CH; a menos e de um CH carbindlico a
mais na molécula.

A comparagio dos espectros de RMN'C dos compostos 19 e 20 mostrou
uma grande semelhanga enire os deslocamentos quimicos dos carbonos dos
angis A, C e D, sugerindo que a diferenca estrutural entre os dois compostos
encontra-se no anel B, o gue junio a andlise do espectro de RMN'H mostrada
acima levou 2 conclusao que 20 possui mais uma hidroxila que deve estar ligada
na posicéo B do carbono C-7, pois a multiplicidade do sinal referente a H-7 [§ 4.64
(d; 4 = 6Hz; 1H)] é coerente com o esperado para a ocorréncia de acoplamento
axial (H-7a) com equatorial (H-6a).

Os deslocamentos quimicos de todos os prétons e carbonos da moilécula
foram confiimados por RMN-2D através das correlagbes observadas nos
espectros HSQC (Anexo A - E27 e E28) e HMBC (Anexo A - E29, E30 e E31,
Figura 8), enquanto a analise do espectrc gCOSY (Anexc A - E32 e E33)
confirmou os acoplamentos propostos com base na analise do espectro de
RMN'H (Tabela 6).

Figura 8: CorrelagBes observados no espectro de HMBC (H, C, J") da
substancia 20.
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No experimentio de diferenca de nOe (Anexc A - E34, Figura 9) a irradiacdo
do préton carbindlico [8 4.64 (d, J = 6Hz; 1H)] causou incremento dos sinais da
metila CHz-18 (84 1.07, 4.16%), de H-6 (84 4.99, 2.66%) e de H-5 (85 1.37, 1.86%).
Tais resultados reforgam a sugestdo de que ¢ grupo —OH encontra-se na posigdo

7B.

Figura 9: Incrementos cbservados no experimento de nOe para 20.

O espectro de massas de alta resclucio (Anexo A - E35) mostrou o pico do
ion molecular [M™ = 314,1901 (21%)], de acordo com a férmula CzoH2s03 (Calc.
314,1882). Os experimentos EM/EM (Anexo A - E36) comprovam que os
caminhos de fragmentagdo sdo andlogos aos observados para a substancia 19
(Quadros 5,6,7,8e 9).



ez 396 (37%)

E ~-CH5

H

my 281 (63%)
A
&

m/z 281 {63%)
B
a

m/z 263 (8%)

Quadro 5: Proposta de fragmentagao para a substancia 20.

m/z 296 (37%)

-CHp=€=0

mrz 167 (21%) m/z 125 (11%)

Quadro 6: Proposta de fragmentag&o para a substancia 20.
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* &3 m/z 197 {(14%)
3
=
&

m/z 197 (14%) m/z 183 (12%) m/z 197 (14%)

Quadro 9: Proposta de fragmentag&o para a substancia 20.
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Tanto o espectro de massas como os especiros de RMN ("H e °C) da
substancia 20 apresentaram sinais adicionais menos intensos relativos a presenca
de impurezas que ndo prejudicaram a determinacio de sua estrutura molecular,
mas iriam interferir na medida de rotacfo Optlica especifica que por isto ndo foi
feita.

Apbs ampla revisdo bibliografica, verificou-se que a substincia 20 é um
diterpeno di-hidroxilado nas posicdes 6 e 7P periencente a série dos abieta-8, 11,
13-trienc inédito na literatura.

4.4 Determinacg@o estrutural do diterpeno 21

O espectro de RMN'H (Anexc A - E37, Tabela 7) da substancia 21, revelou
a presenca trés sinais em & 1.01 (s; 3H), 1.30 (s; 3H) e 1.33 (s; 3H) que sugerem a
presenga de um sistema 4,4,10-trimetil frans decalina, bem como a presenca de
um anel furano [ 6.65 (d, J = 2Hz; 1H) e 8 7.34 (d, J = 2Hz; 1H)] e dois protons
carbindlicos [8 3,77 (dd; J = 10Hz e 3Hz; 1H) e 8 4.31 (s/, 1H)]. Os deslocamentos
quimicos de duas metilas indicam que ambas estao sofrendo o efeito de interacio
1,3-diaxial com um dos grupos hidroxila.

Os espectros de RMN™C e DEPT (Anexc A - E38 e 39, Tabela 7)
mostraram sinais correspondentes a 19 carbonos, sendo 3 CH;3, 4 CH,, 7CH e 5
Co. Ao comparar estes dados com os da substincia 20, observa-se a auséncia

dos sinais da metila aroméatica e do anel aromatico {anel C), indicando que em 21
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o anel C encontra-se saturado. Por outro lado, obseirva-se uma grande
semelhanga entre os anéis A de 20 e 21 e ambas possuem um anel furano. Essas
evidéncias mosiraram que as mudangas estruturais principais ccorreram entre os
aneis B e C. Finaimente, o sinal em §; 200.1, indica a presenca de uma carbonila.

Conforme mencionado anteriormente, o especiro de RMN'H mostrou a
presenca de dois prétons carbindlicos, os quais foram alocados na posicdo 6 e 7,
devido as constantes de acoplamentos e multiplicidade dos sinais, uma vez que H-
Ba (6 4.31) apresenta-se como um singleto largo e H-7o (8 3.77) como um dupio
dubietc (J = 10Hz e 3Hz), pois H-7a acopla com H-6a (J = 3Hz, acoplamento
axial-equatorial) e com H-8pB (J/ =10Hz, acoplamento axial-axial) sugerindc assim
que H-7 possui configuragzo relativa trans-diaxial em relacao ac H-8. Mais uma
vez, a multiplicidade do sinal e a constante de acoplamento do hidrogénic em &
2.71 referente ao H-8p (dd; J = 12Hz e 10Hz; 1H) revela que 0 mesmo apresenta
configuragéo relativa trans-diaxial em relago ao H-9¢ [ 1.81 (td; J = 12Hz e 5Hz;
1H)l. Ha ainda a presenca de sinais referentes a prétons metilénicos
diasterotdpicos [3 2.93 (dd; J = 17Hz e 5Hz; 1H; H-11a) e 2.77 (dd: J = 17Hz e
12Hz; 1H; H-11B)]. |

Os deslocamentos quimicos de todos os prétons e carbonos da molécula
foram confirmados por RMN-2D através das correlagBes observadas nos
espectros HSQC (Anexo A - E40 e E41) e HMBC (Anexo A - E42, E43 e E44,
Figura 10), enquanto a andlise do espectrc gCOSY (Anexo A - E45, E46 e E47)
confirmou 0s acoplamentos propostos com base na andlise do espectro de
RMN'H (Tabela 7).

Figura 10: Algumas correlagbes observados no espectro de HMBC
{(H, C, /™ da substéncia 21. 42
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Nos experimentos de diferenga de nOe (Anexo A - E48, E49 e ESQ, Figura
11), observou-se que a irradiagdo da metila (CHs;-19) (84 1.33, s) causou
incremento dos sinais (CH3-18) (81 1.30, 0.64%), H-28 (64 1.73, 1.31%), OH-6B (64
2.58, 0.15%), H-85 (6u 2.71, 1.91%) e H-11B (8 2.77, 1.21%), do proton
carbindlico H-7a (84 3.77, dd) causou incrementos nos sinais H-5a (34 0.88,
2.27%), H-6a (84 4.31, 2.80%), H-9a (8n 1.81, 1.83%) e OH-7B (64 5.79, 2.40%) e
do proton H-5a {8y 0.88, sf) causou incremento nos sinais de H-1a {8y 0.98,
0.70%}, H-3a (811 1.18, 1.61%), H-Ba (84 4.31, 1.53%), H-7a (64 3.77, 1.92%), H-Sc
(0n 1.81, 3.36%) e CH3-17 (64 1.01, 2.58%). Esses resultados reforcam a sugestio

de que as hidroxilas enconiram-se nas posicbes 6§ e 78, bem como a fusioe trans

entreos angis Be C.

Figura 11: Incrementos observados no experimente de nOe para 21.

O espectro de massas de alta resolucdo (Anexo A - E51) mostrou o pico do
ion molecular [M™ = 318,18318 (8%)], de acordo com a formula CtgH2:O4 (Calc.
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318,18311). A racionalizacgo dos caminhos de fragmentacéo foi coerente com os
experimentos EM/EM (Anexo A - E52, Quadros 10 e 11).

M 318 (8%)

i—ﬁgo

3
§ o
H ° _ ’
/7 300 {(8%) mz 300 (8% m/z 285 (2%) av'z 285 (2%)

m/z 267 (EM/EM)

Quadro 10: Proposta de fragmentacao para a substancia 21.
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-£0
g /7 135 (100%)

m/z 318 (8%)

m/z 135 (100%) m'T 307 (18%)

Quadro 11: Proposta de fragmentacao para a substancia 21.

Apos ampla revisao bibliografica, verificou-se gue 21 é um diterpeno inédito

na literatura, muitc semelhante aos diterpenos isolados de espécies do género

38, 39, 40, 41 42,43, 44

Pterodon e derivados

®Arriaga AMC, Castro MAB, Silveira ER, Braz-Filho R. Futher Diterpenoids isolated from Pterodon
polygalaeflorus. J Braz Chem Soc 11, 187-180, 2000,

39Cam;ms, AM, Silveira ER, Braz-Filho R, Teixeira T. Diterpenocids from Plerodon polygalaefiorus.
Phytochemistry 36, 403406, 1994.

*“Fascio M, Mors WB, Gilbert B, Mahajan JR, Monteiro MB, Filho DSF, Vichnewski W. Diterpenoid
furans from Pterodon species. Fhyfochemistry 15, 201-203, 1976.

#'Mahajan JR, Monteiro MB. New diterpenoids from Plerodon emarginatus Vog. J Chem Soc Perk
T 1, 5, 520-525, 1973

“Rubinger MMM, Castelo-Branco PA, Guilardi S, Souza EMR, Gambardelia MTP, Borges EEL,
Ferreira-Alves DL, Piid-Veloso DB. Preparation, X-ray strutural studies and plant growth
regulstory activity of methyl 8a,7j-thiocarbonyidioxyvouacapan-173-oate. J Braz Chem Soc
18, 219-223, 2004,
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4.5 Determinacao estrutural do diterpeno 22

O espectro de RMN'H (Anexo A - E55, Tabela 8) da substancia 22 mostrou
a presenca dos trés sinais em & 0.90 (s; 3H), 0.92 (s; 3H) e 1.03 (s 3H),
caracteristicos das absorgSes dos hidrogénios das metilas do sistema 4,4,10-
trimetil frans decalina, de um anel furanc [6 6.65 (d;, J=2Hz, TH) e 6 7.33 (d;, J =
2Hz; 1H)], de um préton carbindlico [8 3.83 (ddd; J = 11Hz, 9Hz e 5Hz)], de um
préton de hidroxila [5 5.08 (sf; 1H)] e de prdtons metilénicos diastereotopicos [6
2.02 (ddd; J = 13Hz, 5Hz e 2Hz, 1H) e & 1.47 (m)]. A comparagdo dos
deslocamentos quimicos das metilas do sistema {rans decalina com os
observados em 19, 20 e 21 concluiu-se que na substancia 22 néo ocorre interacao
do tipo 1,3-diaxial das referidas metilas com um grupo oxigenado.

“Belinelo V, Reis GT, Stefani GM, Ferreira-Alves DL, Pilo-Veloso D. Synthesis of 6q,7p-
dihydroxyvouacapan-173-oic acid derivatives. Part IV. Mannich base derivatives and its
activities on the elefrically stimulated guinea-pig ileum preparation. J Braz Chem Soc 13, 830-
837, 2002.

“Maltha CRA, Stefani GM, Pilo-Veloso D. The synthesis of 6a,7p-dinydroxyvouacapan-17§-oic
acid derivatives. Part I Carbamate and amine derivatives. J Braz Chem Soc 6, 357-360,
1995.
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Os espectros de RMN'°C e DEPT (Anexo A - E56 e E57, Tabela 8)
mostraram-se muito semelhantes ao do diterpenc 24, com sinais correspondentes
a 19 carbonos, dos quais 3 CHs, 5§ CHy, 6 CH e 5 Co (dois aromaticos, dois
alifaticos e uma carbonila). Ao comparar os deslocamentos quimicos dos carbonos
dessa substancia com 21 concluiu-se que a diferenca encontra-se no anel B.

Retornando-se ac espectro de RMN'H, os valores das constantes de
acoplamentos juntamente com a multiplicidade do sina! do préton carbinélico 8
3.93 (ddd, J = 11Hz, 9Hz e 5Hz; 1H)] sugerem que H-7 encontra-se na posicao
axial, e portanto acopla com H-8p (Jirans.diaxial = 9Hz), com H-6B (Jyans-diaxial = 11Hz)
& com H-6a (Vequatoriataxial = SHz). Por sua vez, o hidrogénio H-6a [82.02 (ddd, J =
13Hz, SHz e 2Hz; 1H)] acopla com H-68 (Jgemina) = 13HzZ), com H-7a (Jequatoriai-axial =
5Hz) e com H-5 (Jequatoriaraxiat = 2Hz). Finalmente, os sinais em § 1.47 (m; 1H) e
3 0.97 (d, J = 10Hz; 1H) foram atribuidos aos prétons H-65 e H-5.

Os deslocamentos quimicos de todos os prétons e carbonos da molécula
foram confirmados por RMN-2D através das correlages observadas nos
espectres HETCOR (Anexo A - E58 e E59) e COLOC (Anexo A - E60, E61 e EB2,
Figura 12), enquanto a andlise do espectro gCOSY (Anexc A - E63 e EG4)
confirmou os acoplamentos propostos com base na analise do espectrc de
RMN'H (Tabela 8).

Figura 12: Correlagbes observados no espectro de COLOC (C, H, J " da
substancia 22.
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No experimento de diferenca de nOe (Anexc A - E65 e E66, Figura 13) a
irradiagdo do préton carbindlico (8 3.93, ddd) causou incremento dos sinais de H-
Sa (8x 0.97, 2.06%), H-8u (84 2.02, 2.33%), OH-78 (8 5.08, 0.43%) e H-9a (84
1.81, 1.30%), ja a irradiagdo da metila CHs-19 (8 1.03, s) causou incremento dos
sinais de H-15, H-28, H-3B, H-6B (8x 1.71, 1.57, 1.47, 1.47, 2.84%), H-8p (81 2.37,
0.94%), H-11p (6n 2.89, 1.01%) e CHs-18 (84 0.90, 0.74%). Esses resultados

reforcam a sugestéo de que a hidroxila encontra-se na posigéo 7.

Figura 13: Atribuicbes dos incrementos observados no espectro de
diferenca de nOe para 22.

O espectro de massas de alta resolugéo (Anexo A - E67) mostrou o pico do
fon molecular [M™ = 302,1906 (15%)], de acordo com a formula CigH2s03 (Calc.
302,1882). Os caminhos de fragmentagdo foram propostos por analogia aos
dados obtidos pelos espectros de EM/EM de 21.

E interessante observar que na estrutura proposta para o cation
correspondente ao pico base m/z 135 (100%) a carga positiva encontra-se
bastante deslocalizada (Quadro 12).
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- a3

m/z 161 (15%)

msz 302 (15%) m/z 135 (100%)
O

\:
N ~CaHz o ) -CO R )

—n —Le
g—H OH
k3
msz 135 (100%) m/z 109 (8%) mrz 81 (6%)

Quadro 12: Proposta de fragmentacac para a substéncia 22.
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O espectro de RMN'C da substancia 22 apresentou sinais adicionais de
baixa intensidade relativos a presenga de impurezas que n&o prejudicaram a
determinacdo de sua estrutura molecular, mas iriam interferir na medida de
rotacéo Optica especifica que por isto ndo fol feita.

Apts ampla revis&o bibliografica, verificou-se que o diterpeno é inédito na
literatura.

4.6 Determinacio estrutural do diterpenc 23

O espectro de RMN'H (Anexo A - E68, Tabela 9) da substancia 23
apresentou grande similaridade com o do diterpenc 18, com sinais caracteristicos
das absorgdes das metilas do um sistema 4,4,10-trimetil frans decalina em & 0.99
(s; 3H) e 1.08 (s; 6H), bem como os sinais de uma metila aromatica [ 2.50 (s;
3H)}, um préton aromatico [5 7.22 (s; 1H)] e dois prétons de anel furano [6 6.75
(dd, J = 2Hz e 1Hz, 1H) e & 7.54 (d; J = 2Hz; 1H)]. A diferenca consistiu
basicamente na auséncia do préton carbindlico e na presenca de dois sinais em §
6.04 (dd; J = 10Hz e 3Hz; 1H) e 6 6.87 (dd; J = 10Hz e 3Hz;, 1H) que foram
atribuidos & presenca de prétons olefinicos na molécula.

Os espectros de RMN'’C e DEPT (Anexoc A - E69 e E70, Tabela 9) também
se mostraram muito semelhantes aos do diterpeno 19, com os sinais
correspondentes a 20 carbonos, sendc 4 CH;, 3 CH, 6 CH ¢ 7 Co. E interessante
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observar que entre os sinais de CH, dois s&o tipicos de carbonos olefinicos (8
128.8 e 124.2) e que se encontram respectivamente correlacionados peic HSQC
(HC, J ') com os prétons em & 6.04 e 6.87. Quando se comparou os
desiocamentos quimicos dos carbonos das substancias 23 e 18 notou-se gue a
diferenca encontrava-se no anel B, que em 23 apresenta uma ligacdo dupla entre
os carbonos C-6 e C-7.

As correlacdes observadas nos espectros de RMN-2D homonuclear gCOSY
{Anexo A - E71, E72 e E73) e heteronuciear HSQC (Anexo A - E74 e E75) e
HMBC (Anexc A-E76 e E77, Figura 14) encontram-se na Tabela 9.

Figura 14: Correlagbes observados no espectro de HMBC (H, C, /") da
substancia 23.

O espectro de massas de aita resolugdo (Anexo A - E78), mostrou ¢ pico do
ion molecular [M™ = 280.1838 (100%)], de acordo com a formula CaoH240 (Calc.
280.1837). Quando comparado ao espectro de massas da substancia 19,
observou-se que ambos possuem os mesmos fragmentos a, b, ¢, e d. No caso da
substancia 23 o fragmento a (m/z 265) é originado diretamente do ion molecular
pela perda de um radical metila levando aos demais fragmentos ta! com ilustrado
nc Quadro 13.
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w280 (100%)

m/z 6% (13%)

m/z 169 (5%)
d
m/z 195(98%)
b

m/z183(11%)
&

Quadro 13: Proposta de fragmentacao para a substancia 23.

Desta forma a substancia 23 foi caracterizada como sendc mais um
diterpeno da série dos abieta-8, 11, 13-trieno que apdés uma ampla revisao
bibliografica foi identificado como um produtc obfido afravés de reagbes de
transformacéic dos diterpenos isolados de Pterodon emarginatus Vog*' e cujos
dados fisicos limitaram-se a obtengéc dos espectros de [V e RMN'H (60MHz).
Agora portanto a ocorréncia natural de 23 esta sendo relatada pela primeira.

55



Tanto o espectro de massas como os espectros de RMN ('H e "*C) da
substancia 23 apresentaram sinais adicionais relativos & presenca de impurezas
que nao prejudicaram a determinacdo de sua esirutura molecular, mas iriam
interferir na medida de rotagio dptica especifica que por isto ndo foi feita.

4.7 Determinacéo estruturai do diterpeno 24

O espectro de RMN'H (Anexo A - E79, Tabela 10) da substancia 24
mostrou a presenga dos sinais em 8 0.87 (ms; 3H) e 0.90 (s; 6H), caracteristicos
das absorgbes dos hidrogénios das metilas do sistema 4,4,10-trimetil trans
decalina, bem como os sinais de uma metifa tercidria [5 0.98 (md, J = 7Hz)], de um
proton metinico [8 2.61 (d, J = 7THz)], de um anel furano [5 6.18 (d; J = 2Hz; 1H) e &
7.22 (; J = 1Hz; 1H)] e de prétons metilénicos diastereotdpicos [8 2.36 (dd; J =
17Hz e 10Hz; 1H) e § 2.56 (dd; J = 17Hz e THz; 1H)].

Os espectros de RMN'°C e DEPT (Anexo A - E80 e E81, Tabela 10)
mostraram os sinais de 20 carbonos, dos quais 4 CH;, 8 CH,, 6 CH e 4 Co (dois
aromaticos e dois alifaticos). Os dados de RMN'H juntamente com os de °C
permitiram identificar esse diterpeno como sendo o vouacapano.

As correlagbes observadas nos espectros de RMN-2D homonuclear gCOSY
(Anexo A - E82 e E83) e heteronuciear HSQC (Anexo A - E84 e E85) e HMBC
(Anexo A - EB6 e EB7, Figura 15) encontram-se na Tabela 10.
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Figura 15: Correlacbes observados no espectro de HMBC (H, C, J " da
substancia 24.

No experimento de diferenga de nOe {Anexo A - EB88, Figura 18} a
irradiagéo do préton da metila (CHs-17) (8 0.88, md) causcu incremento do sinal
de H-9a (6 1.43, 2.11%). Como o sinal do préton de H-1a encontra-se com o
mesmo deslocamento quimico anteriormente mencionado, observou-se também
incremento dos sinais de H-1B e H-2 (84 1.69, 1.47, 2.63%). Ja a irradiagdo do
proton da metila (CH3-20) (3 0.90, s) ndo causou incremento de sinal. Esses
resultados reforcam a sugestao de que a metila (CH;-17) enconira-se na posigéo
14q.

Figura 16: AtribuicGes dos incrementos observados no especiro de
diferenca de nOe para 24.
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O especiro de massas de ala resolucio (Anexo A - E89) mostrou o pico do
fon molecular [M™ = 286.2294 (100%)], de acordo com a férmula CxoH3e0 (Calc.
286.2297). Os caminhos de fragmentacdo encontram-se no Quadro 14,

O especirc de massas da substéncia 24 apresentou sinais adicionais
relativos a presenca de impurezas que ndo prejudicaram a determinacio de sua
estrufura molecular, mas iriam interferir na medida de rotacBo dptica especifica
gue por isto ndo foi feita.
| Apss revisac bibliografica, conslatou-se que 24 i@ havia sido preparada
atraves de reagbes de transformacgéo a partir de diterpenos naturais isolados de
Voucapoua americana e macropetala®, Pterodon emarginatus Vog*' e Dipterix
odorata®®, sendo que dessa Gltima espécie a substancia 24 também foi identificada
como componente minoritario da casca das sementes. Ha na liferatura somente os
dados de 1V e rotacao otica especifica.

“King FE, Godson DH, King TJ. The chemistry of extractives from hardwoods. Part XXIl. The
structure of diterpenes from Vouacapoua species. J Chem Soc 1117-1125, 1955,

*®Godoy RLO, Lima PDDB, Pinic AC, Neto FRA Diterpencids from Dypterix odorata.
Phytochemistry 28, 642-644, 1989.

59



RhaA
Anel £

M 286 {100%)

z 177 {31%)

m/z 69 (60%)

Quadro 14: Proposta de fragmentacao para a substancia 24.
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Totel time 15 Bz, 3% min, LF mac

e
=
2.7} & “Epo o@D
1.4
i@ T T G
A =
i &5 e
E - & oTE
.73
E @
1.8
18— Q
; — R A AT T
&5 & 55 58 4% 46 35 30 25 20
Fl {pmpm}

E15: Expans&o do mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HMBC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCl,) da

substancia 19.

Pulpe Segusscw: YOOET lEE )

Selvant: (D13
¥ahiont tewperaturae ¥z

Fila: abrZZagugtosy o
THNR-500  "mmreunt gPP“):

Sorem. geley 1.380 sac p
Aoy. Time D.206 san 3 P

lidth  £973.% 82

20 tiarh €973.9 Az 7

8 repatitions )

128 iocresecta
COEERVE  Hl, 49%.BBTISSZ MEz b
DATA PRCCESSING 4 o 4
S5. aise bell 0.183 ewc k
F1 DATA PROCESSING 7

Sioe bell 0.0Z§ msec 4
7T aize 2045 = 2048 E
Potal tive TL wif, 20 med P
5

mn
"

TL g}

E16: Mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCls) da substancia

19,
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I — —
&

Sulwapm: (H0IA E
Asmiant tepparstura w3 .
Fiiet shrllagogrody 7
THOVR-BO0D  “gmareun’ {ppm]] a
Ralex. delay L.000 mes 3.0 Y ﬁ .
Ang. time 0.208 zad " S
widtn  6973.9 B I
20 Widih 4373.% Hz -
6 Tepatitions 3.5 *
179 iocvemanbe -
CHEEHVE  EL, 339.BOZT63Z MEx E 4
DATA PROCESSING &, D
#q. siom hall 8.103 sec o
¥1 BATA PROCESSTHG E
Sioe boll 0.0Z6 men P
ET pize 7088 x 2048 -
Totsl kime 21 min, 20 =ac o b @ e
8.0
- E .
5.5
6.0
5.5
R -1 a )
7.0
— ] = of
[E— ] + o B o
B e Y - g Z - a

LI S LIRS 20 0 0 N M 0 R LA 20 A L 0 M 0 2

¥.3 7.0 6.5 4.2 5.5 5.0 4£.5 4.0 3.5 3.2 2.8

Tl {pgn)

E17: Expans3o do mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCl;) da
substancia 18.

P R T U S o s

Pulse Sequence: gCOBY
Solwamt: £BELH
Bt tepparatura 2

File! ADTZZOmOCOSY
THOVA~30G  “rmrsun™

Balan. delay 1000 seo

hag, time 0.206 sea

Hiath 4%43.9 Kz

2D HWidth 4973.9 Bz

§ Tapetitions

128 incremercts
CDSERVE HL, 459.GREZTEE2 MEz
DATA PROCESOING

Sg. ®ime ball B.A03 Seo
¥l DATR PROUBESING

Biom ball 8,026 sec 2
FE i 2040 n 2046 2.5 s
fotal time 21 whn, 20 mew k

§ .kiju

AL
(14
¢
(-]
fond
L
Il

3.5 & W
] b4
4.9
4.5
J 1m = ES

LI B T N S B S L B N B B TP

4.8 4.0 3.3 3.8 2.5 2.0 1.8 i.p

L {ppm)

E18: Expansao do mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) {H 500Mz, H 500Mz, CDCl;) da
substanciz 19,

71



o
Begeit GLDLY AMAgelei_ems sunlfeaphafdimi
IS Beguente: HOESYLO
Foivent; voUby
= 295, K

e, B5.9 0,
DVA-GEE T AnpUaFEET

Rotax. delay 5.987 sec
Pulse 3.9 degrans
Blking U608 cac
cn, timg 3
wigih 1oagd
ELEL

_2¥7 sEx
ey
E

B ey e e i R e A A S g
1z i1 [ g 8 7 ) 4 3
Py
3
H
b

PS5 o A gp ol b i s ey iy 1

353
203
251

154

185,

69.068980

b
tel
facal
ot
Lo

)
Ll
Ins)

143 ]
. 5! H
& 5 ; i ? l ] ; D1
! o A : [
& i’{ o i g i s‘.:Ex,“.f';zE-r..i : Wi e z'j [ PR 5
34 118 140 160 ii 205 23 245 260 288 300 320 240

E20: Espectro de massas de alta resolugao (IE, 70eV) da

substancia 19.
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E21: Espectros de massas do experimento EM/EM (iE, 70eV) da substancia 18 com selecdo dos
ions m/z 298 (a), 280 (b), 283 (c) e 265 (d).

1.0
0.8 b
B+

07 k-

Absorbancia

0,0

¥ T v H ¥ S T
250 275 300 328 350
Comprimento de Onda {nm)

E22: Espectro de UV da substéncia 18.
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JEsmY

s

T T

e

H40.74
" 1138.69

1531.36

16197

1717.55

208344

40
20

100

3006

2000

Transrmittance f Wavenumber {em-f}

Espectro de IV da substancia 19.

E23

Ti_TaE

L

G L L B IR B N L BB

TP T T

5.0D0 4.98 4.90 4.85 4.80 4.75 4.7 4.68

TTT

-l

fac o]

E.87 1.95 1.83 1.91 1.89 1.87 1.88

Poiee Eaquenco: sfpul

P

Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCl5) da substancia 20.

4
©

E24
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iag 183 14 12T ipe ag &0 43 20 mEm

DATA PROCEESING

E25: Espectro de RMN "C (125MHz, CDCly) da substancia 20.

=) e anoes

Puleo Soguance: Seph
Solweet: edgld
FRBAGIT TARPOELTUTS

Tila! meviinepl:
IHOVR-5G0 *pmraunt

Feles. dalay 7,000 suc
Pulwe 30.0 SagLeas
Acqg. hima 1081 sea i
Hidgth 31508.5 B

2024 zepotitians [
COSEEVE 13, 125.6955017 MEz
DECOUPLE  Ei, 439.885L633F MEz

Powmz A6 B

on during acquimition

off darving dalay

Lins broadenisg 1.8 Hz
FT ziza §5536
Total tima 3 BE, IS5 Hih, 53 e

e O O L L B L O e A L I L L I L i AR
220 200 180 158 140 129 100 80 5 £0 20 g oo

E26: Experimento DEPT 90° e 135° (125MHz, CDCl;) da substancia 20.

75




Pulze Segqoance: ESEC
Bolvent: {DOIX
tomp. 25.5 C F 298.1 F

User: 1-14-87
Pile: outZimApBRRE
IBOVR-500  "smmrEme”

felaz. delay 1.000 sae
Rog. time D.204 ees
Width SDER.¥ Hz

2D Widtk IPYTE.0 Bx
168 nepetiticns

2 = 128 &

CEEERVE O, 4993826631 MOz
DECOUPLE €13, 125.7087505 MEr
Powor S0 5

oo garing aCoMielieth

off duming delay

GARP-1 mathleted
DRTA PROCEISING

Geows epodization 0.40%4 2ee
Fl DATA PROCZSHEING

Gauss spodizetion 0.00% smc
¥t size 2088 x 2042

tomal nime LS bz, 4 oo

ipEm}]

b I

] n
AT A N PEN A SPRPUL A ATy

~J

PR

108 ] a6 el

T T

&0 S5
L {ppw]

AL B S G 2

AD 30 paad

T

E27: Mapa de contorno de

Salvant: CDCLY
foxp. 25.0C 7 296.1 K

Taar: Ll-14-87

Pliar cot2lmapBsee?
THCVA-S0C oo

folaw, dalay 1,000 sac
Aoy, Tiwme O.204 sen
#iarh 0229 b=

20 Hidth Z8575.0 Bz
168 Tepetitions

Z x 178 locreracts

TEERAVE Bl, 499.8826€31L Mo
DRCCTURPLE CI3. 125.70RF50S
Powar 50 <P

on duriog acgaizition

off during delay

SARE-L fodulaTad
DATA PROCESSING

Gauss epodiraticn 0.U% aeq
T1L DATA FROCESSTHG

Sausy apodizstion 0.009 s
FT siza 2048 x 2048

Total time 15 bz, 4 sac

i

;'ga

20.

RMN-2D ('H, “C-HSQC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCl;) da substancia

UM i e

-

Tsteesal

(X3 t [ " I+ [ ™

' ‘ ‘ v H H

[ ] [=] ﬂ [ [ L]
snducds b

acdetnhasadunlssl ot

2
‘
>

R

T
i

35 3D

T

Fl {ppm}

LA M S B T S S

25 20

E28: Expansao do mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HSQC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCls) da

substéncia 28.
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Pules Soegranca: FMAEL

Solwest: CDCLE

Towp. 25.89 C f Z98.1 &
Tsaz:  1-14-87

File: cowilnapgfmt
THOVR-30C  "zmzwun”

Ralaz. daley L.500 @ed |
fog. tima U.EGH moe i
Wwidth  S0L3.8 Hw

 Hemkh 28575.0 Be .
260 pupebitions ¥z K
1E% LonTemeshs - =T
CORMRVE B, 459.8026 {ppm)-
path PROCESSTHE N
Ain0 HELL 9.34Z sec
L DATZ FROCZSSING

Sims ball $.00% sec

FT siza 2040 x 2048

Totel time 35 br, 27 min, ¥ e

P T |

R S B

NSRS S
358 149 130 1z0 110 iow 20 8 ki 535 14 4au 30

Fl (g

£29: Mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HMBC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCl;) da substancia
20.

Selvent: CBILY

T, RS-0 S 7 29EL X
Twer: 1-14-67
FLla: AovSizapgiEl

500 "omrewme

Roalam. ¢alay 1.500 soe ]
R, Tiwa 0.204 sec L ‘
#igeh  S013.8 Bz N

0 Width 28975.0 Bz

580 repetitions

128 increnects
CESERVE 61, 499.BBZE67Ie Mbe
DAL PROCESSING

$ina ball D.192 a9

FL DATR A

Sina bell 0.00% sec
TP sime 2048 = 2048

Total time 35 hx, 27 ®min,. 27 seo

pogd
[7,]
PR PRTY RVRY. VPN

powow
L T B <

A
Y
h h
i
1 ISP PPy T I

5.0
] 553
I
6.5
- 100—;
i -

R L LRy L L by L L L L LA R ELLE L LR LA LI ELES LERLN LR AL LR L R LU

150 148 146 144 142 14% 128 136 134 132 130 128 128

T {ppa)

£130: Expansao do mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HMBC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCl) da
subsiancia 20.
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Pulse Sequanca: FEEC

Solwgnt: THCLI

Tamp. 25.0 C 5 2381 K

Owaxt  L-34-BY

Fila: nevilmapgdlc l

TOUR-BRE " oursan” i ;
I
Belax. dgizy 1L.500 S&C i g i ] ] g
sec, Tomn 5550 o L L M e |

ZD Midth 28975.0 Bz E
580 repetiticos b ;
iRE incvenerths -
COSERVE M1, 497.8926724 MBx {PEwm it
LRYA PROCESSING 1.9y
Siom bell O.10Z »et q o —— T —ET————— g
FL DATR PEXESSING ;é 4.4
Sioa ball $.093 med F 3
FT wize 2066 a T4 3
Totel bume 35 bE, T Bin, SY see 1'2:
1'3—: T -}
: e
1.4
1.5
1.6
; 2T e e p——
[
1.3
7.8
“t T T T T " T T T H T T T T 7 T T H
3.1 5D 4% 48 35 3 5
1 {pwm)

E31: Expansao do mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HMBC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCl) da
substéncia 20.

e e 1 ;

Sodwant: COELI

Pemm. 25.0C /7 2981 E 7R
1 OMEZLmepyCOEYe |

ot {pem)]

Balag. galay L.000 sac

Beq, Tims 0.205 sos

LA TFI5.3 Bx

5 Bidrh 4%55.3 S -

COSSIVE Pl £3%.B8R6ST0 MBz .
DAYA PRICESIIHG 4 =2
Sg. 9ine bell 2.107 mot

Gine ball 5.061 s
FT aize 2008 5 04H
Tebal time T1 mio, 1% suc

dh
N
]
)

B ISP

1 {pp=}

£32: Mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCls) da substancia
20,
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Buisa Foguenne: ghdsY A,

Solveet: CROL3 E
Pomp. 25.0 C 7 293.1 & T
Fila: dRtZlmspgCOSys Ny
YHOVR-500  “oumsun® {ppmh
Balan. dolay 1.006 zac E .
Reg. Time C.ZUS meo 3.5
wiATh A9B5.F Ha 7
) Ridih 4585.3 Bz :
B repatitions § 4
128 increpeots 2o
CASERVE  §1, 4998926570 Mz “F
DREA FROCEGHING E|
Sg. sine ball 0.102 sec -
71 DRTA PROCESSING B P
Bine ball D.051 sac 2.5 N -
PY aize 2046 = 2046 1 o
Fotel time 21 min, i seq T
3.8
3.5
4.0
- = B
4.5
2 o= =
50 =] -3 a

L0 I T R S B e - A A B R A I B L T

5.2 4.8 4.0 3.5 3.0 2.5 z.0 i.5 1.8

FL {ppm}

E33: Expans&o do mapa de contorno de RMN-2D ('H, "H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCly) da
substéncia 20.

=5 el Smaphly

SR R e

£34: Experimento de NCESY 1D (500MHz, CDCls, 5 4.64) da substéncia 20.
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20.

. (i.E, ?6e\/) da subst
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E36: Espectros de massas do experimento EM/EM (IE, 70eV) da substancia 20 com selecdo dos
fons m/z 314 (a), 296 (b}, 281 (c), 253 (d) e 211 {e).

81



M. AncRis i . B o
Pulne Hequetwat s2pul

[T
3.0 Z.95%

T

23D

LIS S R S B B A
2.85 2Z.88 Z.75

T T

2. ppm

Vo

R R L RN LR e LR A S LR LN E R

1.88 1.8 1.84 1.82 1.%0

i J I 7

PR

I f’/ff/’

S,

E37: Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCls) da substancia 21.

TY ADGSLE . mas]

Pulze Sequenco: g2pal
Selvant: COHCLZ
soblent temperatura
Tper: 1-L8-87

Fila: wallSegnCl
IENR-F00 TomEeon”t

Relsn. delay 1.500 =ec
Pilsa 45.0 dogreos

A, bime 1.024 sen

Wicth 21508.5 S

10600 reputiticos
CBSERVE C13, I25.69562L1 MBx
DECOUPLE H1, 49%.BE52553 My
Powor 43 oF

ourhiaourly on

HALEE-LE modulelod

DAPA BROCBESIHG

Lins prosdening 1.0 Bz
FT aiwe 65536

Yotal time ¥ hi, 2 #in, 12 sec

1 . ] |

L SLECNE I ML S RIS ML

BRI L e I L T L A L I B U I R e M2 L 2 B N NI

Z00 8D 16D 140 126 izo BD & 40 20 PEm

E38: Espectro de RMN “C (125MHz, CDCls) da substancia 21.
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RADIAOT TERDRTATING
¥ila: maiOSagull
THCHAR-500 " oasaon”

Bohen. calay 2000 T
Purss 0.0 sogTees

RaG. Time L.UR4 pec

Widtn 3LSCE.S Sx

4050 Twphinitee
CESERVE T3, LE%.SHEERLE MRx
DECCUPLE  f3i, G¥5.0R8R55) MEa
Powar 45 @B |

oo ipgy asgpalsition ‘

v fulay

Lige prosgening 1.0 2=
BT mime 5534 E

R = T . T T
TRTh PUCCRERIER i §
H
Rotal tiwe § Dy, 4% min, 41 sec i i

I R L S S S A L -1 T S o e i 2 20 S B B S N DU A S R S S M M St 0 M R A0 A0 A M A T

340 i3g iz i iso El:] 80 Te o 52 4% 30 2B PR

Pulee Soqoenoe: BSQC

Solwant: DCLS
Tamp. ZS.0 T 7 2961 K
Uagr: 1-1Le-B7

File: walO3ecUASGS

~S08 “cmrzun®

| i a
i ! H H H )
i |

| | !
Relax. delsy L.000 sec : i
Asg. Liee 0.204 pec i ; i
Mideh  SO13.2 Br : ; Pl 1
# Mg ZXN23.9 Bx

125 pepanitioos e “
% & LE% Lnavapdnts — ] -
CRSREYE M, 499.8827570 EE 3 PPl S
PEECOPLE £1H, LS. TRETAREHEgnsesTomany - Ld

|
J

Cy

DRYA FROUESSTHS :
Sanss apodizarion 0.034 zac ] B
&7

ul

Tl DATA FROCESSING
Bauss apodization 0.012 e
L mive I046 w 2068
fotal tioe L1 hu, 2 Min, 31 soc

LS LSRR B B S DL BC L B S N L B ) L S B 4

140 130 1zp 110 IpD  sG  8¢  7D  &¢ 50 40 20 2D
T (ppm)

E40: Mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HSQC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCls) da substancia 21.



Pilee Sequasce: BSRC

Solvent: CHEL3
Tawp. 25.0 © F 296.1 K
Oworn: 1-14-87

Fila: wei03eguRSRC
THOVA-300  ~rmzsun®

Batax. selsy L.0U¢ sea
#oq. Time 2.208 mac
Width  5013.2 BEx

——

™ Witk ITLZF.F B E
150 Tepetitices E e
7 & 128 ineromests i -
CUEREVE  Eh. 493 58UTSYR Whm i (EEmi
BRISUPLE TLA, 17S.TOSPAES M i b -
Powsr 5O @ 3 3 - =
on guying AQ@EiEATIGN M"""’"_‘_"'""""é{ Z'B‘ e
off during delay -% i &
saEE-3, Sapcd E .
DATA PROCESSING 4 F
Gauss spodizatien 0.0% sat 2.5 El &
F1 DAIA PRACHSSTHG -
Saues apedixstion 0.0l swec 1 . § 3
2T aize 2048 = IMT b bl
Totel time LI b, 24 min, F1 sec E z_ o
2.57]
8 6
2.0 g
L 3.5
T T T T T T I i
L1 85 =14 45 45 35 3% 25 23 s

TL {ppu

E41: Expansao do mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HSQC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCly) da
substancia 21.

Pulsa Seqounca: QR

Selwest: TOCL3
Terp. 25.0C 7 2381 K
Goex:  1-34-97

Film: mai

INCVA-500  *mmrsn®

o
Baolaw. dalay 1.500 son s : i
Beg. tima 0.127 ses | ] E
Width  4032.% Bx A | Ll
I WLaTE ZHIOL.T Bk | 7
880 wepetitioos ;# ] - - C—
128 iowersonsiis P, 2 4 m - :
CHTERVE  FL. 43%.0aTISETR==y (el Te—tamEr .,
TROA PROCESEING v E : N - -
Bipe pall 2.063 sec - 3 - had
FL DAt FROCHSSING e
Site bell 5.908 wec i
BT side 1024 & 2046 e 4 - P
Tonal Lime FC bE, 3T AL, 1S see W 4 ® 2 = “a
2 H : fe
&
d b " = w
7]
— d - “
&)
— ] . ° -
kp @ -
= - - @ -
L L L e R L L S oy s s Ly ey A n e T RO L e
200 188 180 148 170 i0n a0 &0 4B 20
i (ppm)

E42: Mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HMBC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCls) da substancia
21.
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Eales Sequance: GEMBC

Selvent: CDCL3

Terp. 25.0 C f Z93.% ¥

User: 1~14~37 .

File: maiDéngramme |
IHONB-B0C  Pimmsiest

Smlex. delsy L.90C s .

5 Widih 28901.7 Be i 3
450 reprtiticns ————y - B
120 Loeeremonts xfz Z % 2 Y Il
CREREVE  Ei, 499.89827567 ¥Em - (g} 2 s -
DATA PROCSSSING i
Simo bell 0.063 whe 3
Fi DATA PROCESEING N
Sioe bell T.808 e 4
F? size LUZF m 2049 o
Fotal time W e, 32 aia, 15 seo 4.8
E = -
4.5
5.6
5,5+
O E - @
.8
.57
TT— - k. £ -
7.8
z =
i’ e & & £
R R B S B B R s e S N A n s e
200 180 i80 140 iz ing 8h &3 40
FL (ppe

E43: Expanso do mapa de contono de RMN-2D ('H, “C-HMBC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCl,) da

substancia 21.
Pulee Seguanne: SEMAC
Solwast: COEL3
Tagp. 25.0 ¢ f 258.1 K
Usor: 1-14-87
Pilo: maiflagnouac .
THOVA-500  “omrsun® E E E
. |
Balex. solsy 1.000 ses ; |
heg. time 0.1Z7 oac j i
Wit 4032.2 Ox 1
L Wignn 269C1.7 Bx -
460 epaTitions l Pz 3
1ZB Locrasants 3
cosmve 21, 4995627587 MRz PPk
DATA PERCESHTHG k| o
Si0e DALl 0.063 mac o8
i kA PROCESSTEG 3
$ume Ball 0.008 sac ﬁ 2.5 <<= &=
FY iz 1024 x 2048 3 -
Tetsl Time 26 br, 3T 1.0 @ @ - =D @
;1.1
- el
é 1.2 & =
_:é 1.3 & I oo SEED
145 s
b -
1.5
1.6
1.7 -
1.8"§ <
Po1.wd
to2.04 . . .
S T i B L s Wt T
&0 55 30 45 45 3% 3t 25 20 i5

Tl {ppan)

E44: Expansdo do mapa de contorno de RMN-2D ('H, ""C-HMBC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCly) da
substancia 21.
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Pulme Sequence: GOOEY

Solwnt: TRELA

Terp, £5.0 0 7 298.1 K
File: sarleagmglody
THOVH-S50 gt

Palan. delay 1,000 sec
Bog. Lipw 0.352 soy

wrdnn BATT.T B

T wignh 53ZY.T S

4 xepatitiony

129 incvemests

ODEERVE  HI, 492.882743% ¥G=
ZATR PROCESSING

Sg. mioe bell 0.095 moe
1 DRTR PROCESSING

Sipe bll 9.024 sac
FT zmiza D48 = 2048

Total tie 10 mim, <& Se

R
P .
oo
{ppm]] B &
. % g "
1 e
1 - ag{@ﬁ- 58
5
sk B &
E i 8 Q& %
o - RE &
E : 2 @ L=
o
4 1 a e .
5
I _ [
5-—.
i N Es 3
]
= 7 s -
T T a
7 5 5 4 2 2 1
1 {ppm)

E45: Mapa de contorno de RMN-2D (H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDClay da substancia

21.

Pulse Seguence: GUOEY

Solwwett (BCL3

Rap. 250 C 7 29BL K
Pile: Sauloagugtoay
THOVR-SE rmesen®

Ralax. galay L.OU5 wa
Reg. time 0,197 pet
Hidih 53Z7.7 B
0 WLEh BART.T Bx

COSIRVE  BL, 4958827636 MR
DRYA PROCESSING
8g. wine bell 0.036 mac
F1 DATA PROCESSTNG
Siom bell G.0Z4 sec
FT zize 2048 = 2048
Total time 10 mim, 42 mes

ak... ShtdL l

e

.1 21 an mu.i
bl o
- [3 = - .
(prm)] . @row o
] = Bap
. T S
1.5 %&“‘ -
., -
¥ g8 @
. L= ®
2.3'_‘
2-57 @ .
; G a8 i
3 s-: 8
3.8
1 o= o
4,08
] & L =
& B ey R B
4.0 3.5 3.9 2.5 2.0 i.5 i.¢
Ti {ppw)

E46: Expansao do mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCl;) da

substancia 21.
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é

Puiee Baguanoa: gUoET

Solvant: COCLE
Tomp. 25.0 C F 298.1 K

Fila: deriléagagCosy
INCVA-300 “rorsun®

£
o

Batsw. delay 1.008 sec

acg. time 0.132 pux

Widrh  5327.7 He

21 Width 532T.T He

% Tepetitivhy

126 incremects

OCOEERVE D1, 5FF.BARTEIE MEa
DATA PROCESSING %
#. sime bell D.096 sas
1 DATA PROCESSIEG

Sine bell D.026 2ou i,
P size 204% x 2048

Total time 10 wif, £B Bew

gﬂ
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TTTTTY R N RN AR RN RN SN SRR RS RERES ERLAI R

1.9 3.8 1Y 1.6 1.8 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.% 2.8

FL {ppan)

£47: Expanso do mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCls) da
substancia 21.
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E48: Experimento de NOESY 1D (500MHz, CDCly, 8 0.88) da substancia 21.
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E49: Experimento de NOESY 1D (500MHz, CDCl;, § 1.33) da substancia 21.
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E50: Experimento de NOESY 1D (500MHz, CDCls, § 3.77) da substancia 21.
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Espectro de massas de alta resolugdo (IE, 70eV) da substancia 21.
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ES52; Espectros de massas do experimento EM/EM (IE, 70eV) da substancia 21 com selecéo dos
fons m/z 318 (a), 285 (b}, 163 (c) e 135 (d).
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E53: Espectro de UV da substancia 21.
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E&4: Especiro de IV da substancia 21.
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E55: Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCl) da substancia 22

ALy Ahtnk e

Fulse Seguence: $Zpul
Boslvantr ChCL3
Anbiand Lemperatura

Usar: 1-14-87

Pilo: abylegapt

TROVR-SGU  rmpmaon™

Relax. golay L.500 sec
Pulse 45.0 degreas

Aog. tima 1.080 mae

Hidth 33955.9 B

6400 repatitions

CBEERVE CTL3, 123.63559%% MEz
DROUPER 21, 4338851633 MOz
Power 40 4B

aerbituously oo

FALYE-16 nodulatad

DAYA PRONMTCSING

Linc byoatenisy 1.0 Bz
FT size 3310%2

Total time £ Wy, 31 min. 52 sac

| ;

oy oy

UL SLRLIL I AL L B ML R L e N LI R M B B B B 0 B Bt

208 188 160 140 120 ige

L

80

LI NEICE AN O N B A M B

&0 40

7T

Fpm

ES6: Espectro de RMN °C (125MHz, CDCly) da substancia 22.
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Salwant: adoil
RADLANE TORPATATOIG
Fiia: abrOémapd
TBoVR-H30  Comomms”

Relam. colay Z.000 mec i
Puige $0.0 SRGEGES i
Bag. nime 1049 seo H
wigin BESSS.C S i

2038 repetitinoes
COSERVE Cid. 123.65559%8 MEn
TECLOPLE Bl 43%.B851623 Max
Powrar 40 dB

oa

Line brosdonimy 1.9 Hz
BY mize 45336
Total ise 2 bx, 29 ;in, ZF sec

LI Bt B A A S B B ML T T PRSI Bt M M R e T ey

-1 izp 2% 18 ipo g8 a8 i &b itz 4% 30 20 i pem

E57: Experimento DEPT 90° e 135° (125MHz, CDCl,) da substancia 22.

3 - nann bl

Pulos Sequance: betsor

Solwent: COML3
Bmbient LAaugRETUTS
Tsaz:  i-14-87
Tila: aliOémapdRrcoR
INCWA-300  *amzson”

Ralax. dulay 1.200 sec
Reg. time §.874 soc l
sidth  ZYRER.5 Bz

D Width SO00.C 8z
112 fﬂpﬂtLtzcm 73, 3 )
1za i 3 v} ]
CRSEAVE £13, L25,6R5S863 wem {ppm} ! .
DECOUPLE Hi, 499.B84S55Y Mg 1 i ,
Powar 40 4B ] s & {
on coring swquisitien P i
off daring delay -
MALTT-16 TOMTLATA ] 3
DHTA PROCRSSIHEG - 4 k]
Resol. achantaettt ~0.0 8= = = H
Couss apodization §.037 ssa 1
71 DATA PROTBISING
Geuss specitetion U.026 soo 4
T gizw 4096 = 1024 b & ¥
Potzl tizws 5 bz, 13 min, 17 sec 1
< 5
—
i - 2
gt
——ﬁ 4

L L N L L B L B B B T

182 130 120 110 100 80 14 Io 34 50 40 30 2D

F2Z {ppm)

E58: Mapa de contorno de RMN-2D (°C, 'H-HETCOR) (H 500Mz, C 125Mz, GDCly) da substancia
22.



Pulem Seguacca: batoeT
Snlvent: (DEL3
PHDLAOT. TAEDEXATIING

Ypars

Belax., dalay L.I300 s
Bag. Lok T.075 P
Brdu
D Miebz S000.0 8=
112 repetitiony
128 looremarts
CREERYE Cl3. 1Z5. 5955363 Mbx

DECOUPLE  El. 439.5B4655
Zowar 4G B g
oo cuTizg PoQUifiticn
off wuzing Seiay 3 @

FWLTE-1E modulilad T ' ?
DATA FPROCESSIEG E .

Razol. enhatowstdt 2.0 Bn 1.4 % §

Gauns apedirefitn ©.0F7 sac :

TL DATR FROCESEING 1. 87
Gauss apodizetics 0,026 mac @‘

FT sie 4095 & 1024 3 g @

Total time 5 hx, 13 min, LT sac E ]

2.97 ]
2.2
ved
2.8 p
2.8 v
’ 2
W
o
R T T {—— i LI S aas s s e T T
a8 45 4D 35 38 25 28 15

1~3a-87
File: apnliassdSvron
TTER-GOT i

2FEE2,5 e L, i

u
ot %1
c 1
bsed ‘mluimsjn]
R g
-
weBpen

2 ippm}

E59: Expansée do mapa de contomno de RMN-2D (°C, '"H-HETCOR) (H 500Mz, C 125Mz, CDCly)

Twaz:

Fila: shr0&aenTOLoC
INOVA-S0C0  “omrson”

Rolox. galay 1.S0C0 gec p f
heg. tive 0.07¢ mac | l é ii
reidih ; 3
20 Higrn 5000.0 B E
192 Toparitions
128 Loomemants o i [T L
coNEEVE .3, L25-$95SE52 MEE {ppan)’
DRCCOPLE Hl, 492.884£559 hiy o
Powor AC OB -4
oR foring eequisition 2
off dazing dolay ol l
WALTZ-1& modolated A
DATh PROCESSING B
Foacl. eohanoooant -0.0 22 B
Gauss apodimstion 0.037 sac
Fl1 DATR FROCRSSING A
Couss apndization D.0L6 sac 4
ET oize 4096 = 512
Total Lime Il b, 78 mwa, 32 sec

da substancia 22.

R Ao Ta BT e e

Pulse Socuenca: batoor

Salwent.: CDCLS
Pubiect bempesatune

-la-a7 [

27662.5 He e il L B 1

A4

& o
."I’..“E..HI.H.

e ] B

IEAA N U LI EIR I A IC LA L A B A A i B O L L A 0 O I B

170 160 150 140 33D 120 1ip 100 8¢ B8 T0 6D 58 40 3 20
2 (ppw)

E60: Mapa de contorno de RMN-2D (°C, 'H-COLOC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCls) da substancia

22
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Pulsa Sequanch: bt

Zolwent: (DI

AADIGNT TAMDATATITE

fmaT: L-14-87

#1le: ADTOEMIpSOLOS I \
LEE-500  Cosmsmt E

Rajer. S@iay 1.500 sec
#og. tims 0.074 soc
Higrh 27EF2.3 Bw

o wiLenh SONS.G B 3
TER pepoTItions 3 i s
LIR LASTEGOTS 3 b
CRSERVE (13, 125.S355952 WE= fpemy !
WHRIPLE  BL. 499.694655% MEx E
Doty 40 B =
on aorimg ogaleiiion = 3.5 -
att during delay 3
WMALTZ-16 modulabed R 5.0 i
DACA PROCESSING z
Benol. echscowmec: ~G.0 S e
Geuss epodizaticn 0.037 mac 4,57
T RANR ERCCRSSING 3
Gausy apmoization £.016 sec £ B B
FT #i%a 4036 ¥ 5% 5 i
Tebal LLme AL Ry, 2B mun, 32 cac k: a
3.5+
&.02
£.57
— d §

1 7.7

= S? b ' | 8
F.5

e T T LI ; e .

188 153 140 13n 120 Rt H]

2 {ppm)

E61: Expansao do mapa de contorno de RMN-2D (7C, "H-COLOC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCly) da
substancia 2Z.

Pulsd SotMenca: haroor

Solvagt: [DOL3
Ambiant temparators
Tmax: L-14-37
Fila: ahrOSmSpCOLOC
INOVA-500  °mmreun®

Rolaz. delay L.500 mec
Acq. time 0.0T4 @ec
Width  2TNé2.5 Hz H Li L Mo
20 width 5000.0 2=

132 ropetitions J 1
128 i

CRMERVE C13, 125.8953952
ORCOUPLY  El, 495.8B46559 Mex

S

disdiin P

=g
2
o

Power &0 B 1.2
on duzing sogateition z
off curing colay 1.4
HALTZ-16 woculatod T *
DATA FROCESSING
Rosol, aoataccasert -0.0 2 1.6
Causs spodization 0.037 2ac
FL DATR PROCHEEING 1.8
Cuurs Apedization O.016 a0 E
BT aste 4096 = S22 2.83 1 b
Totel Tide 1L Br, 28 min, 32 ses
.2
2.8
Z.67
2.8 15 2
3.8 E
3.2
e e RS M et s S e s S By B ey s e e i T
S0 45 40 35 3t 25 20 15
T2 {ppx)

£62: Expans&o do mapa de contorno de RMN-2D {°C, 'H-COLOC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCL) da
substancis 22.
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Pulse Sequpana: nalayh

Solvent: CROAR
Ambient tamparature
File: sbxUEmaploSY
TMOVA-500  "rmraun”

Rekex., calazy L.00C sex
COSY U350

Aog. time 0,205 ses

fooX- 500C.2 #e

£ Higne S00C.0 Hx

1 wepetiticos

138 naenente
CHERAVE 1, £99.882462F Mux
Difh PRICOSSTHG

Sina ball G.182 @

FL DATHA FROCESSING

Fios bell D.DRE mew
Y aize 2043 x 2048

Total time 41 min, 57 zec

FL {pgms)

"H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCls) da substancia

22,

Pulze Seguanoe: ralagh

Subuegut: B3
RHbiant LeMpALATSILS
Pile: abrGémaploRY
FHOVA-SOS  *smrsan®

Rolek. dalay 1.50¢ sac
T 30-33

Rt Lime 0,305 Seo
e SHo0.0 A

20 Width 5000.0 Sz

16 mapetiticos

128 incTements
HI, 499.8526638 MBw
TATA PROCESSING

Sins ball T.102 men
F1 DATA FROCESSING

Slos bell 5.02& sec
FT sizd I046 2 Z0LT
Total tita 41 #im, ST S0

Z.5

Fi {ppm)

E64: Expansio do mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCl;) da

substancia 22.
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& 7 kS 5 H 3 z & - R

E85: Experimento de NOESY 1D (b00MHz, CDCl;, 8 1.03) da substéncia 22.

E66: Experimento de NOESY 1D (500MHz, CDCl,, § 3.93) da substancia 22,
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1
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S
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Lot
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e

g;éo (IE, 70eV) da substancia 2

R

Pulse Feguence: sIpRal

e A A AR RS Sl Rl E AR AN EARAN KN AR

&, 92 §.80 €.e8 §.98 6.84  prwm

AR BRI LA SRR LR L L R L AL S LR LR ELA LS Lk A S CELt RALEY LAEEF LAY

6,32 6.10 6.08 £.06 6.04 6€.02 6.D0 %.98 5.9& o

S B I

i i Fa Fs 4

E68: Espectro de RMN 'H (500MHz, CDCls) da substancia 23
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Lt );li4><§>4457{ {lx

163 140 120 100 85 &0 40 2 R

E89: Espectro de RMN C (125MHz, CDCl;) da substancia 23,

Y Tels ELE I noveTRnD

Palso Soguomen: Sept
Solwent: cdold
Arbient tewparalone

Trle: DovGRuafl

INCWA-500  Powcan®

Relax. dalay 2,000 seg
Pulse 0.0 degress

Acg. tima 1.024 #ou

width J150H.5 Bx

3000 zeapoLitions
CESERVE (0.3, 123.6255380 MEX H [
DICOUPLE &3, 4%7.3851633 ME=

Dowar 34 48 J

o daring scgdiattios :

& B LG b b
ne brossenicg 1.0 Hx
PT pime £5336
Total time 13 kx, 3T min, 59 sae

I It I R A L LN AL L B B T LI L LA B B B S et L R I D ML B L S LN B BN LA LA

150 140 3¢ 128 119 100 a9 8D % a0 50 40 20 20 PER

E70: Experimento DEPT 90° e 135° (125MHz, CDCly) da substancia 23.
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Polew SequRnoR: GOOST

Spivant: CHCLI

fomgp. 25.0 C F 296.1 K
#1la: QUL2GMapgTOSY
INCR-SEL e

Bolam. Geley L.006 sen
Req. nima U.244 soo
mionn  #E0L.Z Bz
2D Hiden ¢200.2 B

CBSERVE  Bl. 4%%.$826638 WEa
TATR PROCEESTEG
Sq. mioe bell D122 s
TL DATR PROCRESTHG
Supe bell U.061 sac
PE aiwe 2048 2 2048
Torel nime 32 mim, 52 sec

A,

R
M

i &
“1 = = u"

3 =

_3’

- &

o]

5

o

e

v

-] .

O'E B « 3

5‘: #

3 @

- E-J k3 L]

L
B e e . R RRaas
7.¢ €.5 5.8 5.5 58 4% 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

F1 {mpm)

E71: Mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDCly) da substancia

oy 2 Gl <

Pulma Begmenoa: goOBY
Bolwamt: RIS
Temp, 25.5 © f FR8.: X

File! suriOmapalosy
TROUR-SG0 *rsnn

Ralex. daliy 3. 000 suo
Atg. Lite O.284 ooq
L 470L-2 Rz

& Hidtn 4201.2 Bz

12 repetitioms

128 incremants

CRETEYE g1, €99.8826638% MBx
DATA PRNRSSIHEG

5q. mioe DUll U.AR2 men
FL DAl PROCESSING

Bine bell U.HGL st

BT ziwe 048 x 2048

Totel time 32 mim, 53 puc

23.

M

.

N

W

=

=
o] & ]
6.2‘2
5.4
&
i g &
5..8’3 -
8 &
7~D'§ hd
é =
'?.2% $
R o
N - o
T8
AR LA R T TS L AL Ly AL A SR LR R LA AR CARRE
7.6 7.4 7.2 7.6 6.8 6.5 &. 4 §.2 8.0
Ti {ppm

E72: Expansao do mapa de contorno de RMN-2D ('H, 'H-gCOSY) (H 500Mz, H 500Mz, CDC) da

subsiancia 23.
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Nm:m — n —]

Solwems: (HC13

fawp. 25.0C 7 298.1 E
Fila: out2BRIpGOOSY
THOVB-560  “zmrswn® )

b
(=]

Ralas. celsy 1.000 mec

Rog. tims 0.284 2ac

Mickh  2201.2 Bm

20 sigth 4201.% Bz

L7 zepetiTions

128 Louawementay

CHURRVE Bl, $%%.2026630 MBx
CATA PROCEESING

Sq. @iom bell 0122 mec 1.
#1 DATH FROCHSELNG

Siem bell D.06L sew

T size 2085 x 2043

Total time IT mio, 53 wee

wt ﬂ
ﬁuumu!nnimln
%,

W

.

15
[=3
s oe o bt oot boatosddond e e g

P
P

g
#

a3
[533

m..mw.wm'«Lw"‘uﬂ»‘u
by
s

R L R A L L L L R A S N LA K L LS L ER S L AL R

z2.8 Z.48 2.2 2.3 1.8 1.4 .4 1.2 .8

Tl {ppm)

E73: Expansac do mapa de contorno de RMN-2D (*H, 'H-gCOSY) (H §00Mz, H 500Mz, CDCI;) da
substancia 23.

& Gha Zi-Ta8

Pulse Sequeoea: BSGGC
Solwent: (PCL3
Yo, 26,007 2981 K
Umar: L-34-B7
File: sonzémsplSQc
THEAA-S00  Sroeesun®

Balax. dalay 1.500 sec
Bog. tiva $.285 sec
Bioth 4173.4 Bx
0 Width 20875.40 B

t
132 reperitiocts 2 - - e
2 x 128 rhetemeryTe = - an
COSERVE  OI. A493.B426T54 mSe (e} N
DECOXIPLE 13, 1E5.7087505 MEx o - =
.
:

Bemdat 50D R
of Seting soquisition
of? during Gulay
CHRE-1 modulatad
ALK PROCERSING
Gavus spodizatiom C.113 moc
FL SATA DROCRESIHG
Gauss spodizatiom G.OBY sas
FE mima 2048 m Z04E
otal tima 14 BY. 1F w0, 19 sec

Py

in n F-Y
A PN R W ST TS

LA LA T S At B JC 00 S0 Nt S LA B L B B B L A M B B AL Bt O B B B SN S B

i3p 2o iie ipp sn a0 79 ab 50 48 30 an

Tl {ppm)

E74: Mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HSQC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCl;) da substéncia 23,
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Puise Sequance: BSGC

Solwert: CHEAR

Towp. Z8.0 T/ E9E.L K
tay:  1-15-87

Fila: eurZimapeeyt
TRVE-500  *mmesen®

Belem, Gulay .50D seo
Aag. wiws D285 Seo
Hidth #1346 Bxm

2D Width 28575.0 2%
112 rapatiticos gz 3
2 x 1EE ineTdtaate 3 .
COFERVE  Hl, ©5Y.BERSTIS Mbn {ppmid
TEGAPTE 13, 155, TRETE g At
Pemey 30 &2
oR SRELDG SUTURLTLAN 123 = bl
off daving deley 2
#ARR-3, moduletad E
DaTh PROCESSING 1.8
Gess spodizaticn §.11F seo E
PL LATA PROCESSTHR El &
Geuse apodization §.005 zec i.gz =
FT wine 2048 = 2048 3 =
%ghal time 14 br, 1% mn, 1Y sec 3
b o
3
2.0
i B
2.2 =
El
2.4
I R -
H E]
io2.83
i 3
i e T ™= H T o LTETT T T T T g T T T T T T L T
%0 45 4% a5 14 25 28 iz

E75: Expanséo do mapa de contorno de RMN-2D ('H, “C-HSQC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCly) da
substancia 23.

Osar: 1-14-37
Flie: oswbdmspgemtc
EEOVA-SEC  Srmpsent

Eulam. culiay L.-D0C son

Acg. time D.2X2 oo
gy 4416.7 Bz

AS2 repetiticasn b __ — —

128 incTanecie 4T = fronSN—— -
COSEAVE &, 499.88Z6572 MRy {ppm}.

DATA FROCESSTHE

Z0 Width 28975.9 Bz H
Sime bell £.11% sec g b
Fl DAYA DROCHSSING - fom
Sink Peli 0.00% »ec - 2
PY zlza 2048 z 2046 mm——— - -
®otai time 1§ hr, 22 mn, 38 sec -
3
2]
&
- 5
- ]
3
7
T - -
T T RS B B N NI B L L L A B B B S B R M L

150 140 130 120 1iD 10D a0 86 To L] 50 40 30

71 {pp=;

E76: Mapa de contorno de RMN-2D ('H, "C-HMBC) (H 500Mz, C 125Mz, CDCl,) da substéncia
23,
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Pulps Saquanoua: gBMO
Holwant: CDCL3
Ambiant temparature

feax: 1-14-87

Filar noutduspgRiGe

IEGVA-500 “amroun®

Relaw. gelay 1.000 s6¢

pey. Tima §.Z3T e

Hidhl 4416.7 Bz

20 Width 26375.0 Bz

352 rapetitions

128 incremects
CBSERVE &1, 439,8826672 HOz
DATA PROCESSINT

Biree bell 0.11€ sac
F1 DATR PROCESSING

#ine bell £.00F sec
T size 2048 n 2048

Tutel time 1§ bz, B2 min. 3§ sew

5&5

put
‘mW@meﬁuid@mwhuduuMnJ

k=
o

£y
b )

1.2
1.4
il

1.8
£

B R A Bl man s S —

55 50 45 40 35 30 25 20
Tl (ppm)
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Capitulo Il — Atividade Bioldgica
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1 introducéao

O potencial da plantas como fonte de novas drogas ainda oferece grande
campo para investigacdo cientifica uma vez gue das cerca de 250 000 a 500 000
espécies conhecidas, uma peguena porcentagem ja fol investigada
fitoguimicamente e apenas uma fracio destas ja fol avaliada guanto ao potencial
farmacolégico’.

A descoberta de novas drogas para ¢ tratamento do cancer representa uma
grande necessidade da humanidade e as substancias de origem vegetal
constituem uma rica fonte para o desenvolvimento de novos principios ativos mais
eficientes no tratamento de neoplasias® >. Como por exemplo, ¢ isolamento do
paclitaxel {laxol) da casca do teixo (Taxus brevifolia) em 1871, cujos estudos
clinicos iniciais revelaram que essa substéncia era capaz de regredir o cancer de
mama e de ovario resistentes a terapia tradicional; porém a introducdo desta
droga na terapéutica sé foi possivel quando estudos de quimiotaxonomia
mostraram que as folhas de Taxus baccafa eram ricas em 10-deacetil-baccatina
i, um intermediario-chave para a semi-sintese do paclitaxel bem como do
derivado docetaxel, permitindo assim a obiengdo de quantidades suficientes para

a aplicacdo terapéutica® °.

'Rates SMK. Plants as source of drugs. Toxicon 39, 603-613, 2001.

Anjy JH, Morris-Natschke SL, Lee KH. Progress in the recent discovery and development of
promising anticancer and anti-HIV agents from natural products in the United States. J Chin
Chem Soc 50, 11-22, 2003

*Ravelo AG, Estevez-Braun A, Chavez-Creliana H, Perez-Sacau E, Mesa-Siverio D. Recent studies
on natural products as anticancer agents. Curr Top Med Chem 4, 214-285, 2004,

*Harborne JB. Arsenal for survival: secundary plant products. Taxon 48, 435-449, 2000.
*Barreiro EJ. Desenho de farmacos a partir de produtos naturais In; Yunes RA, Calixto JB. Plantas

medicinais sob a dtica da guimica medicinal moderna, Argos Editora Universitéria, Cap. 6,
p. 248, 2001.
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Sabe-se que muitos derivados de diterpencs possuem propriedades
bioldgicas como anti-inflamatérias e analgésicas®, reguladores de crescimento de

8 8 10 cardicativos'!, bactericidas’’, antivirais® > 2

plantas’, anticancerigenos
antitripanomicidas’® entre outros. Assim, para avaliar a atividade biologica dos
extratos e substancias isoladas realizou-se os ensaios de letalidade com Arfemia
salina {citotoxicidade), bicautografia (atividade antimicrobiana), concentracio
inibitéria minima (CiM) e atividade antiproliferativa em culiuras de células tumorais

humanas.

SRubiﬂger MMM, Veloso DP, Stefani GMS. Synthesis of 8a,78~di-hydroxyvouacapan-17-0ic acid
derivatives. Parte ! Hydroxamic acid and amide derivatives. J Braz Chem Sog 2, 124-128,
1881,

"Demuner AJ, Barbosa LCA. Structure and plant growth regulatory aclivity of new diterpenes from
Plerodon polygalaeflorus. J Nat Prod 5%, 770-772, 1996.

patit AD, Freyer AJ, Webb RL, Zuber G, Reichwein R, Bean MF, Faucette L, Johnson RK
Fuicherrimins A-D, novel diterpene dibenzoates from Cassalpinia pulcherrima with selective
activity against DNA repair-deficient yeast mutants. Telrahedron 53, 1583-1592, 1997

*Betancur-Galvis L, Zuiuaga C, Arnd M, Gonzales MA, Zaragoza R. Citotoxic effect (on tumor cells)
and in vitro antiviral activity against herpes simples virus of synthetic spongiane diterpenes. J
Nat Prod, 65, 189-192, 2002. .

"“MePherson DD, Che C, Cordell GA, Soejarto DD, Pezzuto, JM, Fong HHS. Diterpenoids from
Caesalpinia pulcherrima. Phytochemistry 25, 167-170, 1985.

""Ulubelen A. Cardioactive and antibacterial terpenoids from some Salvia species. Phyfochemistry
64, 395-399, 2003.

“liang R-W, Ma S-C, But PP-H, Mak TCW. New antiviral cassane furanoditerpenes from
Caesalpinia minax. J Nat Prod 84, 1266-1272, 2001.

Sjiang R-W, But PP-H, Ma S-C, Ye W-C, Chan S-P, Mak TCW. Strututure and antiviral properties
of macroesalmim, a novel cassane furanoditerpenoid lactone from the seeds of Caesalpinia
minax Hance. Tetrahedron Left 43, 2415-2418, 2002.

“Mendoza DT, Gonzalez LDU, Orterga-Barria E, Capson TL, Rios LC. Five new cassane

diterpenes from Myrospermum frutescens with activity against Trypanosoma cruzi. J Nat Prod
66, 928-932, 2003,
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2 Materiais e Métodos

2.1 Letalidade com Arfernia salina

U ensaio de avaliacdo da toxicidade foi reaiizado segundo a metodologia
descrita por McLaughiin e colaboradores ™.

Neste ensaio, os ovos de Arfernia safina foram colocados numa soluggo de
sal marinho (38 g L), protegidos da luz durante 48 horas para a eclosdo dos
mesmos em larvas do tipo nauplii.

As amostras utilizadas no ensaio de letalidade contra Arfemnia salina foram
os extratos hexénico, diclorometanico e metandlico das cascas das raizes de M.
frondosus. As amosiras foram feilas em triplicatas em fracos de peniciling,
dissolvidas em solventes apropriados nas concentractes de 1000, 100 e 10 pg
ml.” para os extratos hexanico e metanslico e nas concentracdes de 100, 50 e 25
ng mL” para o extrato diclorometanico. A cafeina foi utilizada como controle
positivo neste ensaio, sendo as concentragdes utilizadas de 1000, 100 e 10 pg
mL™" (306 ug mL")™®.

Apos total evaporacdo dos solventes, cada um dos nove frascos recebeu
uma gota de dimetilsulfoxido (DMSO), 3 mL de solucao de sal marinho (38 g LY,
10 larvas de Arfemia salina e o volume foi ajustado para 5 mL. Os frascos foram
deixados em repouso e descobertos. Apods 24 horas foi efetuada a contagem das
larvas sobreviventes.

Os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico Probit'’ e
calculadas a ClLsp dos exiratos.

®McLaughlin JL, Saizarbitoria TC, Anderson JE. Tres bioensayos simples para guimicos de
productos naturaies. Rev Soc Venez Quim 18, 13-18, 1995,

“Meyer BN, Ferrigni NR, Putnam JE, Jacobsen LB, Nichols DE, Mciaughlin JL. Brine shrimp, a
convenient general bicassy for active-plant constituents. Planfa Med 45, 31-34, 1982,

"addad ML, de Moraes RCB. Modelos bioestatisticos aplicados a entomologia - MOBAE -

Analise de Probit. Aplicative desenvolvide no Departamento de Enfomologia — ESALQ/USP,
10986,

115



2.2 Bioautografia

Os extratos hexanico, diclorometanico e metandlico das cascas das raizes
de M. frondosus, assim como as substancias 18, 18 e 21 foram submetidas ao
ensaic de bicaulografia segundo metodologia de Saxena'® com algumas
modificacSes por Magalhies e colaboradores'®.

O ensaio de bicautografia resumiu-se na preparacao de duas placas de
CCDA contento quatro pontos, sendo um para o antibidlico padrao (10 ug de
ciclopirox olamina para fungos e a mesma quantidade de cloranfenicol para
bactérias) € os outros irés para as amostras em andlise (20 pg). Apds, a aplicagéo
das amostras e desenvoivimento da placa em fase mdvel adequada, seguida de
total evaporacdo do solvente aplicou-se o antibidtico padrdo. A seguir, uma das
placas foi colocada no fundo de uma placa de Petri, scbre a qual verfeu-se o melo
de cuitura adequado e a outra ficou reservada como placa testemunha para
posterior comparacao. Apos solidificacdo e resfriamento do meio de cultura, fez-se
a inoculagd@o do microorganismo (100pL., suspensdo a 10° NMP de células mL™)
utilizando-se uma aica de Drigalski. Uma placa de Petri contendo apenas o meio
de cultura e o microorganismo foi utilizada como controle. Depois do periodo de
incubacao adequado, verificou-se a formacac de halos de inibicdo de crescimento
e assim procedeu-se a revelagao da placa de CCDA testemunha.

Os microorganismos foram fornecidos pela Colecdo de Cultura Tropical
{CCT) da Fundacao Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”.

Dentre o0s microorganismos testados encontram-se seis bactéras
(Staphyiococcus aureus CCT 4295, Escherichia coli CCT 5050, Bacillus subtilis
CCT 0089, Salmonella tiphymurnium CCT 0528, Micrococcus luteus CCT 2720,
Streptococcus mutans CCT 3440), sete fungos do tipo filamentosos {(Cladosporium

%gaxena G, Farmer S, Towers GHN, Hancock, REW. Use of specific dyes in the detection of
antimicrobial compounds from crude plant extracts using s thin layer chromatography agar
overlay technique. Phyiochem Anal 6, 125-129, 1995,

*Magalhges AF, Tozzi AMGA, Magalhdes EG, Nogueira MA, Roncancio VJF. Ensayos biolégicos

con extractios obtenidos de raices de Lonchocarpus fafifolius (WILLD)Y D. C. Y. de un nuevo
dibenzoilmetano aislado. Rev Ceres 45, 351-358, 1998,
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cladosporicides CCT 5038, Aspergiflus niger CCT 1435, Penicillium funiculosum
CCT 0480, Fusarium oxysporum CCT 3244, Alternaria alternafa CCT 1250,
Rhizopus oryzae CCT 4964, Aspergillus fumigatus CCT 01277) e um fungo do tipo
levedura (Candida albicans CCT 0776).

Os meios de cultura utilizados foram NA (Agar Nutriente) para bactérias e
MA (Malte Agar) para fungos. O NA foi constituido de 5,0 g de peptona, 3,0 g de
extrato de carne, 15 g de agar e 1000 mi. de agua destilada, enguanic que MA foi
constituido de 20,0 g de exraio de malte, 20,0 g de agar e 1000 miL agua
destilada.

Os fungos foram incubados durante 2 a 3 dias, a 27 °C, exceto para C.
albicans que exigiu 24 h a 37 °C, ja as bactérias foram incubadas pelo periodo de
24 ha 37 °C.

2.3 Concentracdo inibitéria Minima {CIM)

0 ensaio de concentracao inibitéria minima (CIM) foi realizado segundo
adaptacéo da metodologia proposta por Bicalho e colaboradores®.

As substéncias testadas (19 e 21) foram dissolvidas em 20% de DMSO e
80% de agua destilada. Primeiramente a todos os pogos da microplaca foram
adicionados 100 pL do meio de cultura [Miiler Hinton (DIFCOS) 21 g L' para
bactéria e Extrato Malte (OXOID) 20 g L™ para fungos)]. Em seguida, 100 ul das
solucdes das substincias foram adicionadas e diluidas em série (8 dilui¢cdes),
onde as concentragdes das substancias foram avaliadas de 7,81 ug mL” a
1000 ug mL". Apés, acrescentou-se 100 ul. da suspensao do microrganismo (10®
NMP de célula mL™") aos pocos.

Nesta analise, o controle negativo foi preparado utilizando-se o meio de
cultura, DMSO e o microrganismo, enquanto o controle positivo foi preparado com

¢ meio de cultura, DMSQO, microrganismo e cloranfenicol (bactéria) ou ciciopirox

®Bicalho B, Gongalves RA, Zibordi AP, Manfio GP, Marsaicli AJ. Antimicrobial compounds of fungi
vectored by Clusia ssp. (Clusiaceae) pollinating bees. Z Nafurforsch C 58, 746-7581, 2003.
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olamina {fungos}. As microplacas foram incubadas pelo pericde adequado para ©
tipo de microrganismo utilizado conforme citado no teste de bioautografia. Os
resultados foram observados através da adiggo de 50 ul do revelador IMTT
{0,05%)] a todos os pocos da microplaca.

Este ensaio foi realizado no Laboratdrio de Biocatalise (1Q — UNICAMP)
pelas técnicas Juliana Rodriguez e Andréia Bucci sob a supervisdo da Sra. Suzan
Pantaroto, que € farmacéutica e estd desenvolvendo o trabalho da tese de
doutorado sob a orientacio da Profa. Dra. Anita Marsaioll.

2.4 Atividade Antiproliferativa

A avaliagdo da atividade antiproliferativa foi testada com os extratos
hexanico, diclocrometanico e metandlico das cascas das raizes de M. frondosus e
com a substancia 24, utilizando o ensaio da sulfarrodamina B (SBR)?'. As oito
linhagens de celulas tumorais humanas utilizadas, com seus respectivos cddigos
encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Linhagens de células tumorais humanas utilizadas no ensaio da

atividade antiproliferativa.

Tipo celuiar Cadigo
Colon HT.29
Pulmao NCL480
Mama MCF.7
Mama NCiL.ADR*
Rim C786.0
Melanoma UACC.62
Ovaric OVCAR
Prostata PCO.3

*linhagem celular resistente a drogas padrbes

?'skehan P, Storeng R, Scudierc D, Monks A, MCMahon J, Vistica D, Warren JT, Bokesch M,
Kenney S, Boyd MR. New colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug screening. J Nalf
Cancer {82, 1107-1112, 1880.
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Estas linhagens foram cedidas pelo NC! (National Cancer Institute) e
mantidas no laboratério de cultura de células em frascos de 25 cm® (Nunc®), com
5 mL de meioc RPMI 1640 (Gibco®) suplementade com 5% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco®) e incubadas a 37 °C em atmosfera dmida com 5% de COx.

Basicamente o ensaio de atividade antiproliferativa consistiu em inocular
100 plfcompartimento, em placas de 96 compartimenios (Nunc®), de uma
suspensdc com densidade de inoculacgo entre 3x10* e 6,5x10° células/mL em
meio RPMI/SFB acrescido de 50 ug mL™ de gentamicina (Schering Plus®). Apds
24 h de incubacdo a 37 °C em atmosfera Gmida com 5% de CO,, foram
adicionados 100 ul/compartimento do extrato ou substéncia testada em quatro
concentracies distintas (0,25; 2,5: 25 e 250 ug mL™). Como controle positivo foi
utilizado o quimioterapico doxorrubicina nas mesmas conceniracbes das amosiras
em teste.

Ac final de 48 h de incubagdo, as células foram fixadas com 50
pl/compartimento de acido trifluoracético (TCA) a 50% e as placas foram
incubadas por 1 h a 4 °C. Apds esse periodo, quatro lavagens consecutivas com
agua destilada foram realizadas para remocio de residuos de TCA, meio, SFB e
metabolitos secundarios. Depois de secas completamente, & temperatura
ambiente, as placas foram coradas com 50 pl/compartimento com SRB 0,4%
dissolvido em éacido acético 1% e mantidas por 30 minutos a 4 °C; em seguida,
foram lavadas com acido aceético 1 % {(4x) e secas a temperatura ambiente.
Finalmente o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com Trizma
Base [(Sigma®), 10 uM, pH 10,5] por 5 minutos em ultrasson. A leitura
espectrofotométrica da abscrbancia foi realizada por leitor de elisa em A = 540 nm
no instrumento Labsystems Muitiskan MCC/340.

Na anélise dos resultados foram calculadas as médias das absorbancias
descontadas de seus respectivos brancos e através da formula abaixo, foi
determinada a inibigho de crescimento (IC) de cada amosira testada. Os
resultados obtidos foram analisados, considerando-se:

Se T > C, existiu estimulagao do crescimento celular
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Se T 2 To, mas < C, existiu uma atividade citostatica e a férmula utilizada sera
100 x [(T-To)/(C-To)}
3e T< To, existiu atividade citocida e a formula utilizada sera 100 x [(T-To)/(To)]
Onde, T é a média da absorbéncia da célula tratada, C & o controle de
célula e To @ o controle das células no dia da adicio. Finalmente, também &
possivel subtrair o resultado obtido de 100%, obtendo-se ento a porcentagem de
inibicdo de crescimento (IC). As amostras foram consideradas ativas quando
apresentaram inibicdo de crescimenic maior que 50% e ainda de forma dose
dependente.
Este ensaio foi realizado no laboratbrio de pesquisa do Dr. Joao Ernesto de
Carvalho, no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agrarias
(CPQUBA - Unicamp), pela sua aluna de doutoramento Carina Denny.

3 Resultados e Discusséo

3.1 Letalidade com Arfemia salina

O resultado positivo deste ensaio indica potencial atividade de compostos
bioativos em extratos vegetais, sendo essa atividade correlacionada com atividade
antitumoral e/ou inseticida’™ °.

Apos andlise esiatistica dos dados, as concentracfes letais (Clsy) dos
extratos hexénico, diclorometanico e metandlico das cascas das rafzes de M.
frondosus foram respectivamente 254 ug mL™", 142 pg mL™ e 424 pg mb™,
Esses valores sdo considerados ativos, uma vez gue encontram-se dentro da faixa

de interesse {CLsy < 1000 pg mL™).

3.2 Bioautografia

O extralo hexanico foi o Unico extrato que apresentou atividade
antimicrobiana, mas somente conira os fungos Rhizopus oryzae CCT 4964 e
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Alternaria alternata CCT 1250, enguanio o diterpeno 19 mostrou-se ativo somente
conira as bactérias Bacillus subtilis CCT 0088 e Staphylococcus aureus CCT 4285
{Tabela 2).

Tabela 2: Resultados obtidos no teste de bioautografia dos exiratos e aigumas

substancias frente acs microrganismos analisados.

Microrganismos testados EH ED EM 18 1 24

Staphylococcus aureus CCT 4285 - B - - +
Escherichia coli CCT 5050 - - - - - -
Bacillus subtilis CCT 0089 - - - - +
Salmonelia tiphymurium CCT 0528
Micrococcous luteus CCT 2720 = - - - - -
Streptococcus mutans CCT 3440 - - - - - -
Cladosporium cladosporicides CCT 5038 - - - - - -
Aspergillus niger CCT 1435 - - - - - -
Penicillium funiculosum CCT 0480
Fusarium oxysporum CCT 3244
Alternaria aifernata CCT 1250
Rhizopus orizae CCT 4964
Aspergillus fumigatus CCT 01277
Candida albicans CCT 0776
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EH = Extrato Hexanico de M. frondosus

ED = Extrato Diclorometanico de M. frondosus
EM = Exirato Metandlico de M. frondosus

{(+) presenga de um halo de inibigao

{-) auséncia de um halo de inibicao

3.3 Concentracao inibitoria Minima (CIM}

A substancia 19 foi submetida ac ensaio de concentracao inibitdria minima
(CIM) utilizando novamente as linhagens de bactéria (Bacillus subtilis CCT 0089 e
Staphylococcus aureus CCT 4295), conira as guais apresentou um halo de
inibicdo no teste de bicautografia.

Ja a substancia 21, que corresponde ao diterpeno mais abundante no
extrato foi submetida ac ensaio CIM com quatro microrganismos [Escherichia coli
CCT 5050 (bactéria gram-negativa), Staphylococcus aureus CCT 4295 (bactéria
gram-positiva), Aspergillus niger CCT 1435 (fungo do tipo filamentoso) e Candida
albicans CCT 0776 (fungo do tipo levedura)]. isto porque a auséncia de halo de
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inibigdo no ensaic de bicautografia pode ser decorrente da baixa difusibifidade da
substancia no agar, assim procedeu-se 0 protocolo padrao de CIM para escolha

dos microrganismos a serem iestados.

As conceniractes das substancias 18 e 21 utilizadas na CIM foram: 7,81 ug
mL": 156 pgmL™: 31,2 g mL™"; 62,5 ug mL™; 125 ug mL™; 250 pg mL™"; 500 ug
mL? e 1000 pug mL' A substancia 19 mostrou-se ativa frente aos dois
ricrorganismos empregados (CIM = 1000 g mL™), j& 21 foi inativa com os quatro
microrganismos  testados, confirmando o resultado obtido no ensaic de
bicautografia. Neste teste, s8o consideradas ativas as substancias com CIM <
1000 ug mL™".

3.4 Atividade Antiproliferativa

As Figuras 1, 2, 3 e 4 represeniam respectivamente as curvas de
concentracao-resposta dos extratos hexanico, diclorometanico e metandlico das
cascas das raizes de M. frondosus e da substancia 21 sobre as linhagens
celulares, relacionando a porcentagem de crescimento das células e a
concentragac do exirato ou substancia utilizada.

E importante mencionar que nos graficos a seguir a atividade citostatica &
considerada onde se observa a porcentagem de crescimentc entre 0 e 50 e a
atividade citocida entre 0 e -100.

Pelo grafico (Figura 1) verifica-se que o exiraio hexénico apreseniou
atividade antiproliferativa, diretamente relacionada & concentracdo
{concentracao dependente) com efeito citostatico e citocida para todas as
linhagens, apresentandc maior poténcia para as linhagens de OVCAR
{ovaric), UACC.62 (melanoma) e PCO.3 (prostata).
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Porcentagem de Crescimento
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Figura 1: Atividade do extrato hexénice de M. frondosus sobre as linhagens
celulares tumorais humanas ap6és 48 h de exposigéo.

Analogamente, o extrato diclorometanico (Figura 2) demonstrou atividade
antiprofiferativa, diretamente relacionada a concentragdo (concentracio
dependente) com efeito citostatico e citocida, apresentande maior poténcia para
as linhagens OVCAR (ovério), PCO.3 {(prostata), C786.0 (rim), NCI1.460 (pulmao} e

UACC.62 (melanoma).
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Figura 2. Atividade do extrato diclorometanico de M. frondosus sobre as

linhagens celulares tumorais humanas ap0s 48 h de exposicéo.



No grafico do extrato metandlico (Figura 3) observa-se atividade
antiprofiferativa, com efeito citostatico sobre todas as linhagens e efeito citocida
somente para OVCAR (ovério).
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Figura 3: Atividade do extrato metandlico de M. frondosus sobre as linhagens

celulares tumorais humanas apés 48 h de exposicao.

O grafico da substancia 21 (Figura 4) indica que a mesma apresentou
atividade antiproliferativa com efeito citostatico sobre todas as linhagens e citocida
para a linhagem HT.29 (coéion).
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Figura 4: Atividade da substancia 21 sobre as linhagens celulares tumorais

humanas apds 48 h de exposicaoc.

A Tabela 3 contém os valores de {Clso) que € a concentragéo (ug mL™)
minima necessaria para inibir 50% do crescimento das células tumorais. Nela
encontram-se os valores obtidos para os extratos hexanico, diclorometanico e
metanélico de M. frondosus, substancia 21 e doxorrubicina (controle positivo)
frente as linhagens de celulas tumorais humanas.

Comparando-se os valores de Clg para as linhagens UACC-62
(melanoma), MCF-7 (mama), C786.0 (rim) e NCLADR (mama resistente) verificou-
se gue o extrato metanclico € mais ative que a doxerrubicina, enquanto gue o
extrato hexanico também se mostrou ativo frente a linhagem NCLADR (mama
resistente).

A substéncia 21 mostrou atividade frente as linhagens OVCAR (ovario) e
PCO.3 (préstata), sendo cerca de 1000 vezes e 60 vezes respectivamente mais
ativa que a doxorrubicina, enquanto que para a linhagem NC1.460 (pulm&o), a

atividade mostrou-se eguivalente ao controle positivo.
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Tabela 3: Clsy (ug mL™) obtidos para os extratos de M. frondosus,

substancia 21 e doxorrubicina frente as linhagens de células tumorais

humanas.
Linhagens Clso (ug mL™)
de céluias EH ED EM 21 Doxorrubicina
tumorais
UACC .62 NC NC 0,001 16,5 1,5
MCF.7 2.0 1.2 0,1 1.4 0,3
NCI1.460 10,3 1511 1934 0,7 08
OVCAR 27,7 59,1 NC 0,601 1,1
PCO.3 1136 73,8 86,3 0.4 24.3
HT.29 30,7 748 NC 12.8 27
C786.0 0,3 NC 0,001 13,4 0,002
NCILADR 0.2 NC 0,001 2,7 0.4

NC = s@o valores que n&o puderam ser determinados
EH = Extrato Hexanico de M. frondosus

ED = Extrato Diclorometanico de M. frondosus

EM = Extrato Metandlico de M. frondosus
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Consideracoes Finais
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Este trabalho consiste no primeiro relato da ocorréncia de diterpenos no
género Myrocarpus.

A semelhanca estrutural dos diterpenos isclados da espécie Myrocarpus
frondosus pertencenies & tribo Sophoreae e os das especies da tribo Dipterygeas
coincide com os dados de filogenia receniemenie oblidos gue levaram a
elaboracdo de um cladograma, onde as duas tribos encontram-se muito proximas
e derivam da mesma chave.

Segundo a literatura, varios diterpencs naturais pertencentes & classe dos
abietanos efou cassanos possuem atividade biol6gica, tal como verificado para
alguns dos diterpenos que foram isclados de M. frondosus ao longo do trabalho
cujos resultados encontram-se descritos nesta tese.

As analises dos espectros de massas e alla resolugcdo inciuindo os
experimentos de EM/EM mostraram que diterpenos com a mesma formula
molecular possuem rotas de fragmentacio diferentes, tal como do diterpenc 19,
cujo regioisdmero com a hidroxila na posicéo 5a havia sido anteriormente isolado’.
Neste sentido, a analise dos espectros de 19 revelou que apds a molecula perder
umn radical metila e uma molécula de agua a fragmentagac segue a proposta de
Enzell” para os derivados do ferruginol observado-se os picos referentes aos ions
a, b, ¢ e d, enquanto o espectro do regioisdbmero contendo a hidroxila em 5a
mostra apenas o pico referente ao ion a. Este dado ilustra a importéncia de se
conhecer a rota de fragmentacdo de metabdlitos secundarios isoméricos em
espectrometria de massas, ja que mesmo na auséncia de padries € possivel
detectar qual isdbmero encontra-se presente na analise de uma mistura através de
CLAE/EM ou CG/EM. A literatura recente entretanic ndo apresenta tais
consideraces.

'McPherson DD, Che C, Cordell GA, Sosejarto DD, Pezzuto, JM, Fong HHS. Diterpenocids from
Caesalpinia pulcherrima. Phytochemisiry 25, 167-170, 1986.

“Enzell CR, Wahlberg 1. Mass Spectrometric Studies of Diterpenes. Acta Chem Scand 23, 871-891,
1969.
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