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Resumo

A composi¢lo quimica dos calos florais de 39 espécies, distribuidas em
10 géneros, da subtribo Oncidiinae foi analisada por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas. Os resultados obtidos revelam que os
componentes majoritarios dos dleos florais de 13 espécies so diacilglicerdis
substituidos assimetricamente, os demais calos apresentam como metabolitos
secundarios terpenéides, derivados de 4cidos graxos, ésteres benzilicos e
diacilglicerdis. Trés nmovas estruturas de 1,2-diacilglicerdis, (28, 3'R, TR)-1-
acetil-2-(3", 7’-diacetoxi-eicosancil}-glicerol chamado de oncidinol, (3'R,
7'R)-1-acetil-2-(3 -acetoxi, 7’-hidroxi-octadecanoil)-glicerol e 1-acetil-2-(3'-
acetoxi-octadecanoil}-glicerol, foram isoladas e identificadas por métodos
espectroscopicos sendo suas configuragSes absolutas determinadas por
aplicagdo da metodologia de Mosher. A similaridade quimica entre os calos
florais foi avaliada através de métodos estatisticos. O dendrograma obtido
desta analise estatistica foi comparado a arvore filogenética obtida através de
dados morfolbgicos, anatémicos ¢ de DNA (introns ribossomal), sendo
observado que algumas espécies do género Oncidium apresentam a
composigéo do calo floral mais similar a outros géneros (ex. Ornithophora e
Baptistonia) do que a outras espécies do seu proprio género sendo ¢ mesmo
observado na analise filogenética.

Os resultados do estudo dos calos florais de espécies da subtribo
Oncidiinae levou a investigagio do fenémeno de mimetismo floral entre
Oncidinae ¢ a familia Malpighiaceae, através do estudo da composicio
quimica do odleo floral da espécie Byrsonima intermedia, cujo principal

constituinte € um novo derivado de acido graxo, acido (3R, TR)-3,7-diacetoxi-
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docosanéico, que foi denominado de 4cido birsémico. A similaridade entre a
porgdo do 4cido graxo do acido birsénico € o oncidinol foi intrigante e sugere
a presenga de um mimetismo quimico entre estes dois grupos de plantas que
oferecemn derivados de 4cidos graxos como recompensa para abelhas
polmizadoras. Outra evidéncia dests mimetismo foi mvestigada através da
composicio quimica da provisio larval do ninho da abelha Tetrapedia
diversipes descrita como polinizadora de ambas familias. Como resultado,
foram detectadas as presencas dos écidos 3,7-diidroxi-eicosandico e 3,7-
dirdroxi~-docosandico denominados respectivamente de acido tetrapédico A e
B ambos estruturalmente relacionados aos compostos presentes em espécies
de Oncidiinae e Byrsonima intermedia {Malpighiaceae). Isto demonstra que as
abelhas coletam e usam os dleos florais para o provisionamento do ninho..
Investigagbes adicionais revelaram gue o 6lec floral de uma terceira
familia de plantas representada por Calceolaria x herbeohybrida
(Scrophulariaceae), também apresenta similares derivados de diaciiglicerdis,
1-acetil-2~(3"-acetoxi-hexadecanoil)-glicerol. Esta observacio indica que
familias filogeneticamente distantes estio ligadas por recompensas florais
andlogas para atrair abelhas coletoras de dleos florais. Neste trabalho, foi
mapeada a rota quimica das recompensas florais de varios géneros ndo
relacionados € como sua presenga é importante para a sobrevivéncia de
abelhas coletoras de dleos florais. Também foram realizados estudos sintéticos

visando a obtengdo de diacilglicerdis naturais.
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Abstract

The chemistry of the of 39 floral calluses of specimen belonging to the
subtribe  Oncidiinae is  described revealing  that  diacyl-glycerols
asymmetrically substituted are the major floral oil components in 13 species,
m other calluses the terpenoids, fatty acid derivatives, flavonoids, benzyl
esters and diacylglicerols are the secondary metabolites. Unknown
constituents were isolated from cultivated species allowing the total structural
determination of three new 1,2-diacylglycerols: (25, 3'R, 7' R)-1-acetyl-2-(3",
7’ -diacetoxy-eicosanoyl)-glycerol named oncidinol, (3'R, 7 ‘R)-1-acetyl-2-(3'-
acetoxy, 7 '-hydroxy-octadecanoyl)-glycerol and 1-acetyl-2-(3 -acetoxy-
octadecanoyl)-glycerol. The results were analyzed by statistical methods. The
distribution patterns of the calluses chemical constituents in Oncidiinae were
compared with the phylogenetic tree derived from the introns of the
ribossomal DNA, morphological and anatomical data.

This unusual glycerol and fatty acid derivatives prompted us to further
investigate the Oncidiinac and Malpighiaceae floral mimicry by studying
chemical composition of Byrsonima intermedia floral oil. This research
revealed that the main constituent of this oil was a new fatty acid derivative,
the (3R, 7R)-3,7-diacetoxi-docosanoic acid named byrsonic acid. The
similarity between byrsonic acid and oncidinol fatty acid moiety was
intriguing suggesting chemical mimicry among species offermg fatty acid
derivatives as floral rewards to pollinating bees. Other evidence of this
mimicry was investigated by analyzing Tetrapedia diversipes (oil collecting
bee) nest provision. As result, it was detected the presence of 3,7-dihydroxy-
ccosanoic and 3,7-dihydroxy-docosanoic acid named tetrapedic acid A and B,
respectively, both structurally related to compounds present in Oncidinae
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species and Byrsonima intermedia (Malpighiaceae). This shows that oil
collecting bees use the fioral rewards.

Further investigation shown that floral oil a third family of plants,
represented by Calceolaria x herbeohybrida (Scrophulariaceae), also revealed
the presence of a similar glycerol derivative, l-acetyl-2- (3-acetoxy-
hexadecanoyl)-glycerol which indicates that species from different families
are linked by analogous floral reward in order to attract pollinating bees.
Finally, we have mapped the chemical route of floral reward of several
unrelated genera and how their offer is important to oil collecting bees

survival. It was also done studies to synthesize natural diacylglycerols.
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Campinas — SP (codigo -Mz23) e expansdo da regidio do cromatograma gue contém os
compostos mais abundantes. Os compostos identificados neste éleo floral sdo mostrados na
( 54
Figura 39. Atribuicdo total dos hidrogénios e carbonos de 11 obtidos através de RMN 1D e
2D (homonuclear de 'H, 'H e heteronuclear de 'H, °C HSQC e HMBC). Flechas indicam

as correlagbes heteronucleares & longa distdncia que foram diagnésticas para a
determinacdo estrutural, 56
Figura 40. Espectro de RMN de 2D de correlacio homonuciear "H'H — COSY (500 MHz,
CDC13) do dleo floral de Oncidium pubes 37
Figura 41. Espectro de RMN de 2D de correlagéo heteronuclear 'H,”C a uma ligacéo
HSQC ('H-500 MHz, **C-125 MHz, CDCl3) do dleo floral de Oncidium pubes 57
Figura 42. Especiro de RMN de 2D de correlagdo heteronuclear a mais de uma ligacdo
"H,"°C — HMBC ('H-500 MHz, °C-125 MHz, CDCls) do Sleo floral de Oncidium pubes 58
Figura 43. Expansdo do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls ) da regido das metilas

da porgdo do glicerol. Os nimeros representam as respectivas metilas. 61

Figura 44. Espectros de massas (70 eV} dos compostos 11, 12 e 13. 62
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Figura 45. Espectros parciais de RMN de 1H corvespondenies aos sinais de H-1 ¢ H-3
dos derivados dos diacilgliceréis 1 e 11. a) S-Mosher 6a, b} R-Mosher 6b e ¢) derivado
R-Mosher do diacilglicerol de Oncidium pubes 15 64

Figura 46. R=R-Mosher. Expansdo do especiro de RMN de 'Hda regiGio correspondente
aos kidrogénios (H-2') em evidéncia do derivado 105 de Omithophra radicans e /6 de
Oncidium pubes 85

Figura 47. Cromatograma total de fons do oleo floral de Zigostates lunata e expansédo da
regido do cromatograma que contém os compostos mais abundantes. Os compostos
identificados neste dleo floral sdo mostrados na Tabela 8. Condicdo da andlise por
CG/EM: Coluna HP3 (30m x 0,25mm, x 0,25 ), forno 58-290 °C, velocidade de

aquecimento 4 °C. Min™. Tempo na temperatura inicial: O min; tempo na temperatura

final: 15 min, Injetor: 240 °C 66
Figura 48. Atribuigdo dos hidrogénios e carbonos do composto 18 derivado 3-O-acetil do
produto natural 17 majritdrio do dleo floral de Zigostates lunata &8
Figura 49. Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCl3) do composto 18 68
Figura 50. Espectro de RMN de °C (125 MHz, CDCly) do composto 18 69
Figura 51. Espectro de RMN de °C: a-DEPT 135° ¢ b-DEPT 90° (125 MHz, CDCls) do

composto 18 69
Figura 32. Espectros de massas (70 eV) dos compostos 17, 18 e 19. 7

Figura 53. Coinjecdo do exudado do calo floral de Oncidium praetextum com padréo do
sitosterol 36. O cromatograma acima é do exudado floral sem padréo e o cromatograma
abaixo é do exudado com reforgo do padrdo do sitosterol 36. Onde o composto com tempo
de retengdo em 63,037 min corresponde ao sitosterol 36 e o composio com tempo de
retengdo de 63,361min corresponde ao diacilglicerol que apresenta a mesma estrutura
plana do Oncidinol. Condigdes do equipamento de CG/EM- Coluna HP3, 30m x 0,25mm x
0,25 pm, programacdo de temperatura 50-290 °C, velocidade de aguecimento 4 °C.min™’,
injetor-240 °C. tempo inicial -G min, tempo final a 290 °C — 15 min. 77

Figura 54. Espectro de massas do sitosterol 36. 78

Figura 55. Especitros de massas. a- tetracosanocaio de benzila 43 (6leo floral de O.

puvinatumy; b- oleoato de benzila 47; e c- octadecanoato de benzila 48. 83

Figura 56. Proposta de fragmentacdo para o tetracosanoato de benzila 43. &4
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Figura 57. Dados de corvelagdes homonuclear de 'H, 'H (COSY) ¢ heteronuclear de 'H,
C (HS0C e HMBC, '} obtidos por RMIN 2D, para o composto 50 88

Figura 58. Acima ~ Cromatograma total de ions do extrato da flor de O. puvinatum sem o

calo floral. Abaixo- Cromatograma total de jons do extrato do calo forai de O. puvinatom.

8i

Figura 59. Acima — Cromatograma total de ions do extrato da flor de O. praetextum sem o

calo floral, Abaixo - Cromatograma total de ions do extrato do calo Horal de O. pretextum

92

Figura 60 . Acima — Cromatograma total de ions do extrato da flor de O. fiexuosum sem o

calo floral. Abaixo - Cromatograma total de ions do extrato do calo floral de O. flexuosum

93

Figura 61. Acima — Cromatograma total de fons do extraio sililado da Aorde O.
flexuosum sem o calo floral. Abaixo - Cromatograma total de jons do extrato sililado do
calo floral de Q. flexuosum 94

Figura 62. Flores do Grupo 1.1 - A - Calo floral de Oncidium pubes, 5- Ornithophora

radicans e C- Oncidium comigerum Fotografias gentilmente cedidas pela Dra. Aparecida
D. de Faria. 112
Figura 63. Flores do Grupo 1.2 — A - Calo floral de Ondidium welteri, B- Calo Horal de
Oncidium hookeri, C — Calo floral de Baptistonia echinata, D-Oncidium welteri, £-

Oncidium hookeri, F-Baptistonia echimanta. Fotografias gentilmente cedidas pela Dra.

Aparecida D. de Faria. i3

Figura 64. Espécies do grupo II. A- Oncidium longipes, B- Oncidium kidrophylum, C-
Oncidium harrissonianum, D-Oncidium Macropetalum, E- Oncidium forbesi, F- Gomesa
recurva, G- Oncidium phymatochylum, H- Cale floral de Oncidium widgrenii, I- Calo
floral de Orcidium puvinatum e J- Oncidium praetextum. Fotografias gentilmente cedidas

pela Dra. Aparecida D. de Faria. 1id

Figura 65. Similaridade entre as espécies com relagdo a composicdo quimica de seus calos
Sflorais utilizando métode de agrupamenio completo com distancia euclidiana. O nimero
ac lado dos nomes das espécies representam o grupo a que elas pertencem na andlise
Jilogenéiica baseada em dados macromoleculares, anatémicos e morfologicos (Figura 67).

115
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Figura 66. Método de agrupamento completo com disténcia euclidiana i1

Figura 67. Arvore filogenética de consenso estrito gerada com utilizacdo de dados morfo-

anatomicos, quimicos e moleculares. Gentilmente cedida pela Dra. Aparecida D. de

Faria”’ ii7
Figura 68. Flores de B. intermedia (Malpighiaceae) iig
Figura 69. Atribuigdo total dos hidrogénios e carbonos de 52 obtidos através de RMN 1D e
2D (homonuclear de IH, 'H e heteronuciear de ‘H PC HSQC e HMBC). 121
Figura 70. Deslocamentos dos sinais de RMN de 'H diagnésticos para a determinacdo da
configuracdo dos ésteres de Mosher 54a e 54b. i24
Figura 71. Especiro e expansdes de RMN de 'H (500 MHz, CDCI,, TMS) do composto

54a. 123
Figura 72. Especiro ¢ expansbes de RMN de 'H (500 MHz, CDCl;, TMS) do composto

54b. 123
Figura 73. Desiocamentos dos sinais de RMN de "H diagnésticos para a determinacio da
configuracdo dos ésteres de Mosher 55a e 55b. i26
Figura 74. Espectro e expansdes de RMN de 'H (500 MHz, CDCL, TMS) do composto

55a. 126
Figura 75. Espectro e expansdes de RMN de "H (500 MHz, CDCI,, TMS) do coOmposto

55b. 127

Figura 76. A esquerda- Abelha Tetrapedia sp com o polindrio de Oncidium comigerum. 4
direita — A perna da abelha T. diversipis com o éleo floral de O. cornigerum 130
Figura 77. Ninho de Tetrapedia diversipes. Na parte central do ninho (parte mais clara)
esta a massa alimentar e envolto pela massa alimentar esté a larva da abelha. ]3]
Figura 78. Cromatograma total de ions da fracdo lipidica da massa alimentar de T.
diversipis. Condigbes da andlise por CG/EM: coluna HPS (30m x 0,25mm x 0,25 pm)
temperaturas — forno - 50-290 °C, velocidade de aquecimento 4 °C.min”; injetor — 246 °C,
tempo final (290 °C} — 15 min. 132

Figura 79. Espectro de massas (70eV) dos compostos 57 (3,7- diidroxi -eicosanoato de
metila-Ninho), 8 ((3R,7R)-3,7- diidroxi -eicosanoato de metila - Oleo floral de
Omithophora radicans), 59 (3,7- diidroxi -decosanoato de metila-Ninho) e 53((3R, 7R)-3,7-
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diidroxi -docosanoato de metila - Oleo floral de Byrsonima mtermedia), respectivamente.

133

Figura 80. Coinjecdo da fragdo lipidica da massa alimeniar do ninko de T. diversipes com
o dcido birsénico hidrolisado e metilado 53. O cromatograma acima é da massa alimentar
do ninho sem padrdo e o cromatograma abaixo é do ninho com reforgo do padrio 53,
Unde o composto com tempo de retencdo em 11.2 min corresponde ao composto 57 (3,7-
diidroxi-eicosanoaio de metila) e 0 composio com tempo de retengdo de 12.6 min
corresponde ao 59 (3,7- diidroxi-docosanoato de metila). Condicdes da andlise por

CG/EM: coluna HPS (30m x 0,25mm x 0,25 pan) temperaturas — forno - 100-290 °C,

velocidade de aquecimento 10 °C.min™'; injetor — 240 °C, 134
Figura 81. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI,) dos compostos 3,7-diidroxi-
eicosanoalo de metila 57 e 3, 7-diidroxi-docosanoato de metila 59. 137

Figura 82. Espectro de RMN de "H (300 MHz, CDCly do composto (3R, TR)-3, 7-diidroxi-

docosanoato de metila 53. 137
Figura 83. Espectro de RMN de "°C(125 MHz, CDCls) dos compostos 3, 7-diidroxi-

eicosanoato de metila 57 e 3,7-diidroxi-docosancato de metila 59. 138
Figura 84. Espectro de RMN de "°C (75 MHz, CDCl3} do composto (3R, 7R)-3, 7-diidroxi-
docosanoato de metila 53. 138

Figura 85. A- Planta de Calceolaria herbeohybrida. O retdngulo representa a drea
expandida mostrada no quadro B. B- Flor de Calceolaria x herbeohybrida . O retdngulo
representa a drea expandida mostrada no quadro C. C- Regidio onde se encontram os
elaioforos tricomaticos de C. x herbeohybrida . O retdngulo representa a regido onde se
encontram os elaigforos. D — Elaidforos tricomaticos de Calceolaria tripartita’ As
Jotografias de Calceolaria x herbeohybrida foram gentilmente feitas e cedidas pelo Dr.
Volker Britirich e pela Dra. Maria do Carmo E. do Amaral 141

Figura 86. Acima. Cromatograma de total de ions do dleo floral de C. xherbeohybrida
(programagdo de temperatura do forno — 50-290 °C com velocidade de 15 °C.min™)
Abaixo. Especiro de massas do diacilglicerol 60 do dleo floral de Calceolaria x

herbeohybrida 142

Figura 87. Expansdo da regido do espectro de RMIN de 'H onde é observada as metilas dos

grupos acetilicos da porcdo do glicerol dos compostos 18 e 61, de Zigostates lunata
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(observado em um equipamento de 500 MHz) e Calceolaria x herbeohybrida (observado

em um equipamento de 300 MHz), respectivamente. 146

Figura 38. Filogenia de plantas produtoras de dleos florais baseados em caracteres de
DNA (modificada do trabalho Filogenia das Angiospermas por Claus”™). Grupos em
destague foram estudadas no presente trabalho. 147

Figura 89. Andlise retrossintética de um diaciiglicerol da série homéloga C encontrado no

oleo floral de Zigostates lunata e Calceolaria hibrida 149
Figura 90. Espectro de RMN de H (499, 885 MHz, CDCls; dpys 0,00) do sistema ternario
calix{6]/agente quiral/(x)-3a (1:1:1, 15 mmol L, 25°C). 152
Figura 91. Modelo estado de transigdo ciclico de Zimmerman e Traxler.%° 155
Figura 92. Modelo ndo-quelado de adigio do aldeido ao enolato 156
Figura 93. Sintese do composto 66a e 66b 157
Figura 94. Sinais de H-2 no espectro de RMN de 'H gue determina a proporgdo dos

diasterecisémeros 66a/66k como 5:1. 159
Figura 95. Conformacdes para os isOmeros syn ¢ anti 160
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Figura 108. Espectro de RMN de "°C (75 MHz, CDCly) do composto 3. 223
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1 Introducéo e Objetivos

Orchidaceae ¢ uma das maiores familias de angiospermas,
compreendendo cerca de 20.000 espécies distribuidas em aproximadamente
850 géneros.’ A familia apresenta ampla distribuicfio, mas possul sua maior
diversidade nos trépicos, especialmente, em regides montanhosas. Suas flores
apresentam simetria bilateral, sfio uniformes gquantc ac ntmero e arranjo de
suas pecas florais, mas exibem uma grande diversidade de tamanhos, formas e
cores.’

Omncidimae é uma subiribo da familia Orchidaceae composta por mais
de 1000 espécies, distribuidas em 70 gfneros. Suas espécies ocorrem nas
regides tropicais da América.’

Segundo Williams e col” a taxonomia de Oncidiinae estd baseada,
principalmente, em tragos florais. No entanto, apenas poucas espécies foram
estudadas segundo a sua biologia de polinizacfio ¢ em muitos casos € sugerido
gue ¢las atratam polinizadores por mimetizarem flores que oferecem
recompensas florais, sendo portanto flores de engano. Entende-se por
recompensas florais substdncias produzidas pelas flores ¢ coletadas por
polinizadores para as mais diversas finalidades, tais como; alimento, material
para construgfo de ninhos entre oufros.

Sistemas baseados em engano sfo facilmente modificados, isto é, flores
filogeneticamente relacionadas apresentam tragos florais diferentes, enquanto

espécies ndo 130 proximamente relacionadas podem convergir na aparéncia

' Dressler, R. L. The phyiogeny and classification of the orchid family. Cambridge University Press,
Cambridge, 1993,
? Wilkams, N. 5, Chase, M. W., Fucher, T., Whitten, W. M. Lindieyoma, 2001, /6, 113,



devido a0 mimetismo de uma mesma espécie que ofere¢a recompensa floral
(ex. espécies da familia Malpighiaceae).?

Um estudo recente, baseado em fragmentos de restricio de DNA de
cloroplasto, revelou que espécies brasileiras de Oncidium (Oncidiinag) sdo
mais proximamente relacionadas a espécies de outros géneros como
Baptistonia, Gomesa ¢ Ornithophora do que a outras espécies presentes em
seu proprio género. Estes resultados sugerem que a atal classificacfio que
delimita estes géneros nio estd correta.’

As flores de Oncidiinae apresentam na superficie do seu labelo uma
protuberéncia chamada de calo (Figura 1) que, apareniemente, esté associada &

atracio de insetos polinizadores.

TR PETALAS LATERATS
—#: CALO DO LABELO
o ISTHO DO LABELG

g LABELO ©

o SEPALAS LATERAIS

Figura 1. Bsquema da flor de Oncidium fﬁngépes‘g

Nierenberg,” em 1972, descreveu que a polinizago de Oncidium
lucayanum por abelhas coletoras de oleos florais ocorria devido a sua

semelhanga, na coloracdo e¢ forma, a flores de Malpighiaceae, familia de

*Faria, A. I Tese de doutorado, Universidade Estadual de Campinas, 2804,
4 Nierenberg , L. American Orchid Society Bufletin, 1972, 41, 873



plantas com espécies que oferecem Oleos como recompensa floral, sendo
portanto a polimizaco deste OUncidium baseada em engano. Em 2003, foi
apresentado em congresso. um estudo sobre o fendmeno de mimetismo entre
espécies de Oncidium e Byrsonima classifolia (Malpighiaceae), o qual foi
atribuido também ac mimetismo fisico. No entanto, Fritz Muller, citado por
Darwin em 1862, (descrito por Faria’) observou que “Oncidium flexuosum
presente em matas do Sul do Brasil possui pequenas promberancias nutritivas
nas flores que sfo raspados por insetos”. Voge?f em 1974, observou que
algumas espécies de Oncidiinae, dentre estas Oncidium, possuem calos florais
que secretam Oleos em sua superficie. Neste caso, elas poderiam recompensar
os polinizadores ¢, portanto, ndo senam flores de engano. No entanto, segundo
Vogel, as espécies que nfo secretam Oleos poderiam ser de engano.”
Entretanto, O. flexuosum, descrito por Fritz Muller, ndo secreta 6leo, mas seu
calo € raspado por msetos. Corroborando com o frabalho de Vogel e Fritz,

7 em 1999, revela a coleta de oOleo no calo floral de Oncidium

Singer,
paranaense por abelhas coletoras de Oleos florais. Estas observagfes séo
conflitantes.

Aparentemente os calos e as substéncias neles produzidas parecem ter
um papel importante, neste conjunto de teorias, ¢ a elucidacdo de sua
composigdo quimica pode contribuir para compreensio do papel desta
estrutura floral na polinizagdo de espécies Oncidiinae. Assim, o tema desta
tese visou primeiramente a investigagdo quimica dos calos florais de 39

espécies brasileiras da subtribo Oncidiinae com o mtuito de avaliar se os

compostos produzidos nestes calos podem ou nfo servir de recompensas

* Powell, M. P., Pupulin, F. Warner, J. Chittka, L., Chase, M. W. 2003, Floral mimicry in oncidioid orchids.

5 th Young Systematics Forum, December, Roval Botanic Garden Kew, UK

¢ Vogel, 8. Oblumen und dlsammeinde Bienen. Akad. Wissenschaften Mainz. Wiesbaden: Franz Steiner,
1974

7 Singer, R, B. Coccuci, A. A.1999, Lindleyana. 14,47,



florais e desta forma, verificar a existéncia de flores de engano e mumetismo
neste grupo.

A partir destes resultados foi avaliada uma espécie de Malpighiaceae da
regifio para estabelecer um paralelismo quimico entre as espécies destas duas
familias.

Para uma compreensio mais ampla da relagfo entre as abelhas coletoras
de oleos, Antophorideae (Tetrapedia diversipes), ¢ estas duas familias de
plantas (Orchidaceae e Malpighiaceae), foi estudada a composigéo quimica do
ninho da abetha Tefrapedia diversipes descrita como polinizadora de ambas
familias.

Um outro objetivo do presente estudo foi avaliar os perfis quimicos dos
calos florais através de método estatistico e compara-los a arvore filogeneética
destas espécies, feita a partir de estudos morfologicos, anatdmicos e de
seqiiéncia de mtrons do DNA ribossomal.’ Desta forma avaliar como ocorreu a
evoluciio dos compostos presentes nestes calos

Adicionalmente, foi estudado o olec floral de Calceolaria x
herbeohibrida (Scrophulariaceae) para avaliar a composigdo quimica de &leos
florais de espécies pertencentes a familias pouco correlacionadas
filogeneticamente a Orchidaceae e Malpighiaceae.

Foram realizados também estudos sintéticos visando a sintese de
diacilglicerdis naturais encontrados em 6leos florais de espécies de Oncidiinae

(Orchidaceae) e Calceolaria x herbeohibrida (Scrophulariaceae).



- 2 Consideracoes Gerais

2.1 Consideracbes sobre elaidforos

Hi mais de dois séculos, sabia-se gue varias espécies das familias
Malpighiaceae e Krameriaceae possuiam estruturas glandulares em suas
flores. Até 1969, eram sugeridos que estas glindulas eram nectirios ou
remanescentes destes. Vogel™ foi o primeiro a sugerir que estas estruturas
florais produziam lipidios ac imvés de carboidratos. Este 6rglo secretor de
lipidios foi denominado de elaiéforo.

Segundo sua morfologia os elaidforos sdo classificados como
epidermais ou tricomdaceos (Figura 2). Os elaiéfores epidermais (Figura 2)
sic pequenas areas de células epidermais que secretam Oleos sob uma fina
camada de cuticula.’® Os elai6foros tricomaceos (Figura 2) consistem de
centenas de tricomas (do grego trichos — pélo)'' glandulares. Neste caso nfo
existe uma camada protetora como a cuticula descrita para elaidforos
epidermais, mas apenas um filme de éleo que pode, eventualmente, proteger

os elai6foros tricomaceos.

¥ Yogel, S. Flowers offering fatty oil intead of nectar. XI Proc. Intl. Bot. Congress. Seattle, p. 229. Abstr. 1969
? Simpson, B. B., Neff, J. L. Annual Missouri Botanic Garden, 1981, 68, 301-322

¥ Euchmann, S. L. 4nn. Rev. Ecol Syst. 1987, 18: 33-369.

Hpaven, P.H., Evert, R. F_, Eichhom, 8. E. Biologia vegetal, 5 ed. Guanabara Koogan, Rio de Janetro, 1996



A B

Figura 2. A- Elaiéforo epidermal, B — Elaiéforo tricomdees™,”

Nove familias de plantas presentes no Novo Mundo (Orchidaceae,
Iridaceae, Krameriaceae, Malpighiaceae, Primulaceae, Scrophulariaceae,
Solanaceae, Caesalpinaceae ¢ Generiaceae) ¢ trés no Velho Mundo
(Primulaceae, Curcubitaceae ¢ Scrophulariaceae) possuem espécies secretoras
de oleos graxos sendo estes a principal recompensa para seus insetos
14,15

polinizadores.

Todos os membros de uma dada familia possuem elaioforos

tricomaceos ou epidermais, com excecdo de Orchidaceae que possm ambos

2 Rasmussen, C. (1999}, Coevolution of the oil bee-Calceolaria system in the Andes of Peru. Master of
Science Thesis, University of Arhus, Denmark, iv + 87 pp. [www-

u.life. uicuc.edw/~Claus/MSc%20thesis%20(1999).pdf] data de acesso 20.02.2005.

B Vogel, S Olblumen und olsammeinde Bienen. Akademie der Wissenschaften und der

Literatur Mathematische-Natmrwissenschaftliche Klasse. 1974.

' Simpson, B. B., Neff, 1. L., Dieringer, G. Plant Systematic and Evolution, 1996, 173: 209-222.
13 Qteiner, K. E. The evolution of beetle pollination in South African orchid. Amer. J. Bor. 1998, 85:1130-
1193,



tipos de elaidforos. J& a localizagdo dos elaidforos nas flores varia entre ¢
dentro das familias.

A falta de coerfncia filogenética entre estas familias, e a esporadica
ocorréncia desta sindrome de polinizacio {ou mecanismo de polimizagio)
mesmo dentro das familias onde eles sdo encontrados sugere que os oOleos se

desenvolveram muitas vezes ¢ independentemente.

2.2 ConsideracOes sobre abelhas coletoras de

Oleos florais

Abelhas que coletam e usam dleos florais ocorrem tanto no Velho
quanto no Novo Mundo, porém sfio mais diversas nas areas tropicais e sub-
tropicais da América do Sul e do Norte. Elas sfo encontradas principalmente
em trés familias: Melittidae, Ctenoplectridae, Aanthophoridas. A familia
Anthophoridae contém a maioria dos géneros e espécies conhecidas como
coletoras de dleos florais. As secregdes florais sdo usadas como alimento para
as larvas, a construcio do nminho, ¢ possivelmente também na nufricdo de

adultos.'®

221 Meltidae

Melitidae ¢ uma familia, relativamente, pequena (16 géneros), porém
considerada muito importante para o estudo de evolugdo de abelhas, pois
exibem caracteristicas primitivas. As melitides sfo encontradas principalmente

em regiGes africanas e holarticas. Somente o género Macrepis (com 18



espécies) e Rediviva (com 9 espécies) sfio conhecidas como coletoras de 6leos
florais. Macropis ¢ especialista floral de Lysimachia (Primulaceae).

O género Rediviva (Figura 3) ¢ endémico da Africa do Sul e representa
um exemplo de coadaptacfo entre abelhas coletoras de 6leos florais e flores do
género Diascia (Scrophulariaceas). Estas abelhas sfo equipadas com patas
extraordinariamente longas, cobertas por pélos, que serve para alcangar o

fundo do tubo gue contém os elaidforos de flores de Diascia.

Figura 3. Abelha Rediviva coletando oleo de flores de Diascia ™'°

2.2.2 Ctecnoplectridae

Ctecnoplectridae ¢ uma familia de abelhas asiaticas e africanas que

possui apenas um género, Crenoplecira, com 26 espécies identificadas.

16 Steiner, K. E. and Whitchead, V. R. Evolution . 1990. 44: 1701-1707.



Ctenoplectra coleta Oleos florais de elaidforos tricomaceos de especies de
curcubita dos géneros Momordica ¢ Thladiantha. Diferente das demais
espécies de abelhas coletoras de dlecs florais (que usam as patas para coletar
os dleos) estas abelhas coletam os éleos com o abddmen, que ¢ recoberto por

uma densa franja de pélos em forma de escova.'’

2.2.3 Anthophoridae

Anthophoriadae ¢ uma grande familia de abelhas e apresenta generos
coletores de Oleos em trés tribos: Centridini, Exomalopsini ¢ Tetrapediini.
Somente as espécies do Novo Mundo se desenvolveram para coletar oleos.
Estas sSo encontradas em nove géneros Centris, Ptilotopus, Epicharis,
Chalepogenus, Lanthanomellissa, Moneca, Paratetrapedia, Tapinotaspos e
Tetrapedia. O maior grupo de abelhas coletoras de 6leos pertence a tribo
Centridrini, representada por trés géneros: Centris, Ptilotopus e Epicharis.
Cendridines so conhecidas como coletoras de 6leos florais de Malpighiaceae,
Krameria e Calceolaria. Elas utilizam estes 6leos ao mvés, ou em adicfo ao
néctar, em suas células de provisdes. A tribo Exomalopsini contém 5 géneros,
Chalepogenus, Lanthanomelissa, Monoeca, Paratetrapedia e Tapinotaspis,

que coletam rotineiramente 6leos de muitas plantas.'



2.3  Consideracbes sobre composicao quimica dos

oleos florais

Apesar dos elaioforos serem conhecidos ha mais de 30 anos pouco ¢
conthecido sobre a composi¢io quimica deles em diferentes familias. V@g@i”
sugeriu a presenga do diacilglicerol 1-(B-acetoxi-hexadecanoil}-2-acetil-
glicerol (A) no oleo floral de Calceolaria pavonii baseado em especiroscopia
de RMN de 'H. Seigler ¢ col.' identificaram vérios acidos B-acetoxi-graxos
(B, C e D) em Oleos florais de espécies de Krameria. Vinson'~ sugeriu a
presenca de diacilglicerdis derivados de 4cidos graxos de cadeia longa como o
dcido palmitico e oléico no odleo floral de Byrsonima crassifolia.
Recentemente foi descrito um estudo detathado da composicio quimica de
Malpighia coccigera onde foram identificados acidos graxos 3,7- e 3,9-diOH

parcialmente acetilados.*

O

LN
8]
O

A

7 Vogel, S. Oblumen und olsammelnde Bienen. Akad. Wissenschaften Mainz. Wiesbaden: Franz Steiner,
1974

¥ Seigler, D., Simpson, B. B., Martin, C., Neff, J. L. Phyrochemistry, 1978, 17,995

¥ inson, 8. B., Williams, H. J., Frankie, G. W_, Shrum, G. 1997, 29, 76.

* Seipold, L., Gerlach, G., Wessjohann, L. Chemistry and Biodiversity, 2004, 1, 1519-1528
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Ba=8; Ca=1; D n=12

2.4  Consideraches scbre a biossintese de acidos

graxos

Acidos graxos sio policetideos e ocorrem quase universalmente como
componentes essenciais de células. Acidos graxos especificos  {(ex.
poliidroxilados) também podem se acumular como metabdlitos secundarios
com uma distribuiclio mais seletiva em familias especificas de plantas e

microrganismos.”’

21 Staunton, 1, Wilkipson, B.1998. The blosynthesis of aliphatic polyketides, Topics curr. Chem. 195:42.92
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A biossintese dos policetideos & iniciada com a carboxilagdo da acetil
Coenzima A (CoA) para a malonil CoA. A malonil CoA condensa-se com a
acetil COA formando o 1,3-dicetidio-SACP, este intermediirio pode
prosseguir 2o longo das vérias unidades do complexo multienzimatico da
policetidio sintase. Cada wma destas unidades promovera transformacfes
especificas fornecendo outros intermediarios (Figura 4). Fstas transformagdes
foram investigadas pela primeira vez em extratos de celulares de Escherichio
coli. Entretanto, tais complexos multienzimaticos também ocorrem em

plastideos de plantas. >'#*2>2425

Acido graxo - CoA
FAD
?ADHZQ
Enoil-Coa,

H,0

HO H 9
=/ I
HaC—C~—CH,—L~——8ACP

3-5-Hidroxi-butiril-SACP

NAD® |

H™ +NADH
1

3-cetoacil-CoA

Col

Acetil CoA -
5

Acido graxo - CoA

Figura 5. B-oxidacio dos dcidos grazes

* Harwood, J. L. Biochimica et Biophysica Acta 1996, 1361:7-56

#Berg, 1. M., Tymoczko, J. L., Stryer, L. Bioquimica, 5 ed. 2004, Rio de Janeiro.
* Voet, D. Voet, J. G. Biochemistry, 2 ed. 1995, Canada

* Rawlings, B. J. Journal Natural Product 1998, 275-308.
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O palmatato {produto comum da biossintese dos acidos graxos) € usado
como precussor para formacdo de acidos com cadeias maiores saturadas e
msaturadas pela a¢lo de enzimas elongases e dessaturases. As elongases sio
encontradas na mitocdndria ¢ no reticulo endoplasmatico, entretanto 0s
mecanisimnos de sintese que ocorrem nos dois sitios sdo diferentes. O
alongamento da cadeia na mitocOndria ocorre por sucessiva adigio de
unidades de acetil. Este processo € exatamente o inverso da oxidagio dos
acidos graxos (Figura 5). Neste caso, diferente da sintese de novo de acidos
graxos (Figura 4), a configuracio do alcool formado ¢ S (Figura 5). Ja o
alongamento no reticulo endoplasmatico envolve sucessivas condensacdes da
malonil CoA com a Acila CoA. Estas reacdes sdo acompanhadas pela redugio
associada ao NADPH similarmente aquelas catalizadas pela acido graxo
sintase {Figura 4). Neste caso, o acido graxo € alongado a partir do sen
derivado da CoA, enquanto a sintase utiliza o derivado da ACP. Acidos graxos
msaturados sdo produzidos por dessaturases terminais. Nas plantas os acidos
graxos com cadeias maiores que 18 carbonos s#io sintetizadas extraplastideo.
Uma famiba de enzimas ¢ responsavel pela sintese de acidos graxos contendo
grupos funcionais hidroxi, epoéxi e acetilénicos. Estas enzimas sdo
estruturalmente similares as dessaturases-A® do contorno da membrana
extraplastidial. Somente 4 aminoacidos precisam ser alterados para converter
uma 18:1 dessaturase em uma 18:1 hidrolase. ** %

Muitos acidos graxos incomuns sfo encontrados em diversas familias de
plantas pouco correlacionadas taxonomicamente implicando que a ativagdo
destas enzimas para a sintese destes acidos graxos pouco comuns pode ter

: , . ~ : 22
ocorrido varias vezes durante a evolugdo das Angiospermas.
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2.5  Consideractes sobre a biossintese de

diaciiglicerdis

A biossintese dos triacilgliceréis € miciada pela ativacBio de um acido
graxo pela acil CoA. Este 4cide ¢ esterificado com o glicerol 3-fosfato
levando ao sn-l-acil-3-fosfato-glicerol, este por sua vez € esterificado
novamente levando ao sn-1,2-diacil-3-fostato-glicerol sendo posteriormente
hidrolizade levando ao sn-1,2-diacil-glicerol gue pode ser esterificado
novamente para levar ao triaciiglicerol. Os diacilglicerdis gerados pelo
caminho da glicerol 3-fostato geram somente sn-1,2-diacil-glicerol que possui

configuracfo S no dtomo de carbono na posigio 2.

HO

sa-glicerol 3-fosfato

Agciltransferase

¥

R,0C0
\QHQ

HOM—%WH o

z i
H.E 6
\O’”F)\?””b

o]

i-acii-sn-ghoere! 3-fosfato

Aciliransferass
RGO, 2,000 R,0C0
H Y RN
£ gre s
RQQCGM{;;MH o %gﬁizeﬁaﬁw g@{;gs—-é-—mg
£ . - z AcilimmE 5
H;ﬁ\ofp{_::o Fozfohidrolase HQ{‘:MH ) Acilimmierase MG
‘ o GCOR,
(=}
1,.2-diaci-sn~ghicero] 3-fosfhto 1 Z-dHacil-sn- Triscilglicerol

ghioamal

Figars 6. Biossintese de diacilghicerdis ¢ trincilglicerdis
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2.6 Consideracdes sobre os géneros de Oncidiinae

investigados neste trabalho

Baptistonia inclui uma espécie epifita, B. echinata. TFregiientermente
listada sob o género Oncidium, mas, difere deste, principalmente, pela forma
da coluna que ¢ direcionada para frente e para baixo, enquanto que em
Oncidium, a coluna é ereta. A espéeie é endémica do Sudeste do Brasil. ©

Gomesa ¢ um género com cerca de 13 espécies epifitas presentes em
florestas da regifio central ¢ do Sudeste do Brasil Sédo caracterizadas pela
presenga de um pseudobulbo oblongo, achatado, com duas folhas apicais
flexiveis e por uma inflorescéncia em forma de racemo com flores pequenas,
com I em de difdmetro, amareladas ou esverdeadas.

Rodriguezielln ¢ um género composto por sete espécies epifitas
morfologicamente muito semelhantes a Gomesa. Ocorrem na Mata Atlantica.
“As espécies deste género apresentam peseudobulbos pequenos, delgados e
lisos com duas folhas apicais também flexiveis.

Ornithophora ¢ um género com uma unica espécie, O. radicans. Varios
pesquisadores  tém  considerado  Ormithophora como  sinbnimo  de
Stigmastostalix por serem bastante semelhantes morfologicamente, mas estes
diferem principalmente por Ornithophora apresentar pseudobulbo com duas

folhas enquanto Stigmastostalix possui apenas uma folha por pseudobulbo.

¢ Pridgeon, A, Morrison, A. The ilusirated encyclopedia of orchids. Portland. Timber Press. 1997,
¥ Miller, . Warrer, R, Urchids of the high moutain ailantic rain forest in southeastern Brazii. Rio de

Janeiro. Consultoria Ediforial, 1994

!



Zigosiates com aproximadamente 12 espécies identificadas. S#o
caracterizadas pela presenca de um pseudobulbo pegueno & por uma
mnflorescéncia em forma de racemo com flores pequenas.

Phymatidium € um género com aproximadamentie dez espécies
endémicas da Mata Atlintica, do Sudeste do Brasil e extremo Nordeste da
ﬁ;gemz’na‘zg As espécies sfo epifitas, apresentam peseudobulbos pequenos e
possuem flores brancas com aproximadamente 4 mm de comprimento,
apresentam calo de cor verde.

Oncidium ¢ um género com aproximadamente 600 espécies descritas
ocorrendo nas regides tropicais ¢ subtropicais da América. A maiona das
espécies € epifita, mas algumas sfo facultativamente ou exclusivamente
terrestres.”” No Brasil, ocorrem cerca de 100 gspécies distribuidas por todo
territorio mas, principalmente, nas regides Sul ¢ Sudeste. As espécies do
género sdo caracterizadas pela presenca de pseudobulbos uni ou bifoliados,
folhas flexiveis ou rigidas, flores, geralmente com trés sépalas semelhantes em
tamanho, forma e cor. Como as flores dos demais géneros citados

anten@rmmte 0 iabefio de Oncidium apresenta uma reggae difemnma@a mais

espessa deno de calo O calo mcahzawse na base do |

e Frequeﬁtamente a5 ﬂeres sd0 amara}as__ muﬁas vezes

alcangar até seu
COmM Marcas castanhas, mas tmbem exxstem especges cc}m flores castanhas

com marcas amarelas @u ainda, t@ta,lmeme ’brancas ou msas

% johnson A Las Orquidess del Parque Iguaza. L.OL.A. 2001
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3 Resultados e discussdes

3.1  Identificacao da composic3o quimica dos calos

florais

As espécies de Oncidiinae cujas secrecBes de calos florais foram
estudadas estdio listadas na Tabela 1. Os resultados e discussdes da
composi¢io quimica dos calos florais foram divididos em duas partes. Na
primeira parte foi discutido a elucidagfio da composico dos calos que
exsudam Sleos em sua superficie (por ex. Oncidium trucatum ~ Figura 7 e O.
pubes - Figura 8). Na segunda, discutimos a elucidacio quimica dos calos das
espécies que ndo secretam dleos em sua superficie sendo neste Gltimo caso as
secrecOes coletadas apos a perfurago do calo (por ex. Oncidium praetextum —
Figura 7 e O. flexuosum - Figura 8). Apbs a discussio dos resuitados da
elucidacdio quimica € apresentada, no final deste Capitulo, a comparaciio enire

a composicdo quimica dos calos em relag8o as demais partes florais.

Figura 7. A- Calo floral de Oncidium trucatum, B- Calo foral de O. praetexium. Fotografias gentilmente
cedidas pela Dra. Aparecida D, de Faria,

5



Figura 8. A — Fotografia de microscopia eletrfnica dos elaitforos epidermais de Oncidium pubes com o dleo

sendo exsudado. B - Fotografia de microscopia eletrfnica dos elaiéforos tricoméces de O faxuosum com

secreqlio interna. Folografias gentilmente codidas pela Dra, Aparecida D, de Faria

Tabela 1. Espécies da subtribo Onciidinae estudadas neste trabalho

Espécies Siglas | Segdo ou Género Nimero deimg de
espécimes Sleo/ou
analisadas exsudado

por flor

Calos gue secretam Gleo

1 Oncidium pubes LindlL gp ‘Walueva 6 4.3
2 Oncidium cornigerum Lindl. | OC Walueva 2 6,14
3 Oncidivm amictum Lindl OA ‘Walueva i R
8 Crcidium kautskyi Pabst KA Walueva 1 0.3
4 Oncidium trucatum Pabst o1 Walueva 1 0.2
5 Oncidium hookeri Rolfe HK Paucituberculata 4 0,1
6 Oncidium longicornu Mutel | OL Rhinocerontes 2 0,2
7 Oncidium welterii Pabst. WE Synsepala i 0,03
9 Oncidium trulliferum Lindl, | TR Rostrata 1 1,0
10 | Zygostates funate Lindl ZL Género Zigostates 2 0.3
11 | Phymatidium PD Género Phymatidium 1 0,1
tillandiosioides Barb. Rodr
12 | Ornithophora radicans | RA Género Ornithophora 3 4,3
(Fchb.f) Garay & Pabst
13 | Baptisionia echingta Barb. | BE Género Bapiistonia 1 1,1
Rodr.
Calos gue nfo secretam Oleo
14 Oncidium widgrenii Lindl, | OW Walueva 2 3,02
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3.1.1 Analise dos calos de Oncidiinea que exsudam oleos

em sua superficie

Foram analisados por CG/EM a composicdo quimica dos Sleos florais
exsudados de 13 espécies. FEles apresentam como substincias majoritarias,
compostos com alto tempo de retencio gue eluem a uma temperatura superior
a 270 °C em wuma coluna cromatografica HP-5 (Figura 9). Foi observado que
se tratavam, principalmente, de diacilglicerdis dos quais foi possivel observar
a presenga de 3 séries homodlogas (A, B ¢ C) de compostos com padrio
distinto de substituintes como componentes majoritarios {(Figura 10, Figura 11
e Figura 12). A suvbstituigo do glicerol foi determinada como 12-
diacilglicerol utilizando RMN de 'H para o 6leo de 7 espécies (Oncidium
pubes, O. amicium, (. cornigerum, O. longicornium, O. hookeri,
Ornithophora radicans e Zigostates lunata) e revelaram também que o
glicerol apresenta um grupo acetil ¢ um derivado de acido graxo mono ou
dissubstitido {grupos OH e/ou OAc). Estes compostos sdo inéditos
necessitando, portanto, uma analise espectroscopica mais detalhada para

determinar sua estrutura.

Abundineia
80
80
20

2

by} s " . M - ] b Y UJLL.

tempo 50.00

Figura 9. Cromatograma total de {ons do dleo floral de Ornithophora radicans. Condic#io da andlise por
CG/EM: Coluna HPS (30m x 0,25mm, x 0,25 pm), forno 50-290 °C, velocidade de aguecimento 4 °C. Min™.
Tempo na temperatura micial: 0 min; tempo na temperatura final: 15 min. Injetor: 240 °C.
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Figura 10. Espectro de massas (70 V) caracteristico da série homologa A
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Figura 11, Especiro de massas (70 eV} caracteristico da série homologa B
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Figura 12. Espectro de massas (70 V) caracteristico da série homologa €

Os oleos florais de Ormithophora radicans, Oncidium pubes e
Zigostates lunata apresentaram componentes majoritarios pertencentes as
séries homologas A, B ¢ C respectivamente, e por este motivo estas espécies

foram selecionadas para caracterizagdo destes padrdes.
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3.1.1.1 fdentificaciio e determinacio da configuracio
absoluta do composto majoritirio do dleo floral de Ornithophora

radicarns - Padrio para a série homologa A

Das 39 espécies de Oncidiinae investigadas nesta tese, Ornithophora
radicans, foi a tnica espécie da qual foi obtida uma grande quantidade de
flores, aproximadamente 1000 (21,3 g). Suas flores foram coletadas no
orquidario da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Piracicaba-SP)
em fevereiro de 2003. A grande quantidade de flores obtidas permitiu a
purificacfio do produto natural majoritario.

Para purificagfio do composto majoritario deste dleo floral foi utilizado
o extrato floral obtido através da maceracgio das flores frescas com acetato de
etila, sendo este solvente previamente tratado com bicarbonato de sodio para
remover o residuo de acide acético. O exirato obtido foi rapidamente
purificado em coluna de silica gel impregnada com trietilamina, eluida com
hexano/acetato de etila/trietilamina (1:1:0,01). A trietilamina foi adicionada
para diminuir a acidez da silica e evitar uma isomerizaco significativa do 1,2-
diacilglicerol natural para o 1,3-diacilglicerol.”” O mecanismo pelo qual ocorre
esta isomerizacdo envolve o ataque nucleofilico do par de elétrons do oxigénio
da hidroxila a carbonila do éster, que estd na posicio 2 do glicerol levando ao
isémero mais estavel 1,3-diacilglicerol (Figura 13), sendo este mecanismo

acelerado na presenca de meio acido ou basico.”

# Lock, C. M., Ward, J. P. Chem. Phys. Lipids, 1986, 39:15.
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Figura 13. Mecanismo de isomerizacic de 1,7- para 1,3-diacilglicersl.

Desta coluna foram obtidos 210 mg de uma mistura de compostos cujos
dados espectroscopicos de RMN de 'H e de “C (ver segio de anexo) e de
cromatografia gasosa revelaram a presenga de um tnico diacilglicerol 1 com

aproximadamente 90% de pureza.

1 - Oncidingl

Por causa da 1somerizagdo foram obtidos os dados espectrais da amostra
com 90% de pureza. O ion molecular MH™ é 545 (ESI-EM) somado aos dados
de RMN de 'H ¢ de C foram consistentes com a formula molecular
CaoHs20s. O espectro de RMN de °C (Carbono desacoplado ¢ DEPT 135° ¢
90°) revelou a presenga de 4 metilas; 2 metilenos conectados a heteroatomos,
varios metilenos sobrepostos, em 8§ 29,7, caracteristico de cadeia alifatica, 3
metinos conectados a heteroatomos ¢ 4 carbonilas. Os espectros de RMN de
1D e 2D (H,H COSY, H,C HSQC, H.C HMBC) permitiram a determinacdo da
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estrutura desta molécula e suas correlagdes s3o mostradas na Figura 14 e

descritas na Tabela 2.

Figuza 14. Atribuicio tetal dos hidrogénios e carbores do Oncidinel, 1, obtidos através de RMMN de 1B
¢ 2D (homonuciear de 'H, "H e heteronuclear de "5, C HSGQC ¢ HMBC). Flechas indicam as

correlagbes heteronucieares 2 longs distédncia gue foram diagndsticas para a determinacio estruiural .

No espectro de RMN de 'H (espectro em anexo no final da tese) foi
observado a presen¢a de smais em & 5,08 (m, 1H, H-2), & 4,20 (dd, 2H,
=121, 4,38 Hz, H-1), 4,30 (dd, 2H, J=12,1, 5,9 Hz, H-1) ¢ 8 3,74 (m, 2H, H-
3) que sdo caracteristicos de derivados do 1,2-diacilglicerol. ™

Os sinais em 8y 5,20 e Oy 4,84 foram atribuidos aos metinos
carbindlicos da porgdo do acido graxo. O metino em oy 5,21 foi atribuido a
posicdo C-3" devido a sua correlacdo homonuclear com metilenos H-4" (8
1,63) e H-2" (8 2,56 ¢ 2,63). O metileno em d 2,56 ¢ 2,63 60 (H-2") com um
sistema spin do tipoc ABX é caracteristico de hidrogénio o uma carbonila com

wn grupo acetoxi na posiglo 3

¥ Rrug, P. J; Boyd, K. G.; Falkner, D. . Terrahedron, 1995, 51, 11063,
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Adans

FL (ppm)

Figura 15. Espectro de RMN de 2D de correlaciic homonuclear "H,"H — COSY (500 MHz, CDCL) do
compesto I.

O sinal em & 4,84 foi atribuido ao segundo metino H-7" da cadeia
derivada do acido graxo. A principal evidéncia da atribuicfo deste metino na
posigdo C-7" foi devido ao espectro de RMN de C apresentar um metileno
em &, 20,9 que sugere a presenga de um duplo efeito y-gauche neste carbono.”
Assim os metmos carbindlicos (C-3"-70.2 e C-7'-73,8) estaria distanciados
entre si por trés carbonos. Desta forma, o carbono do meio (C-5", 8 20,9)
sofreria o efeito y-gauche dos grupos em C-3" e C-7°. Esta observagio foi

confirmada posteriormente por experimento de INADEQUATE 2D.

* Duddeck, H. 1986. Topics in Stereochem. 16: 219-234
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O espectro de correlagio heteronuclear 'H, C (2D-HMBC) permitiu
atribuir cada grupo acil na porgio do glicerol desta molécula. Dos 4 grupos
carbonilas apenas 3 (8¢ 170,35, 8¢ 170,6 e 8¢ 170,8) mostram correlacdo com
grupos metilicos ¢ portanto s8o atribuidos aos grupos acetoxilicos. A
correlagiio heteronuclear (%J, °C, 'H) entre o H-2' (8y 2,56 e 2,63} e a
carbonila 8¢ 169,67 ¢ as correlagdes heteronucleares °J entre esta carbonila
(8¢ 169,7) ¢ os hidrogénios H-3" {8y 5.20 ) e H-2 (64 5,08 ) evidenciam que
o grupc derivado do 4cido graxo esta localizado na posigio 2 do glicerol. A
presenca da correlagdo heteronuclear . de uma carbonila de um grupo acetoxi
com o sinais de deslocamento 8y 4,20 e 4,30, atribuido ao hidrogénio H-1,

indica que a cadeia derivada do acido acético esta na posiciio 1 do glicerol.

R S B et o S I I LA WA Bl W I ay S e
340 330 IR0 118 B S 80 V¢ E2 S0 40 3 20 i

FL ippey

Figura 16. Espectro de RMN de 2D de correlagiio heteronuclear "H,”C a2 uma ligacio- HSQC (‘H-500
MHz, ®C-125 MHz, CDCly) do composto 1.
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Tabela 2. Atribuigiio dos dados de RMN de 'H (CDCl, 500 MHz, 5-TMS), P°C (CDCL,

125 MHz, § — CDCls), COSY, HSQC e HMBC para o Oncidinol

CH Be B (mult, 1) HMBC
1’ 1697 -
2 395 2,56{dd, J=4.76,153 Hz, 1H} C-17,C3 e 047

2,63 (dd, J=7,69, 15,3 Hz, 1H)

702 5,20 (m, 1H) c2’

4 339 1,63 (m, 2H) C-5,C3
5 209 1,36 {m, 1H) C-4’, C-6

1,25 (m, 1H)
6 337 1,52 {m, ZH) C-7

EER 4,84 (m, 1H) C-5,C-6,C-8 e -9
8" 341 1,52 (m, 2H) c-7
9’ 253 1,25 (m, 2H) -8
10°-17 28,7 1,25 (m, 36H) C-8, C-97, C-18", C-19%
e C-20°

18’ 31,9 1,25 (m,2H, H-18)
19" 226 125 (m, 2H)
20° 14,1 0,88 (t, J=6,59, 3H)
1 62,1 4,20(dd, J=4.38, 12.08 Hz, 1H) C-2,C3

4,30 {dd, }=5.86, 12.08 Hz, 1H)
2 727 5,08 (m, 1H) -1
3 612 3,74 (m, 2H)
CH,CO-1 207 2,08 (s, 3H)
CH{LCO-3 212 2,04 (s, 3H)
CH:CO-T 21,0 2,05 (s, 3H)
CH;CO-1 170,5 -
CH:(CO-37 170,8 -
CHECO-7 170,6 -
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As temtativas de purificagdio deste composto em placas preparativas
impregnadas com hidroxido de amoénio levaram a isomerizagio do 1,2-
diacilgﬁéerol 1 para 1,3-diacilglicerol 2.%°

O composto 2 é facilmente identificado por RMN de 'H devido a
presenga dos smais em forma de multipleto em 8y 4,11 atribuidos aos
hidrogénios H-1, H-2 ¢ H-3. Para confirmar a substituigdo, 3" ¢ 7  da cadeia
lateral do Oncidinol 1 foi realizado o experimento de INADEQUATE 2D com

o 186mero 1,3-diacilglicerol purificado 2.

O

9]

oo
O pa
X

(24

A conectividade entre os carbonos com deslocamentos quimicos 73,8 a
14,1 ppm revela as seguintes correlacdes: 8c 34,1 e 73,8; 33,7 ¢ 253; 253 ¢
29,5; 29,5 ¢ 31,9; 31,9 € 22,60; Ambos 33,7 ¢ 33,9 com 20,9. Devido a adicdo
do acetoacetonato de crémic ocorreu um alargamento das linhas dos carbonos
impedindo que os carbonos 33,9 (C4") e 33,7 (C-6') fossem discriminados,
no entanto ambos se correlacionam com o carbono 9. 20,9, e este fato sugere
que a substituicdo na cadeia lateral seja realmente 37 — diacetoxi.
Conseqlientemente a estrutura do  oncidinol € l-acetil-2-(3,7-diacetoxi-

eicosanoil }-ghicerol.
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Para o purificar o oncidinol 1, sem que ocorresse a isomerizacdo do 1,2-
para 1,3-diacilglicerol, foi realizada a prote¢do da hidroxila 3 com o grupo
butil-dimetil silil. O composto purificado, l-acetil- 2-(3".7 -diacetoxi-
eicosanoil)- 3-r-butildimetilsilanoc 3, apresentou no espectro de RMN de 'H
dois duplos dubletos em & 4,27 ¢ & 4,08 atribuidos aos hidrogénios H-1, um
dubleto em & 3,65 atribuido aos hidrogénios H-3. O sinal em & 0,82 foi
atribuido a metila terminal ¢ as metilas do grupo r-butildimetilsilano. Deste
composto foi obtido o valor de [o]p*° + 16,5 {c=2, CHCL) .

Para a identificacdo do oncidinol 1 e sua série homéloga nos demais
dleos florais, foram obtidos os dados de CG/EM (especiro de massas e tempo
de retencdio) do Oncidinol 1 e de seus derivados sililado 4 e acetilado 5. O
primeirc ion observado no espectro de massas obtido por CG/EM (70 eV) do
composto natural Oncidinol 1 foi o de mz 466 (& %) que ocorre devido 3
perda de uma molécula de agua e uma molécula de acido acético. O ion de m/z
351 (14 %) fo1 atribuido ao grupo 3,7-diacetoxi-eicosanoila seguido da perda
de 4cido acético. O fon de m/z 291 (60 %) foi atribuido ao fragmento derivado
da cadeia diacetoxi-eicosanoila devido a perda de 2 moéleculas de 4cido
acético. O fon de mz 117 (100 %) foi atribuido ao fragmento [CsHoOs] da
porgdo do ghicerol formado pela perda do radical [Co4Ha3O¢]" (Figura 20).
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O primeiro ion observado no espectro de massas do composto silifado
com trimetilsilil (TMS) 4 foi o de m/z 601 (3 %) que foi atribuido 2 perda de
uma molécula de acido acétice seguida da perda de um radical metila do ion
molecular. Os ions de m/z 351 (2 %) e m/z 291 (40 %) foram atribnidos aos
mesmos fragmentos observados para o Oncidinol 1. O fon de m/z 189 (100 %)
fo1 atribuido ao caminho de fragmentacio I (m7z 117) da porgéo do glicerol
com adi¢do de 72u.

O composto § (Figura 19) foi obtido a partir da reacfo de acetilagdo do
composto 1 e apresentou no espectro de massas o fragmento de m/z 466 (3 %)
que foi atribuido 4 perda de uma molécula de 4cido 4cético do ion molecular.
Os fons de mz 351 (1 %) e o de mZz 291 (40 %) foram atribuidos aos
fragmentos derivados da cadeia diacetoxi-eicosanoila da mesma forma que o
observado para os compostos 1 e 4. O ion de m/z 159 (100 %) € atribuido ao

mesmo fragmento da porcdo do glicerol que antes era 117 pela adigdo de 59 u
do acetil.
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Figura 20. Proposta de mecanismo de fragmentacio para formagiio dos principais fragmentos observados no
espectro de massas dos compostos i, 4e 5

A partir destes dados foram identificadas a presenca do Oncidinol 1 ¢
sua séric homologa nos 6leos florais de Oncidium kautiksy, O. hookeri, O.

longicornu, O. amictum, O. praetextum, O. welterii e Phymatidium

delicatulum e Phymatidium tillandiosioides (Tabela 11).
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3.1.1.1.1  Determinacdo da configuracdo absoluta do Oncidinol I

Diaciiglicer6is  assimetricamente  substituidos  s8o MENsSageiros
secundarios que ativam a proteina cinase C. A ativagfo da proteina cinase
regula o crescimento ¢ diferenciacfo cehilar, ¢ desregula a atividade
mitogénica.”” Diante destas informagdes, aliadas a importancia destes 6leos na
vida das abelhas, ¢ essencial para compreender a real fungio destes compostos
a determinagdo da sua configuracic absoluta.

Como a isomerizagdo do 1,2- para 1 3-diacilglicerol {

Figura 13} ocorre com retengdo de configuragio o composto 2 pode ser
utilizado para determinago da configuragfio absoluta do carbono 2 através do
método de Mosher.™

Este ¢ o método mais utilizado para determinar a configuracio absoluta
de édlcoois secundarios ¢ utiliza as diferengas de deslocamentos de hidrogénio
em analises de RMN de F e de 'H dos derivados de o-metoxi-a-
(trifluorometil)-fenilacetatos (MTPA). A aplicacdio deste método foi ampliada
consideravelmente por Kakisawa e colaboradores™ através da aplicagdo de
diferencas de deslocamento de outros sinais e nfio somente os dos vizinhos aos
centros assimétricos como descrito no método original, ja que os intrumentos
de RMN wutilizados por Mosher™ eram de 60-100 MHz ¢ a completa atribuigdo
dos hidrogénios de moléculas orglnicas complexas era praticamente

impossivel

3 Topham, M. K : Bunting, M.; Zimmerman, G. A.; Mcintyre, T. M.; Blackshear, P. J.. Prescoft, S. M. Najure 1998, 394,
697700,
* Dale, J. A Mosher, H. S.; Journal American Chemical Society, 1973, 95, 512, Sullivan, G. R.: Dale, J. A
Mosher, H. S.; Journal Organic chemistry. 1973, 38, 2143
3 Ohtani, 1. Kusurmi, T.; Kashman, Y.; Kakisawa, }. 1991. J Amer. Chem. Soc. 113, 4092-4095,
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Este método baseia-se no efeito anisotropico da fenila do auxiliar quiral
(MTPA) sobre os substitnites (L, e Ly} do alcool esterificado. Nos ésteres do
MTPA fo1 evidenciado que o conférmero predominante ¢ o que o grupos
trifluorometil, carbonila e hidrogénio carbindlico estfo no mesmo plano
(Figura 21). Sendo assim, a fenila protege os hidrogénios de L, enquanto os
hidrogénios de L; n#o sfio alterados ¢ com a mudanga da configuracio do
MTPA o nverse € observado, ou seja, a fenila protege os hidrogénios de L,

snquanto os hidrogénios de L permanecem inalierados (Figura 21).

3L, L, ()
Ester do (-MTFA ! i
— i |
| |
SL® onm
Ester do (B-MIPA >
AR L. >0 AFRL, <0
H AR L, >0
wrra—o X (&
&
ASPRY, <0

Figura Z1. Modelos conformacionais para ésteres do MTPA e a influéneia nas magnitudes no especiro de
RMN de 'H e das medidas de AS™. As setas indicam o efeito de protegiio e desproteggio causado pelo sistema

aromatico.
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Desta forma, foi utilizado este procedimento para determinacic da

configuracio absoluta do Oncidinol 1 ¢ as etapas reacionais realizadas sdo

descritas no Figura 22.

O 1,3-diacilglicerol 2 foi esterificado com o R-(+) 4cido de Mosher (R-
MTPA) e com o S-(-)- acido de Mosher (S-MTPA) separadamente na presenga
de 4-dimetilaminopiridina e dicicloexilcarbodiimida sob refluxo (Figura 22).
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R = R-Mosher R’ = R-Mosher

Figara 22. ReagGes de obtengfo dos derivados de Mosher

Legenda:a-DCC/DMAP/CH,Cly/acido S-o-metoxi-oa-(triflucrometil)-fenilacético(MTPA),
5 min. 0 °C e 5 horas, refluxo, (71.6%); DCC/DMAP/CHCI/R-MTPA, S5 min. 0°C e 5
horas, refluxo {67%). b- LiOH H20/THFMeOH/H20. 30 min. 0 oC, 24h, ta, CH;COOH,
70% viv, pH=7, ¢- diazometoano, 0 °C (36%). d- DCC/DMAP/CH,CL/S-MTPA, 15 min. 0
°C e 15 horas a ta, {13,6%), DCC/DMAP/CH,ClL/R-MTPA, 15 min. 0 °C ¢ 15 horas a ta
(13,6 %). e- DCC/DMAP/CHoCL/S-MTPA, 5 min. 0 °C e refluxo 24h (22 %),
DCC/DMAP/CHxClL/R-MTPA, 5 min. 0 °C e refluxo 24h (22 %)
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Os dados de RMN de 'H resumidos dos derivados 8, R de Mosher 6a e
6b, respectivamente, (Esquema 1, Tabela 3 , Figura 23 a Figura 25) revelam a
prote¢io dos hidrogénios H-1 e H-2" e desprotecio dos hidrogénios H-3 e da
metila do grupo acetoxilico no carbono C-1 do composto 6a. J&4 o composto
&b apresentou os hidrogénios H-1 e H-2" desprotegidos e os hidrogénios H-3 e
da metila do grupo acetoxilico sobre o carbono 1 protegidos. Utilizando o
modele de Mosher e verificando os efeitos de anisotropia dos grupos MTPAs
nos compostos 6a ¢ 6b sugerimos a configuragio 2R para 2 ¢ por
conseqiiéncia 28 no produto natural 1 por mudanga de prioridades segundo a

regra de Cram, Ingold e Prelog.
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Tabela 3. Atribuigic dos dados parciais de RMN de 'H (500 MHz, CDCls, 8-TMS) dos

ésterss 6a e 6b

Hidrogénio Or Abs_n
6a ob

2 2,48 2,54 -0.06

3 4,33% 4,41% -0.08
4,14% 4,20% -0.06

i 4,41% 432% +0.09
4 18% 4,11% +0.07

{CH; do grupo 2,06 1,98 + .07

acetoxi-1

* AtribuicBes baseadas em correlagdes de HMBC
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3.1.1.1.1.1 Determinacéo da configuracdo absoluta dos carbonos
3 e7

Hidrdélise do diacilglicerol

Para obter a configuragio dos carbonos 3™ ¢ 7 foi utilizada como
estratégia a desprote¢do das hidroxilas. Inicialmente foi testada a hidrolise, de
um padrio de triacilglicerol, utilizando uma solu¢ic de hidréxido de sédio sob
condigdes brandas.” Foi observado através de uma CCD gue a hidrolise
ocorreu. Em seguida foi realizada a mesma reagdo com o 6leo floral. Sendo
observado a formacfio de produtos de hidrélise os quais apés elaboragfio da
reaglio foram metilados com diazometano ¢ analisada por CG/EM. O espectro
de massas do produto obtido revelou que ocorreu a desidratacio do alcool.

Na segunda metodologia, o diacilglicerol 2 foi hidrolisado em meio
basico (hidroxido de litio) e uma mistura tetraidrofurano, metanol e agua na
proporgdo de 3:1:1. Neste caso a reagdo levou ao acido 3,7-diidroxi-
eicosanodico. O acido foi metilado com diazometano e purificado em coluna de

silica gel eluida com hexano/acetato (1:1) obtendo-se o composto 8 com

* Trimurtuly, G.; Ohtami, 1; Patterson, M. L.; Moore, R. E.; Corbett, T. H.; Valeriote, ¥. A_; Demchik, L.
1994, Jornal Americam Chemical Sociate 116, 4729



rendimento de 36%.°° O espectro de RMN de 'H do composto 8 apresentou
sinals intensos ¢ largos em & 1,25 caracteristico dos véarios grupos metilénicos
sxistentes na cadeia, na regifio 8 2,42 ¢ & 2,53 foram observados dois duplos
dubletos atribuidos aos hidrogénios H-2, um multipleto em & 3,60 ¢ 5 4,02 que

foram atribuidos aos hidrogénios H-7 e H-3, respectivamente.

Determinacio da configuracio do carbono 7 — Esterificacio

seletiva da hidroxila 7 com acide R-(+)-Mosher e S-(-)-Mosher

A determinacéo da configuracio de wm centro em polidlcoois aplicando
a metodologia de Mosher merece cuwidado especial, pois o efeito da
anisotropia, sobre o qual repousa o método, € um fendmeno que ocorre através
do espago e assim os deslocamentos quimicos (e A8™® observados para certos
hidrogénios € resultado da aditividade de efeitos de protecdo e desprotegdo de
todos MTPAs presentes no peréster ¢ ndo somente devido a influéncia de um
MTPA. Cada reagente contribui para deslocamentos quimico em diferentes
caminhos (prote¢ic e desprote¢éo) e a intensidade referente ao deslocamento

depende da estrutura do poliol, portanto o resultado A5 leva a deslocamentos
e valores diferentes daqueles previstos se apenas o efeito de um auxibar fosse
considerado.”” Por este motivo foi realizada a esterificacgio seletiva da
hidroxila 7 do 3,7-diidroxi-eicosanoato de metila. A esterificagio seletiva da
hidroxila na posicdo 7 do composto 8 pode ser realizada devido & menor

reatividade do OH-C3 devido a sua ligagio de hidrogénio com a carbonila.

3 Nicolau, K. C.; Webber, 8. E. Journal European Organic Chemistry. 1983, 453.
*7 Seco, J. M.; Martino, M.; Quifio4, E.; Riguera, R. Organic Letters, 2008, 2, 3261
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O compostc 8 foi esterificado com o 5-(-) e com o R-(+) acido de
Mosher separadamente a temperatura ambiente levando acs compostos 9a e
9b (Figura 22). As anslises dos espectros de RMN de 'H dos compostos 9a e
9b (Figura 27 e Figura 29) revelou a presenca de apenas um sinal, na regifio
de metinos carbinolicos esterificados, em 5,09 ppm indicando que apenas a
hidroxila 7 foi esterificada com o MTPA.

anum 26. Deslocamentos dos smais de RVIN de 1H diagndsticos paraa éetemnnagao da conﬁguracao do
éster de Mosher 9a

mr wal L

!\ii fi i& ;’E | :
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2 g8 ¥ 5 5 4 3 2 1 -0  pom

Figura 27. Espectro de RMN de "H (500 MYz, CDCL, &-TMS) do composte 9a
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Figura 29. Espectro de RMN de "H (500 MHz, CDCl;, 5-TMS) do composto 9b.

Os deslocamentos e valores de AS™ apresentados (Tabela 4) revelam a
protegdo dos hidrogénios H-2 ¢ H-3 de 9a em relagio a 9b pela presenga dos
grupos S-MTPA e R-MTPA respectivamente. Como esperado, ndo foi
observado uma varia¢io no deslocamento do hidrogénio H-7 na presenca de

ambos MTPAs (Figura 26, Figura 27, Figura 28 e Figura 29). Devido a
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sobreposigdo dos sinais na regifio de deslocamentos de H-8 ¢ H-9 (8 1,5 - 1,6)
ndo foi possivel observar a variacfio nos deslocamentos destes hidrogémios.
Utilizando o modelo de Mosher foi possivel sugerir a configuragio 7-R para o

composto 8 € conseqiientemente 7°-R para o oncidinol 1.

Tabela 4. Atribuiglio dos dados parciais de RMN de 'H (500 MHz, CDCL, 5-TMS) dos ésteres dos
compostos $a e ¥b

Hidrogénio g ABs_r
9a 9b
CH:O 3,72 372 0,00
2 2,34 2,40 - 0,06
2,42 2 48 -0,04
3 3,88 3,97 - (0,08
7 5,09 5,09 .00

Determinaciio da configuracfio do carbono 3 — Esterificacio das

hidroxilas 3 e 7 com icido R-(+)-Mosher e 5-(-)-Mosher

Para determinar o Gltimo centro assimétrico do Oncidino! 1 foram
esterificadas as duas hidroxilas do 3,7-diidroxi-eicosancato de metila 8
levando aos composto 10a e 10b (Figura 22). A reacfio neste caso ocorreu sob
refluxo devido a baixa reatividade da hidroxila 3 (Figura 22).

As analises dos espectros de RMN de 'H dos compostos 10a e 10b
revelam a presenga de dois simais, na regido dos metinos carbindlicos

esterificados indicando que as hidroxilas 3 ¢ 7 foram esterificadas com os

48



MTPAs (Figura 31 e Figura 33). Os deslocamentos ¢ valores de A3

apresentados (Tabela 5) revelaram a proteg¢do dos hidrogénios H-1', H-2 ¢ H-3
e a desproteco do hidrogénio metinico H-7 no composto 10a.

e

e
o
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31}
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10z R- (S)-MTPA

T

Figura 30.
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Deslocamentos dos sinais de RMN 4
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e 'H dizgnésticos para a determinaglio da configuragio do
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Figura 31. Espectre de de RMN de 'H (500 Mz, CBCL,5-TMS) de composto ifa.
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Ja para o composto 10b foram observados as desprotecdes dos
hidrogeénios H-1", H-2 ¢ H-3 e a protecdo do hidrogénio metinico H-7. O
hidrogénic metinico H-7 sofre influéncia de apenas do MTPAs na posigio 3,
pois ndo foi observada nenhuma influéncia dos MTPAs da posigio 7 nos

compostos Ja e 9b. Utilizando o modelo de Mosher foi sugerida configuracio
3-R para 8 ¢ 3’-R para 1.

1

A
)
o]

Boakif
3 oett]l]

Figura 32. Desloc
éster de Mosher 18b
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Tabela §. Atribui¢go dos dados parciais de RMN de 'H (500MHz, CDCls, 8-TMS) para os esteres dos
compostos 10a ¢ 18b derrvado do (5)- e (B)-Mosher.

Hidrogénio Su Ads_
16a i0b

1’ 3,59 3,66 -0,07

Z 2,44 2,35 -0,11
2.55 2,67 -0,12

3 5,36 5,42 -0,06

7 5,04 496 +0,08

Com base nestes resultados foi sugerido gue o Oncidinol 1 seja o

{(28,3'R,7T"R)~1-acetil-2-(3,7 -diacetoxi~eicosancil )-glicerol.
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3.1.1.2  Identificaciio dos compostos majoritarios do 6leo

floral de Oncidium pubes- Padrio para a série homologa B

A espécie (. pubes foi a que apresentou maior nimmero de individuos
cultivados em casa de vegetagfo. Foi realizada a analise do dleo floral de
quatro espécimes trazidos de trés diferentes habitats e mantidos em cultivo na
casa de vegetagio e com uma espécime coletada em seu habitat natural Os
resultados obtidos revelam pouca variagfio entre a composicdo quimica de
seus Oleos, como pode ser observado nos Cromatogramas abaixo. Esta
pequena variagdo também foi observada para amostras de outras espécies.
Esta conformidade na composi¢8o revela a importincia destes compostos na
vida destas orquideas independente do habitat onde elas se encontram. Fstes

resultados permutern que esta composigdo possa ser avaliada em estudos de

quimiotaxonomia.
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Figuara 34. Cromatograma total de ions de Oncidium pubes — {codige -Mz11). Condiglio da andlise por
CG/EM: Coluna HPS (30m x 0,25mm, x 0,25 um), forno 50-290 °C, velocidade de aquecimento 4 °C. Min™.
Tempo na temperatura micial: O min; tempo na temperaturs final: 15 min. Injetor: 240 °C
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Figura 35. Cromatograma total de ions de Oncidium pubes ~ Espécie coletada em Atibaia-SP (cddigo -Mz16)
Condicio da analise por CG/EM: Colung HPS (30m x 0,25mm, % 0,25 um), forno 50-290 °C, velocidade de
aquecimento 4 °C. Min™. Tempo na temperaturs inicial: O min; tempo na temperatura final: 15 min. Injstor:
240°C
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Figura 36. Cromatograma total de ions de Oncidium pubes — Espéae coletada na Serra do Japi-SP (cddigo -
Mz17) Condigic da anélise por CG/EM: Coluna HPS (30m x 0,25mm, x 0,25 um), forno 50-250 °C,
velocidade de aquecimento 4 °C. Min™". Tempo na temperatura inicial: O min; tempo na temperatura final: 15
min. Injetor: 240 °C
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Figura 37. Cromatograma total de ions de Oncidium pubes —(cOdigo ~Mz29) Condico da andlise por
CG/EM: Coluna HP5 (30m x 0,25mm, x 0,25 um), forno 50-290 °C, velocidade de aquecimento 4 °C. Min™.
Tempo na temperatora inicial: O min; tempo na temperatura final: 15 min. Injetor: 240 °C
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Figura 38. Cromatograma total de ions de Oncidium pubes - Espécie coletada em Campinas — SP {chdigo

Mz23) ¢ expans8o da regifio do cromatograma que contém os compostos mais abundantes. Os COmMpOStos
identificados neste Oleo floral 830 mostrados na (Tabela 6). Condicio da analise por CG/EM: Coluna HP5

(30m x 0,25mm, x 0,25 um), forno 50-290 °C, velocidade de aguecimento 4 °C. Min™. Tempo na temperatura

inicial: O min; tempo na temperatura final: 15 min. Injetor: 240 °C

Tabela 6. Tabelz com a composi¢io quimica do éleo floral de Oncidium pubes referente ac cromatograma da

Figura 38

Compostos TR iR Abundancia
_— e mteitVa (%0)
1-acetil-glicerol 10.84 1123 2.4

Acido palmitico 32.45 1974 1,3

Nigo identificado 37.39 2010 0,5

Néo identificado 41.18 2176 0,6

Nio identificado 50.88 2663 0,9
t-acetil-2-(3-acetoxi, 7-hidroxi- 53.18 2797 17,4
hexadecanoil}-glicerol

Ndo identificade 54.01 2846 7.8

Nio identificado 54.17 2857 52
1-acetil-2-(3-acetoxi-octadecanoil)-glicerol  54.59 2881 232

Nao identificado 55.38 2940 1,3

k-
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NZo identificado 5602 2972 2.4
Nio identificado

1,3-diacetil-2-(3-acetoxi-octadecanoil)- 56.52 3004 52
glicerol

Nio identificado 5732 3057 2.0
1-acetil-2-(3-acetoxi-7-hidroxi- 5751 3095 16,1
octadecanoil)-glicerol 11

Nio identificado 58.38 3127 1,2
1,3-diacetil-2-{3-acetoxi-7-hidroxi- 58.59 3141 3,1
octadecanoil}-glicerol

1-acetil-2-(3-acetoxi-7-hidroxi-eicosanoil}- 60.94 34

glicerol e o 1-acetil-2-(3-acetoxi-9-hidroxi-

eicosanoil}-glicerol

1-acetil-2-(3,7-diacetoxi-eicosanoil)- 61.71 0.9
.%Eiceroi

TR — Tempo de retencio; IR- Indice de ?;tengéo; Abundéncia: relativa obitida por CG/EM.

No oleo floral de O. pubes foi identificado o segundo padrio de
diacilighcercl. O dleo foir coletado a partir de 40 flores frescas com papel de
filtro (19 mg de dleo) e imediatamente analisado por CG/EM ¢ RMN de 'He
13

C.

11

O espectro de RMN de °C (Carbono desacoplado ¢ DEPT 135 e 90)
revela a presenga de 3 metilas; varios metilenos, sendo 2 conectados a
heterodtomos, 3 metinos conectados a heteroatomos ¢ 3 carbonilas. O espectro
de RMN de 'H contém sinais em § 5,08 (m, 1H, H-2), 4,25, (dd, 2H, /=119,
5,2 Hz, H-1), 4,37 (dd, 2H, /=11.9, 4,3 Hz, H-1), 3,72 (dd, 2H, /~11,9, 55
Hz, H-3) e 3,75 (dd, 2H, J/=11,9, 5,2 Hz, H-3), que sdo caracteristicos de
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derivados do 1,2-diaciglicerol da mesma forma que ja tinha sido observado
para ¢ Oncidinol 1. Os espectros de RMN de 1D e 2D (H,H COSY, HC
HSQC, H.C HMBC) foram importantes para determinagio da estrutura plana
da molécula 11 como mostrado na Figura 39 e descritos na Tabela 7. A seguir,

para evitar repetigbes, serfio discutidos apenas os sinais que diferenciam este

composto do Oncidinol 1.
8]
3,72 179,,6JJ\\2{},9
376 o .0 205 oy
723 |°40 P i’zz'ﬂm\{? 376 297 .
I NN DR S A NP NEE
O 0N TIN5 N T N S N ) "
25% 1733 } 368 443 1,25 (CHaJe 0.88
39,2 :
11

Figura 39. AmmbuigHo total dos hidrogénios e carbonos de 11 obtidos através de RMN 1D e
2D (homonuclear de 'H, 'H e heteronuclear de 'H, °C HSQC ¢ HMBC). Flechas indicam
as correlagdes heteronucleares 4 longa distincia que foram diagnésticas para a

determinacio estrutural.
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Tabela 7. Atribuicsio dos dados de RMN de *H (500 MHz, CDCL, 5-TMS), °C (125 MHz, 8-CDCL,).

COSY, HSQC e HMBC para o composto 11 do oleo floral de Oncidium pubes

C# 8c Sy (mult, T) HMBC

1 170,5

2 39,2 2,59 (m, 2H) c3’

3’ 70,4 5,22 (m, 1H) cr

4 34,1 1,63 (m, 2H) c3, s,

ce’

5 21,2 1,39 (m, 1H) c7
1,58 (m, 1H)

& 36,8 1,43 (m, 1H), 1,49 {m, 1H) C7

7 71,6 3,58 (m, 1H) c7’

8’ 37,6 1,43 (m, 2H)

9’ 25,6 1,25 (m)

10°el1l” 296 1,25 (m)

12°-15° 29,7 1,25 (m)

16° 31,9 1,25 (m)

17 22,7 1,25 (m)

18’ 14,1 0.88 (t, J=6,7 Hz, 3H)

1 62,4 4,24 (dd, /=52, 11,9 Hz, 1H) Cz, C3
4,33 (dd, J=4,3, 11,9 Hz, 1H)

2 72,31 5,07 (m, 1H) Ci, CV’

3 61,04 3,72 (dd, J=5.,5, 11,9 Hz, 1H) C2,C3
3,76 {dd, J=5,2, 11,9 Hz, 1H)

CH:;CO-C1 1702

CH;CO-C3’ 170,6

CH:CO-C1 209 2,11 (s, 3H)

CH,CO-C3" 21,0 2,05 (s, 3H)
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O smal em d 3,59, caracteristico de hidrogénio carbinélico, foi atribuido
ao segundo metino H-7" da cadeia derivada do 4cido graxo. Neste caso,
diferente do Oncidinol 1, o carbono C-7° tem ligado a si um grupo hidroxilico
ao invés de um acetoxilico. O metileno em 3, 21,2 (C-5"), no espectro de
RMN de "°C, confirma a atribuigdo do segundo metino na posigio 7’ devido
ao duplo efeito y-gauche, de forma semelhante ao observado para o Oncidinol
1. Neste caso ndo foi possivel observar por HMBC as correlagbes entre os
hidrogénios da porgiio do glicerol e as carbonilas do acido graxo e do acetil
pois as trés carbonilas presentes na molécula apresentam deslocamentos
quimicos muito proximos (8 170.3,8 170.5 e § 170.7).

Uma alternativa encontrada para a determinacdo dos substituintes na
posigio 1 ¢ 2 do glicerol foi a acetilagho do composto 11 que levou ao 12 cujo
o espectro de RMN de 'H apresentou um sinal em § 2,08 mtegrando para seis
hidrog€nios atribuido s metilas dos grupos acetilicos do glicerol que no
composto 12 apresenta a parte do glicerol com quase perfeita simetria C,. A
presenga do produto isomerizado foi observada devido a presenca do sinal em
& 2,09 (Figura 43). Os resultados obtidos evidenciaram que o grupo derivado
do acido graxo esta localizado na posigdio 2 e a cadeia derivada do acido

acético esta na posi¢do 1 do glicerol, como em Oncidinol 1.
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Figura 43. Fxpansio do sspactro de RMN de 'H (300 MHz, CDCL ) da regifio das metilas da porcio do

glicersl. Os nimeros represeniam as respectivas metilas,

O composto 11 apresentou o fon de m/z 498 no espectro de massas
obtido através de ESI-MS™ o qual corresponde a (M-+H+Na)® que foi
consistente com a formula molecular CisHyOg. Este dado fortaleceu a
atribuicdo  da  estrutura,  l-acetil-2-(3 -acetoxi,7 -hidroxi-octadecanoil)-
glicerol, para o composio 11.

O espectro de massas do composto 11 apresentou o ion de m/z 323 (2%)
e 263 (17) derivados da cadeia lateral. O fragmento de m/z 117 foi atribuido a
porgdo do glicerol da mesma forma do que o observado anteriormente para o
Oncidinol 1. O composto 12 apresentou um perfil de fragmentacfio muito
semethante ao observado para o Oncidinol acetilado 4, sendo esta mais uma
evidéncia da mesma substituicio em ambos compostos. O espectro de massas
do composto 13 que é o derivado sililade do composto natural 11 apresenta

uma fragmentacfio bastante atipica, devido ao fragmento de m/z 271 ser o pico

* Bmmert, J. Pfluger, M. Wahl, F. LC-GC Europe, 17{12), 646-549, 2004,



base do espectro. A principio foi sugerido que o grupo hidroxilico estaria na

posigdo 6 e clivagem o a este grupo levaria ao fragmento de m/z 271. No

entanto, a presenga do sinal em & 21,2, atribuido ao metileno C-5", no espectro

de RMN de C indica que a substituicdo seja 3,7.

Abundinela
: 17

O

2

/U\

& ~ \3
50 e TV FES ey 263
G N R - “ R
P 104 w2 117 247 Z - CHL00H
3 1
@ - "
3 &7 ¥ i ¢ 281 5 -
g Y }&9 Lo, 1?52 i b 29308 T aas amy w328
; ; ; . ; ;
v 200 300
o
Abundéncis \f
k 158 "\G o JLL\ fii\
a3
P ] Jj\/\m
e I \I vﬁﬁ’ (CHiJaCHs
80 - R miz 23
. g e 159 oy - PHCOR
O i 1%
3 l 94
;4 | o 136 1ad 244
- !g i | T 317 3 20 | e
03 ! ff}ﬁ Li 19? ‘i_ | ;L . f;‘ 3?1 31’31 231 5:4335;% 3?8 395 43? 455
E 00 210 a6 40
O
L BiG .
Abunginca = .9 @’J\- ORI
2% o v : 1T
e e s o
a1 3 L ;
3 o S mh 7
& 4 mis 159 13
. 73
_ 128
40 - 188 v
k i
20 < X 2t 2
1 % e 5 | " E 307, 307353
R R AU R TN U DR - 238742 0 ) 359383:,‘&? " assaqiass 83450 543
'z 0 anm

Figura 44. Espectros de massas (70 eV) dos compostos 11, 12 2 13,

Compostos desta série foram encontrados nos 6leos florais de Oncidium

kautskyi, O. truliiferum, O. cornigerum, O. truncatum ¢ Baptistonia echiinata

{Tabela 11).
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3.1.1.2.1 Tentativa de determinacdio da configcuragdo do carbono
C-2 e determinagdo da configuracdo dos carbonos C-3" e C-7 " do

diacilglicerol de Oncidium pubes

O 1sémero 1,3-diacilglicerol 14 do composto 11 fo1 esterificado com o
R-(+) acido de Mosher produzindo 15 contendo MTPA em C-2 e C-7°.

Era esperado que o MTPA na posigdo 7  nfo influenciasse os
hidrogénios metilénicos H-1 e H-3 da porgéo do glicerol. Desta forma, estes
hidrogénios, dependendo de sua configuracdo, apresentariam os mesmos
sinais ¢ deslocamentos observados para 6a ou 6b. No entanto, os hidrogénios
H-1 ¢ H-3 do composto 15 apresentaramn deslocamentos diferentes dos
observados anteriormente (Figura 45). Logo conchumos que o MTPA da
posicdc 7" no composto 15 influencia os deslocamentos destes hidrogé€nios
tornando 1mpropria esta metodologia para a determinacio da configuragdo de

(-2 para o composto 11.
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Para determinar a configurac8o dos demais centros da molécula 11 foi
realizada a hidrélise e metilagdo deste composto, seguida pela esterificacdo
com o R-Mosher levando ao composto 16, empregando assim, a2 mesma
metodologia descrita anteriormente para o Oncidinol 1 (Figura 22). O espectro
de RMN de 'H do composto diesterificado 16 apresentou os mesmos
deslocamentos quimicos observados para o composto diesterificado 10b de
Ornithophora radicans o que sugere que ambos tenham o mesma
configuracdo (Figura 46). Assim, é sugerido que o composto natural 11 de
Oncidium pubes é o (3'R7'R)-1-acetil-2-(3 -acetoxi-7 -hidroxi-octadecanoil)-

glicerol.

Figura 45. Espectros parciais de RMN de 1H correspondenies aos sinais de H-1 e H-3 dos derivados dos
diacilglicerois 1 ¢ 1. a) §-Mosher 6a, b) R-Mosher 6b e ¢) derivado R-Mosher do diacilglicerol de
Oncidium pubes 13



Figura 46. R=R-Mosher. Expansfo do espectro de RMN de 'H da regifio correspondente aos hidrogénios (H-
2" em evidéncia do derivado 100 de Ornithophra radicans ¢ 16 de Oncidium pubes

Como conclusdo desta etapa foi observado que ambos diacilglicertis de
Ornithophora radicans e Oncidium pubes apresentam a mesma configuragfo

(3'R,7'R) na cadeia derivada do acido graxo.

3.1.1.3 Identificacdo do composto majoritirio do éleo floral

de Zygostates lunata-Padrio para a série homoéloga C

O terceiro padric de diacilglicerol foi identificado no éleo floral de
Zygostates lunata. O género Zygostates era formalmente incluido na subtribo
Ormnithocephalinae, no entanto, recentemente foi incluido na Oncidiinae.™ Z.
lunata apresenta elaidforo tricomatico sendo diferente de Ornithophora

radicans e Oncidium pubes que apresentam elaidforos epidermais. As flores

¥ Whitten W. M.; Williams, N. H.; Chase, M. W. Amer. J. Bot. 2000, 87: 1842-1856.
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deste género produzem Oleos, porém sdo visualmente diferentes, em termos de
coloragdo ¢ morfologia, das flores de Oncidium s.1. O dleo desta espécie que
foi coletado com papel de filtro de 50 flores obtendo-se 12 mg de dlec. A
analise por CG/EM deste dleo floral revelou a presenga majoritaria do
diacilglicerol 17, com fragmento de m/z 117 caracteristico de diacilglicerdis
(Figura 52). O composto 17 apresenta o fon de m/z 481 (M+Na) no espectro
de massas (ESI-EM) o qual corresponde a formula molecular CosHas Oy,
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Figura 47. Cromatograma total de jons do Sleo floral de Zigostates lunara e expansio da regifio do
cromatograma gue contém os compostos mais abundantes. Os compostos identificados neste Oleo floral sdo
mestrados na Tabela §. Condigiio da anélise por CG/EM: Coluna HPS (30m x 0,25mm, x 0,25 um), forno 50-
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290 °C, velocidade de aquecimenio 4 °C. Min™, Tempo na temperatura inicial: O min; tempo na temperatura

final: 15 min. Injetor: 240 °C

‘Tabela 8. Tabela com a composicio quimica do dleo floral de Zigostates lunata referente ao cromatograma

da Figura 47
Composto TR R Abundancia relativa
P % e i
Nio identificado 15,84 1203 1,8
Pentacosano 45 37 2500 3,8
Heptacosano 53,13 2700 6,1
1,3-diacetil-3 -acetoxi-palmitoil-glicerc] 53,45 2723 1.2
1-acetil-2-octadecenoil-ghcerol 54,71 2798 6,8
1,3-diacetil-2-octadecenoil-glicerol 55,72 2858 2.8
1-acetil-2-(3-acetoxi-octadecanoil)-glicerol 56,56 2909 400
17
1,3-diacetil-2-{3-acetoxi-octadecanoil}- 57,18 2949 211
glicerol 18
1-acetil-2-(3,7-diacetoxi-octadecanotl }- 58,71 3049 137
glicerol
1-acetil-2-(3,7-diacetoxi-octadecanoil)- 59,32 3089 100
glicerol
1-acetil-2-(3,7-diacetoxi-eicosanoil)-glicerol 63,88 5,5
1,3-diacetil-2-(3,7-diacetoxi-eicosanoil)- 64,46 1,5
_g}icerol

Para a atribuicdo dos substituintes da porgdo do glicerol, 7 mg deste

dleo foram acetilados e purificados em coluna de silica gel utlizando como

eluente hexano:acetato de etila (8:2) obtendo-se desta columa 1 mg do

composto acetilado 18.

O espectro de RMN de ' de 18 revelou um sinal em & 2,08 integrando

para seis hidrogénios atribuido as metilas dos grupos acetilicos. Evidenciando

assim, que neste caso o grupo derivado do acido graxo também estava

localizado na posigdo 2 e a cadeia derivada do acido acético estava na posigdo

1 do glicerol de forma semelhante a observada anteriormente para o composto

12. O deslocamento quimico em & 2,60 ¢ caracteristico de hidrogénio a a
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carbomia com um grupo acetoxi na posi¢do 3°. Os sinais em & 520 e § 5,25

foram atribuidos aos hidrogénios metinicos H-3" e H-2. Enquanto, os sinais
em o 4,14 ¢ 4,29 correspondem aos hidrogénios metilénicos H-1 ¢ H-3. O
sinal em & 1,25 foi1 atribuido aos vérios hidrogénios metilénicos da cadeia

lateral derivada do 4cido graxo e o sinal em 8 2,04 aos hidrogénios metilicos

do grupo acetia em C-3".
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Figara 48. Ambuigiio dos hidrogénios e carbonos do composto 18 derivado 3-O-acetil do produto natural 17
majritario do oleo floral de Zigostares lunata
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Fabela 9. Amibuigho dos dados de RMN de 'H (500 MHz, CDCL, 3-TMS), *C (125 MHz, 8-CDCL) para o

composto 18 do bleo floral de Zigosiates lunata

C# d¢ By {mult, I}
1 170.31 -
2’ 39,09 2,60 (m, 2H)
3’ 70,31 5,20 (m, 15)
4 33,98 1,25 (m)
5 25,10 1,25 (m)
6 29,33 1,25 (m)
7 29,36 1,25 (m)
8 29,52 1,25 (m)
9 29,61 1,25 (m)
107117 29,63 1,25 (m)
12715’ 29,67 1,25 (m)
16’ 31,91 1,25 (m)
17’ 22,68 1,25 (m)
18’ 14.11 0.88 (t,.J=6.6 Hz, 3H)
1 62,18 4,14 (dd, J=12,0, 5,8 Hz, 1H)
4,29 (dd, J=12,0, 9.2 Hz, 1H)
2 69.25 5,25 (m, 1H)
62,18 4,15 (dd, J=12,0, 5,8 Hz, 1H)
4,28 (dd, J=12,0, 9,16 Hz, 1H)
CH:CO-C-1 20,66 2,08 (s, 3H)
CH;CO-C-3 20,66 2,08 (s, 3H)
CHCO-C-3’ 21,04 2,04 (s, 3H)
CH:CO-C-1 169.59 .
CH:CO-C-3 169.59 -
CH:;CO-C-3’ 170.48 -
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Figura 32. Espectros de massas (70 V) dos compostos 17, 18 ¢ 19,

Os espectros de massas de 17 e seus derivados sfo similares aos dos
compostos 1 ¢ 11. A principal diferenca no especiro de 17 € a presenga de ion
de m/z 325 (15 %) ao invés do ion de m/z 323 do composto 11. O ion de mZz
325 foi atribuido a cadeia lateral 3-acetoxi-octadecanoil e o fragmento de m/z
265 (100 %) foi atribuido ao fragmento derivado da cadeia lateral com perda
de uma molécula de acido acético. Os composios 18 e 19 apresentam um
mesmo padrio de fragmentagio observado para os derivados dos compostos 1
e 11. Desta forma, determinamos o terceiro padrio de diaciiglicerol que foi

enconfrado também nos Oleos florais de Oncidium kaustskyi, Phymatidium
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tillandiosioides, O. pubes, O. longicorniu, Ornithophora radicans O.
truncatum e Baptistonia echinata. (Tabela 11)

Em razdo da pequena quantidade obtida do composto 17 ndo foi
possivel determinar a sua configuracdo absoluta.

Estes dados mostram que os espectros de massas dos compostos 1, 11 e
17 ¢ seus derivades apresentam fragmentos caracteristicos de diacilgliceréis,
como o m/z 117, o diaciiglicerol sililado apresenta a adicdo de 72 u a este
fragmento levando ao fon de m/Zz 189. JA os triacilglicerdis 4, 12 e 18
apresentaram o ion de m7z 159 sendo este um fragmento caracteristico da
porgdo do glicerol destes triacilglicerdis. Os diacil- e triacilglicerdis
apresentam fragmentos que caracterizam o comprimento e a substituigéo da
cadeia derivada do 4cido graxo. A partir destas informagfes, foi possivel
identificar estes compostos ¢ suas séries homologas nos demais calos florais

mvestigados (Tabela 11).
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3.1.2 Analise dos calos florais que nfo secretam 6leos em

sua superficie

Dentre as 39 espécies de Oncidiinae investigadas, 26 ndo apresentam
secregdo exposta na superficie de seu calo floral. Nestes casos, os exsudados
foram coletados apés a perfuragdo do calo. Esta forma de coleta fentou imitar
o que pode ser realizado pelas abelhas como descrito por Fritz Miiller
(descrito por Faria®) “Oncidium flexuosum {espécie que ndo apresenta
secre¢8o exposta) presente em matas do Sul do Brasil possuem pequenas
protuberincias nutritivas nas flores que sfo raspados por insetos”. No presente
estudo, foi observado que os calos florais destas espécies produzem uma larga
variedade de compostos que incluem acilglicerois, derivados de terpenos,
acidos graxos e flavonodides. Os resultados e discussoes da elucidagio quimica
destes compostos, ¢ onde eles foram identificados, serio apresentados

segundo suas classes (Tabela 11).

3.1.2.1  Terpendides
3.1.2.1.1 Monoterpendides

Os monoterpendides B-felandreno 20 e terpinecl 22 foram identificados
no cale floral de Oncidium forbesi. Enquanto, ¢ 6xido de linalol 21 foi

encontrado em Rodrigueziella gomesoide. A identificacio destes compostos

“ Faria, A. D. Tese de Doutorado. Sisteatica filogenatica e delimitagio dos géneros da subtribo Oncidiinae
(Orchidaceas) end~emicos do Brasil: Baptistonia, Gomesa, Ornithophora, Rodrigueziella, Rodrigueziopsis €

Oncidium pro parie. 2004
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foi realizada por comparacio do seu espectro de massas ¢ indice de retencgéo

com padrdes da literatura (Tabela 11).%

|
SIS e
OH
PN
28

OH
21 22

3.1.2.1.2 Sesquiterpendides

Os hidrocarbonetos sesquiterpénicos estio presentes nos calos florais de
G. crispa, G. recurva, Oncidium forbesi e Gomesa laxifolia. O ciclosativeno
23 e o o~copaeno 24 foram identificados no calo de G. recurva sendo o o-
copaeno 24 o componente majoritario do calo floral desta espécie. O B-
canofileno 28 foi encontrado nos calos florais de Gomesa crispa e G. recurva.
O germacreno-d 28, a P-ionona 29 ¢ o o-muruleno 3¢ foram identificados
no calo floral de Gomesa crispa. O farneseno 31 foi encontrado nos calos de
G. crispa e G. laxifolia. O 8-cadineno 32 foi encontrado nos calos florais de
G. crispa e Oncidium forbesii O sesquiterpeno oxigenado, oxido de
cariofilenc 33, foi observade no calo floral de G. crispa. A identificagio
destes compostos foi realizada por comparagio do seu espectro de massas e

indice de retengfio com padrdes da literatura (Tabela 11).*

“ Adams, R. P. Identification of essencial oil components by gas chromatography/mass spectroscopy. Allured Publishing
Co., Blinois. 1995.
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3.1.2.1.3 Triterpendides
O hidrocarboneto triterpénico, esqualeno 34, foi identificade na

secregdo do calo floral de Gomesa sessilis, Gomesa laxifoilia, Oncidium

barbatum, Oncidium warmingi, Rodrigueziella gomesoide e Oncidium
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harrissonianum. A identificagdo deste composto foi realizada por comparagio

do seu espectro de massas com padréo da literatura (Tabela 11).

3.1.2.1.4 Esterdides

O estigmasterol 35 e o sitosterol 36 estfio presentes nos calos florais de
Gomesa  sessilis, Lokarsia lunifera, Oncidium forbesi, O. widgreni, O,
varicosum, O. praetextum, O. longipes, O. barbatum, O. welteri, O. warmingi,
Ornithophora radicans, Baptistonia echinata, Gomesa laxifolia, O. flexuosum
¢ Rodrigueziella gomesoide (Tabela 11). A identificacdo do sitosterol foi
realizada a partir da co-injegdio com padrfio comercial. A Figura 53 apresenta
o resultado da co-injeglo do exudado floral do calo de Oncidium praetextum.
O composto com tempo de retengdo de 63.037 min corresponde ao B-sitosterol
36 ¢ o composto com tempo de retengdo de 63.361 min corresponde ao
diacilghcerol com estrutura plana idéntica ac Oncidinol 1. As abundincias
relativas destes dois compostos, antes e depois da coinjegfio respectivamente,
revelam a adicdo do padriio devido ao aumento da 4rea do seu pico em relagiio

ao diacilglicerol.
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Figura 83, Comieglo do exudade do calo floral de Oncidium praetexium com padrio do sitosterol 36, O
cromatograma acima € do exudado floral sem padrio e o cromatograma abaixo € do exudado com reforgo do
padriic do sitosterol 36. Onde o composto comn tempo de retengfio em 63,037 min corresponde ao sitosterol
36 £ 0 composto com tempo de retencio de 63,36 lmin corresponde ao diacilglicerol que spresenta a mesma
estrutura plana do Oncidinel Condigdes do equipamente de CG/EM- Coluna HPS, 30m x 0,25mm x 0,25 um,
programacio de temperatura 50-290 °C, velocidade de aquecimento 4 °C.min™, injetor-240 °C. tempo inicial -
0 min, tempo final 2290 °C — 15 min.

Os espectros de massas dos esterdis sgo caracterizados pela perda de
18u atribuida a eliminagdo de uma molécula de agua. A presenca de varios
fragmentos com abundéncias relativas similares indicam a auséncia de outros

grupos funcionais que levariam a uma fragmentacao preferencial. (Figura 54).
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Figura 54. Espectro de massas do sifostero] 36.

Os fitoesterOis (esterdis de plantas) sfo importantes componentes de
membranas de plantas, servindo para estabilizar os fosfolipidios em
membranas celulares, da mesma forma que o colesterol em animais. Duzentos
diferentes tipos de fitoesterdis sfo relatados em plantas. Sua biossintese
comega a partiv da condensacfo de duas moléculas de difosfato de famnesila
que produz o esqualeno (triterpeno). As etapas ciclizagBes enzimaticas do
esqualeno levam ao cicloartenol que por sua vez, através de reacfes
enzimaticas, levam aos fitoesterois.**

Para os insetos os fitoesterdis, obtidos através de sua alimentagdio,
apresentam uma consideravel importéncia j& que € a partir destes compostos

que eles metabolizam os esterdides vitais para sua sobrevivéncia.

2 Morezua, R A, Whitakerb, B. D., Hicksa, K. B, Phytosterols, phytostanols, and their conjugates in foods:
structural diversity, quantitative analysis, and health-promoting uses, Progress in Lipid Research 41, 457500,
2002

* Downer, R. G. H. Functional role of Epids in insects. In Rockstein, M. Biochemistry of insecis. London,
Academic Press, 1978
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3.1.2.1.5 Tocoferdis

O p-tocoferol 38 esta presente nos calos florais de Gomesa sessilis e O.
warmingi. O d-tocoferol 39 esid presente nos calos florais de Gomesa sessilis,
O, varicosum, O. harrissonionum, O. puvinatum, O. warmingi, O. widgreni e
R. gomesoide (Tabela 11). J4 o a-tocoferol 40 estd presente nos calos florais
de O. ciliatum ¢ O. macropetalum. A identificacio desta classe de compostos
foi realizada a partir da comparaco dos seus especiros de massas com o0s do
banco de dados Wiley os quais apresentaram espectros idénticos, com 95% de
confiabilidade.

Os tocoferdis sfo antioxidanies que protegem os tecidos e tém
mmportantes papéis em processos vitais, Os tocoferdis sfo derivados do 6-
cromanol e apresentam como cadeia lateral um isoprendide C-16 saturado.
Dependendo do tipo dos grupos Ry e R; os tocoferdis sfo denominados de o-,

B-, v-, S-tocoferol. **

R B, R
HO ) 38CH: H B
i 39 H CHivy
" = 40 CH; CH; o
Tocoferol H H 3

O a-Tocoferol também ¢ essencial para a alimentacdo de insetos, que

precisam obté-lo de plantas.”

" Azzi A Stocker, A 2000, Vitamin E: non-grtioxidant roles, Progress in Lipid Research 39, 231-255.
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De um modo geral, os terpenos constituem um grande grupo de
produtos naturais compreendendo muitos compostos que apresentam um
importante papel em processos fisiolégicos. Eles sfio alves de infimeros
estudos de ecologia quimica devido ao seu papel como fitoalexinas,
substancias impalataveis, repelentes para insetos, agentes de defesa contra
herbivores, ferdmonios, aleloquimicos e hormonios de plantas.® Sua
biossintese € um topico investigado héd mais de meio século. Muito cedo,
trabalhos com células de animais estabeleceram que a biossintese universal
dos terpenos tinha como precursores o difosfato de isopentenila e o difosfato
de dimetilalila, a partir da acetil-CoA via mevalonato. H4 aproximadamente
uma década atras, um segundo caminho para formagfo destes intermediarios
(difosfato de isopentenila ¢ o difosfato de dimetilalila) via o carboidrato, 5-
fosfato 1-deoxi-D-xilose, foi descoberto em certas bactérias e também em
Ginkgo biloba.*

3.1.2.2  Derivados de acidos graxoes

3.1.2.2.1 Acidos graxos livres

Acidos graxos livres foram encontrados em vérias secrecdes de calos
florais analisadas (Tabela 11). H4 relatos da identificacdo de 4cidos livres em
leos florais de Byrsomima crassifolia, Malpighiaceae.” Acidos alcandicos

livres com substituites acetoxi na posi¢do 3 foram identificados e reportados

* Robbers, 1. E., Spesdie, M. K., Tyler, V. E., Pharmacognosy nd Pharmacobiotechnology. Bd. Williams &
Witkinins. 1996

“ Adam, P, Hecht, 5, Eisenreich, W, Kaiser, I, Grawert, T, Arigoni, D, Bacher, A, Rohdich, ¥, PN4Y
vol. 99, no. 19, 12108-12113

¥ Vison, 8.B., Williams, 7.7, Frankie, GW, Shrum, G. Biorropica, 1997, 29, 76
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nos oleos florais de varias especies de Krameria (Krameriaceae),®® no

entanto, ndo foram detectados em nenhum dos calos analisados neste estudo.

3.1.2.2.2 wn-Alcanos

Todas as secregdes de calos florais analisadas, com excecdo de Miltonia
spectabilis mostraram a presenca de n-alcanos entre Cio e Ci, com as
abundéncias relativas variando entre as espécies. A analise do exudado do calo

da espécie Oncidium hyphaematicum revelou a presenga apenas de n-alcanos.

3.1.2.2.3 Esteres

Esteres metilicos e etilicos foram identificados nos calos florais de O.
onustum, O. harrissonianum, G. laxifolia, O. warmingii e Lokortia lunifera
(Tabela 11). A identificacio destes compostos foi realizada por comparagéo
de seus espectros de massas ¢ seus indices de retengdo com padres da

literatura.*!

3.1.2.2.4 Esteres benzilicos

Uma série homologa de ésteres benzilicos (dodecanoato de benzila 41,
tricosanoato de benzila 42, tetracosanoato de benzila 43, pentacosanocato de
benzila 44, hexacosanocatao de benzila 45 ¢ heptacosanoato de benzila 46) foi

observada nos calos florais de Oncidium puvinatum, O. divaricatum e O.

* Simpson, B. B.; Seigler, D. S.; Neff, I. L. Biochemical Systematics and Ecology, 1979, 7, 193.
* Seigler, I, Simpson, B. B., Martin, C., Neff, 1. L. Plpsochemistry, 1978, 17, 995
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harrisonianum, todos pertencentes a seco Puvinata do género Oncidium
(Tabela 11).
0

{CHZ)nCHB

41 n=20

42 n=21

43 n=22

44 n=23

45 n=24

46 o=25
A presenca de ions de m/z compativeis com fragmento [C H,,,0 — 2H]
que ¢ originada da clivagem o a carbonila de ésteres derivados de acidos
graxos com uma insaturagdo em sua cadeia, sugeriam que estes ésteres
benzilico poderiam ser derivados de 4cidos graxos insaturados. Para confirmar
a presenca desta classe de compostos foi sintetizado o oleoato de benzila

segundo descrito no Esquema 1.

N on 1
7
LA T HOT CHD TN (CHy)eH
ia
7
7SO N CHY T g
LA
47
|
b
|

Esquema 1. Preparagio dos padrdes oleoato de benzila 47 e octadecanoato de benzila 48.

Legenda: a-DCC, DMAP, CH:ClL, 24 h, ta, 72%, b- PYC, metanol/acetato de etila, Ho, 24 h, 92 %.
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O espectro do oleoatc de benzila apresenta um padric de fragmentacio
diferente dos compostos naturais devido a baixa abundancia do ion de m/z 108
(Figura 55b). Suspeitou-se que a insaturacgio da cadeia lateral desfavorecesse a
formagdo deste fon. Assim o oleoato de benzila foi hidrogenado levando zo
octadecanoato de benzila (Esquema 1). Este composto apresentou ¢ mesmo
padrio de fragmentagéo dos compostos naturais come pode ser observado na
Figura 55. Desta forma, com base nestes dados for sugerido que os ésteres
benzilicos presentes nos calos florais de espécies da se¢do Puvinata sdo uma

série homologa de ésteres benzilicos derivados de acidos graxos saturados.
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Figura 35, Espectros de massas: a- letracosanoato de benzila 43 (6lec floral de O. puvinatum), b- oleoato de

benzila 47; € ¢~ octadecanoato de benzila 48.
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¥Figura 56. Proposta de fragmentagfio para o ietracosanoato de benzila 43,

Esteres benzilicos foram identificados em ceras epicutilares de folhas
de Eucalyptus regnans. Estas folhas sdio utilizadas por Chrysophtharia
bimaculata para oviposigio.”® Segundo Howlett e Clarke™ o comportamento
dos insetos nesta imteragdo sugere que eles podem receber informagdes
quimicas da superficie foliar através de receptores localizados na antena,
palpos (apéndice segmentado das maxilas dos insetos) ou ovipositor, por
causa destas partes do corpo sempre entrarem em contato com a superficie
foliar.

De um modo geral, um grande nmimero de feromémnios de insetos sdo

derivados de 4cidos graxos. Ayasse’’ descreveu o papel de hidrocarbonetos

** Howlett, B. G., Clarke, A. R. 2003. Australian Jornal of Entomology, 42, 144-148,
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presente na cera epicutilar de flores de Orphys (Orchidaceae) na atragfo de
nsetos pvolinjzadores.ﬁ

Os precursores enzimaticos da biossintese dos é4cidos graxos séo
derivados da acetil-CoA.  Aldeidos, alcoois priménos ¢ secundarios,
hidrocarbonetos, cetonas e ésteres sfo produzidos por reacgles de

. o ~ ;s 52
descarboxilacéio ou redugfo dos 4cidos graxos.”

3.1.2.3  Acilglicerdis

O  diacilghcerol, 1-acetil-2-(3,7-diacetoxi-eicosanoil)-glicerol (mesma
estrutura plana do Oncidinol 1) foi identificado nos calos florais de OUncidium
praetextum, Oncidiwm varicosum. O 1-acetil-2-(3-acetoxi-eicosanoil j-glicerol
foi encontrado no calo de Oncidium widgrenii. Nestes casos, diferente do
observado para as espécies que secretam 6leos na superficie de seus calos, os

acilglicer6is sdo componentes minoritarios.
3.1.2.4  Fenilpropandides

Foram identificados véarios fenilpropandides em diferentes calos florais
(Tabela 11). Dentre estes se destaca o &lcool 2-feniletanol 49 que € o
constituinte majoritario do calo floral de Miltonia spectabilis. A identificagdo
destes compostos foi realizada por comparagdo dos espectros de massas
obtidos com espectros de massas da biblioteca Wiley e por comparagdo com

indices de retencéo da literatura.*’

51 Schiestl, F. P Ayasse, M.; Paulus, H. F.; Lostedt, C.; Hansson, B. 8.; Ibarra, F.; Francke, W. 1999.. Nawre
399: 421-422.
*? Mariani, C., Wolters-Arts, M. Complex Waxes, Plant Cell 2000, 12, 1795-1798.
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49

Os fenilpropandides se originam da rota biossintética do acido
chiquimico gue origing os amino-jcidos aromaticos, fenilalanina e tirosina. A
fenilalanma amoénia-liase remove a amonia da fenilalanina, produzindo o
acido frans-cindmico. Esta enzima marca a transi¢io do metabélismo primério
da planta para o secundénio (¢ similar a a¢fo da liase, na tirosina levando ao
acido p-cumarice). O 4cido cinfimico € um precursor importante de muitos

. (o 53
metabolitos aromaticos.

3.1.2.5 Flavonoides

Foi observado na secrecdo do calo de Oncidium warmingii e O,
phymatochilum a presenga de compostos que possuem espectro de massas
compativeis com espectros de flavondides (Tabela 11). Um destes compostos,
majoritario na secregio de O. warmingii, foi encontrado também no extrato

das flores de Ornithophora radicans.

* Croteau, R., Karp, F. In Maller, P. M., Lamparsky, D. Perfumes: Art science technology. 101-126, 1994,

86



O composto 50, isolado do extrato das flores de Ornithophora radicans,
apresenta o ion molecular de m/z 344 que somado aos dados de RMN 'H e PC
sugere a formula molecular CigHisO7. O espectro de C (Carbono
desacoplado e DEPT 135° & 90°) revela a presenca de 3 metilas conectadas a
heteroatomos; 3 metinos conectados a sistemas aromaticos e 10 carbonos
quaternarios sendo um destes uma carbonila. A soma dos sinais no espectro de
carbono revela 16 linhas o que indica a presenga de dois carbonos isocronos.
O espectro de RMN de 'H contém um conjunto de sinais com deslocamentos
quimicos em & 7,02 ¢ 7,04 e outro conjunto em & 8,06 ¢ 8,08 ambos na forma
de um duplo falso tripleto de um sistema AA'BB’ do anel B atribuido aos
hidrogénios H-3'e H-5", H-2" ¢ H-6" com constantes de acoplamento de J5- ¢ =
9,0, J53=3,1 e Jso- = 2,1. Os sinais em 3,94, 3,51 e 3,81 foram atribuidos
as trés metoxilas do composto. O sinal em & 12,72 foi atnibuido ao hidrogénio
da hidroxila ligado ac carbono C-5. O altimo sinal observado no espectro de
RMN de 'H do composto 50 é o singleto com deslocamento em § 6,52
atribuido ao hidrogénio metinico H-8. Os espectros de RMN de 1D ¢ 2D (HH
COSY, H,C HSQC, H.C HMBC() associados a dados encontrados na literatura

54,55,56,57

para compostos semelhantes foram importantes na determinagdo de

* Agrawal, P.K. "Carbon-13 NMR of flavonoids” Flsevier, 1989
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conectividade dos carbonos na molécula estando suas correlacdes mostradas
Figura 57. Os dados obtidos sugerem que o composto pertenga a classe dos
flavondis e seja o 3, 4°, 6- trimetoxi-campferol também conhecido como

- 5859
santin,™

50

Figura 57. Dados de correlagdes homonuclear de 'H, "H (COSY) ¢ heteronuclear de 'H, “C (HSQCe
HMBC) obtidos por RMN 2D, para o cornposio 58

Tabela 10. Atribuicic dos dados de RMN de 'H (500 MHz, CDCL/CD;OH, 8-TMS), *C (125 Miiz,
CDCL/CD;0H, 3-CDClL), COSY, HSQC e HMBC para ¢ composto 50

C# 8¢ Su HMBC
2 156,5 -
3 138,0 -
4 1780 -
5 152,2 -
6 130,8 -

53 Long, C., Saulean, P, David, B. Lavaud, C., Cassabois, V., Ausseil, F. Massiot, G. Phytochemisiry, 2003,
G4: 567-5605.

* Houssein, 8. A. M., Hashem, A. N. M., Seliem, M. A, Lindequist, U., Nawwar, M. A. M., Phytochemistry.,
2003, 64:883-889.

*"Houssemn, S. A. M., Barakat, H. H., Nawar, M. A. M., Willuhn, G., Phytochemistry, 1997, 45:1529-1532.

** Harborne, J. B. Phytochemistry, 1969,8,177.
* Meartinez, J. Silvan, A. M., Abad, J. M., Bermgjo, P., Villar, A. J. Natural Products, 1997, 60:142-144
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7 1561 ;

8 93,8 6,52 (s, 1H) C4, C-5,C-7,C-8,
' C-10

9 152,0 -

10 1053 -

1 122,4 -

35 113.8 8,06 e 8,08 (dft, “Js g = 9,0, ‘Isy = C-2,C4,
3,1e°Tsy=21,2H)

2 e6 129.8 7,02 € 7,04 {dft, “Jss = 9.0, oo = C-17,C4’
3,1 Jgs=21,2H)

4 161,5 .

CH,-C3 59,8 3,81 (s, 3H) C-3

CH;-C6 60,3 3,94 (s, 3H) -8

CH;-C4 55,1 3,91 (s, 3H) C-4°

HO-CS - 12,70 (s, 1H)

Flavonoides representam um importante grupo de pigmentos de plantas.
Os flavonoides amarelos sfo geralmente flavonOis que apresentam grupos
hidroxilicos adicionais na posicdo 6 e¢/ou 8 do anel aromatico A em adicfio a

60.61 .
2% Estudos realizados com exirato

estrutura basica 5.7-diidroxilada.
microsomal de Tagetes patula revelaram que o grupo hidroxilicos na posigéo
6 do anel A do flavonol quercetin é introduzido por uma monoxigenase

dependente de P450.%

% Ylatbwirth, H. Forkmann, G., Stich, K., Plant Science, 2004, 167:129-135.
 Proctor, M., Yeo, P., Lack, The Natural History of Pollination, Harper Collins Publishers, 1996.
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3.2  Analise do calo e das demais partes das flores
das espécies Oncidium puvinatum, O. flexuosum e

O. praetextum

Uma vez observada a composi¢do guimica dos calos florais de 39
espécies de Oncidiinae, nosso passo seguinte foi avaliar se os compostos
produzidos nestes calos estio também presentes em outras partes florais.

Levando em consideragdo que as flores disponibilizam as recompensas
de forma estratégica para que durante a coleta deste material ocorra a
transferéncia do pélen ou polinia para o polinizador, observa-se que as
mesmas ndo se encontram distribuidas uniformemente por todas partes da
flor.%% Assim outra forma de confirmar que os exsudados florais de Oncidiinae
produzidos nos calos atuam como recompensas ou s80 compostos com
funcBes especiais™ seria observando as diferencas nas composigdes quimicas
dos calos e das demais partes florais. Portanto foram selecionadas trés
especies distintas de Oncidiinae contendo diferentes classes de compostos e
pertencendo ao género Oncidium: Oncidium puvinatum que apresenta uma
alta abundincia relativa de ésteres benzilicos, O. flexuosum com estéroides e
hidrocarbonetos € O. praefextum com diacilglicerois na secre¢fio do seu calo
floral.

Os resultados obtidos revalam que os ésteres benzilicos (Figura 58) de
Oncidium puvinatum estio presentes predommantemente nos calos e nas
outras partes da flor se encontram apenas em tragos. O diacilglicerol que estd

presente no calo de O. praetexfum ndo esta nas demais partes da flor (Figura

2 Wink, M. 2003. Evolution of secondary metabolites from an ecological and molecular phvlogenetic

perspective, Phytochemistry, 64, 3-19.
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59). Enquanto o calo e as outras partes da flor de O. flexuosum apresentam

uma composi¢io quimica bastante semelhante (Figura 60).
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Figura 58. Acima~ Cromatograma total de ions do extrato da flor de O. puvinatum sem o calo floral.

Abaixe- Cromatograma total de ions do extrato do calo floral de O. puvinatum.
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- Cromatograma total de ions do extrato do calo floral de O. prerexium
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Figura 60 . Acima— Cromatograma total de fons do extrato da flor de O. flexuosum sem o calo floral. Abaixo

- Cromatograma total de fons do extrato do calo floral de O. flexuosum

Como Fritz Muller observou a presenca de insetos raspando o calo
floral de O. flexuosum. Para avaliar se este calo poderia ser um nectario fo1
realizada a sililagdo do extrato floral obtido através da maceragédo de flores
sem os calos e os calos separadamente com uma mistura de acetato de etila e
metanol (1:1). O extrato sililado foi analisado por CG/EM. No entanto, os
resultados obtidos revelaram a mesma composi¢do de aglicar no calo ¢ nas
demais regibes florais. Estes resultados sugerem que o calo floral de Oncidium
flexuosum seja uma modificagio floral que ndo apresenta uma composi¢io

quimica que o diferencie das demais regides florais. O curioso € que seu
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elaioforo apresenta todas as caracteristicas morfolégicas descritas para

elaioforos tricomaceos.
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Figura 61. Acima— Cromatograma total de jons do extrato sililado da flor de O. flexuosum sem o calo floral.

Abaixo - Cromatograma total de ions do extrato sililado do calo floral de O. flexuosum

Como conclusio desta etapa foi verificado que O. puvinarum produz
estéres benzilicos ¢ O. praetextum produz diacilglicerol apenas nos calos
florats enquanto O. flexuosum produz os mesmos compostos tanto no calo
quanto nas demais partes da flor, indicando que o calo niio produz compostos
que diferenciem o calo das demais regides sendo aparentemente apenas uma
modificagdo morfologica da flor, e podendo portanto, ser uma flor de engano.

Assim os ésteres benzilicos e os diacilglicerois seriam recompensas em

54



potencial. Entretanto, sdo necessarios estudos de biologia de polinizacio para

confirmar esta hipotese.
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3.3  Andlise de similaridade guimica dos compostos
produzidos nos calos de 39 espécies de Oncidiinae

em comparagao a arvore filogenética

A composigdo quimica dos calos florais de 39 espécies de Oncidiinae
foi caracterizada ¢ avaliada segundo sua filogenia segundo a sua filogenia, e
desta forma, foi observado como estes caracteres evoluiram neste grupo de
orquideas.

A diversidade das espécies resulta de processos de evolugio e
coadaptacdo representando um mecanismo laborioso, especialmente no que
diz respeito a polinizacdo, cujo sucesso representa a perpetuacio de uma
espécie. O arranjo floral das orquideas, “maravilhosamente adaptadas para
controlar sua polinizac8io por insetos”, fascinou Darwin em seus estudos sobre
a evolucho das espécies. Um dos intimeros exemplos que marcaram seu
trabalho foi & orquidea Angraecum sesquipedale, de Madagascar, cujo
receptaculo para néctar media 28 centimetros. Ele previu que em algum ponto
de Madagascar deveria haver um insetc com um proboscideo de 28
centimetros, adequado para extrair o néctar da orquidea. L4, 40 anos depois,
dois entomologos descobriram a mariposa Xanthopan morgani praedicta com
um proboscideo de 28 centimetros responsavel pela polinizacio desta
orquidea. Atualmente, os pesquisadores estio impressionados com a
diversidade quimica das orquideas que leva a atracfio de diferentes

: 63,64 67
polinizadores. *%+7:66

® Reis, M. G, Pansarim, E. R, Silva, U. F., Amaral, M. C. E., Marsaioli, A_J., 4rkivoc, 2004, VI-103-111
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Em ftrabalhos para avaliar filogenia de um grupo ¢ importante utilizar
caracteres que ndo mudem frente a mudangas ambientais. Desta forma, foi
avaliado se os compostos produzidos nos calos florais sofrem modificactes
frente a diferentes ambientes ou em diferentes anos, para isto foram feitos
varias analises com espécimes de diferentes populacdes.

Néo foram observadas variacfes significativas na composiciio dos calos
florais entre diferentes populacdes e nem do mesme individuo em diferentes
anos. Varias espécies avaliadas foram coletadas em seu habitat ¢ as mesmas
também foram avaliadas no ano seguinte apés serem mantidas em cultivo em
casa de vegetacdo. Estes resultados revelam um forte componente genético
pouco influenciado por mudangcas ambientais.

Diferente do que poderia ser esperado para um grupo monofilético, foi
observado que os calos florais apresentam wuma grande variedade de
compostos e classes de compostos ¢ isto, provavelmente, reflete os diferentes
mecanismos de polinizacdo envolvidos neste grupo. Por outro lado, é esperado
que compostos associados & polinizacSic possam ser diferentes para atrair
diferentes polinizadores e desta forma manter a integridade das espécies.

Grandes variagdes da composiciio quimica entre as espécies foram
rapidamente percebidas, como a presenca de diacilgliceréis em todas as
espécies que exsudam oOleos. No entanto, diferencas sutis s6 puderam ser
avaliadas com o auxilio de andlise estatistica. Este tratamento estatistico para

avaliar a similaridade quimica entre as espécies foi realizado através do

% Flach A, Dondon RC, Singer BB, Koehler 8, Amaral MDE, Marsaioli Al. Journal Of Chemical Ecology
2004,30:1045-1056.

% Schiestl FP, Ayasse M. Plamt Systematics and Evolution, 2002 234:111-119.

% Schiestl FP, Ayasse M, Oecologia 2001, 126: 531-534

7 Schiestl FP, Ayasse M, Pauhzs HF, Lofsted:t C, Hansson BS, Ibarra F, Francke W , Narure 1999 399: 421-
422
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agrupamento hierdrquico pelo Dr. Marlon Martins dos Reis. Para tal, trés
abordagens foram testadas: A primeira através dos dados originais; a segunda
através do niumero de compostos em classes de compostos; € na tercerra a
abundéncia relativa de compostos em cada classe de compostos. Os dados
originais correspondem a uma matriz de dados onde cada linha corresponde a
uma flor e cada coluna a um composto identificado, ou seja sua abundéncia
relativa. As outras matrizes de dados usadas foram construidas através do
agrupamento dos compostos identificados em classes, sendo uma formada
pelo ntmero de compostos em cada classe e a outra pela soma das
abundéncias relativas dos compostos de cada classe. O agrupamento
hierarquico foi implementado através do emprego de distincias euclidianas ¢

85 (foi empregado o programa R'%). A

através do agrupamento completo
partir do emprego destes métodos foi verificado que a matriz de dados em
melhor concordincia com a classificacio filogenética obtida no trabalho de
Faria’' foi aquela formada com a soma das abundincias relativas dos
compostos em classes de compostos. O resultado desta analise € apresentado
nas Figura 65 ¢ Figura 66 onde o grifico de dendrograma e uma tabela de
cores (representando a tabela de dados) q}ﬁe: iﬁeanite ‘identificar as 'élassgs de
compostos significativas para similaridade dentro de cagia g;fugw dfe_ﬁ@é‘é.
Nesta ‘anglise foi observada a formagdo de dois gmﬁdes_,} grupos
marcados principalmente pela abundéncia refativa ._':dies diacilgliceréis. O
primeiro, grupe 1, ¢ formado pelas espécies que apreséﬁiégn oleos ?%sadad{)s

e o segundo, grupe II, pelas espécies que nfo os exsudam. Dentro destes

€ Brian §. Bveritt, "A handbook of statistical analyses using S-PLUS", London : Chapman and Hall, ¢1594.
% M. Bratchell, "Cluster analysis” Chemometrics and Intelligent Laboratory Svstems, Volume 6, Issue 2| July
1987, Pages 105-

™ www r-project. org

" Faria, A. [ Tese de doutorado, Universidade Estadual de Campinas, 2004,
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grupos também foram separados grupes menores que apresentam as mesmas
classes de compostos, com abundancias relativas diferentes.

O grupo I (Figura 65 ¢ Figura 66) ¢ quimicamente homogéneo, porque
todos produzem majoritariamente diacilgliceréis esterificados por uma
unidade de 4cido acético e a outra de 4cidos graxos hidroxilado ou acetilado.
Neste grupo estdo incluidas todas as espécies do grupo Walueva com excegiio
de O. widgreni (que ndo exsuda dleo) uma espécie do grupo Rhinocerontes,
uma do grupo Pacituberculata e espécies pertencentes a quatro outros géneros
Baptistonia, Ornithophora, Zigostates € Phymatidium. Uma curiosidade deste
grupo € a maior similaridade entre espécies do género Oncidium com espécies
de outros géneros (Ex. Bapfistonia e Ornithophora) ao invés de espécies do
seu propric género (Ex. todas as espécies de Oncidium que ndo exsudam
Gleos). Sendo estas observagBes quimicas suportadas por evidéncias

macromoleculares como pode ser observado na 4rvore filogenética’' (Figura
67).

Figura 62. Flores do Grupo L1 —~ A - Calo floral de Oncidium pubes, B~ Ornithophora radicans e C-
Oncidium cornigerum Fotografias gentilmente cedidas pela Dra. Aparecida D. de Faria.
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Figiira 63. Flores do Grupe L2 — A - Calo floral de Onddiddiiin welteri, B- Calo floral de Oncidium hookeri, €
— Calo floral de Baprisionia echinota, D-Oncidium welteri, B- (mcidivm hookeri, F-Bopfistonia echimanta.

Fotografias gentilmente cedidas pela Dra. Aparecida D de Farda.

O grupeo I € subdividido em dois grupos: No grupo L1 se desiaca as
espécies Oncidium pubes, Oncidium cornigerum e Oncidium amictum todos
proximamente relacionados também na andlise filogenética. Outra
caracteristica botédnica imporiante enire as espécies € que elas pertencem &
mesma secdo, Walueva, do género Oncidium. O grupoe 1.2, apresenta as
espécies Oncidium welteri, Oncidium hookeri ¢ Oncidium longicornium
também so proximamente relacionadas na analise filogenética” no entanto,
elas eram classificadas em diferentes segbes do género.

O grupo II, formado pelas espécies que nfo exudam oleos, ¢
subdividido em seis grupos. O grupe IL1 € formado por uma tinica espécie,

Miltonia spectabilis, que apresenta como componente majoritério do seu calo

113




o dlcool Z-fenil-etanol Esta especie “ndo. f{;_i avaliada através de dados

moleculares. *

Figura 64. Especies do graps 1L A- Oncidium longipes, B- Oncidium hideophylum, C-Oneidium
harrissonianum, D-Oncidivm Macropetalum, E- Oncidium forbesi, F- Gomesa recurva, - Onoidium
phymatochylum, H- Calo floral de Oncidium widgrenil, I- Calo floral de Oncidium puvinalum e I- Oneidium

praetexium. Fotografias gentilmente cedidas pela Dra. Aparecida D. de Faria.

O grupo ILZ ¢ constituido de duas espécies, Oncidium cognimuxicnum e
O. longipes, das trés espécies da secfio Barbata investigadas. Estas espécies
apresentam ¢omo componente majoritario dos seus calos florais (cerca de
90%) um composto cuja estrutura ndo foi identificada, em razfic da pequena
quantidade de flores obtidas, mas, que foi encontrado apenas nestas duas
espécies das 39 investigadas. Este composto foi relatado anteriormente por

Kaiser que analisou a fragrancia floral de O. longipes.”” A espécie O. longipes

i Kaiser, B, 1993.The scents of orchids, olfactory and chemical mvstigations. Elsevier, editions Roche,

Basel. Amsterdan
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Observando a tabela de classes de compostos responsavel pela formacfo

dos grupos (Figura 66) ¢ possivel identificar que o5 ésteres benzilicos sfo




marcadores quimicos da se¢Sio Puvinata. Pois, eles foram observados
apenas em trés espécies da se¢fio Puvinata das quatro investigadas. Os ésteres
benzilicos foram encontrados predominantemente nos calos florais, sendo
wdentificado apenas tragos destes compostos nas demais partes floras.

Um fato mnteressante deste estudo é as espécies Oncidium praetextum ¢
Oncidum forbesi que na érvore filogenética (Figura 67, grupo 4) estdo
proximamente relacionadas, no entanto O. praefextum {(espécie gue nio
exsuda 6leo na superficie do seu labelo) apresenta na secregfio de seu calo
floral um diacilglicerol enquante O. jforbesi nfo apresenta esta classe de
composto, sendo portanto os diacilgliceréis um dos caracteres evolutivos que
diferenciam estas duas espécies.

Como concluslo desta etapa, foi verificado que os calos florais de
diferentes grupos da subtribo Oncidiinae produzem diversos tipos de
compostos. De uma forma geral, € possivel separar dois grandes grupos de
flores presentes na nesta subiribo, um com diacilglicerois como componentes
majoritarios de seus oleos florais estando as espécies deste grupo também
proximamente relacionadas na andlise filogenéticas de DNA e o outro grupo
formado pelas espécies que apresentam uma variedade compostos destacando-
se os n-alcanos e os fitoesterdis. Observamos neste trabalho que algumas
espécies do género Oncidium apresentam a composicio do calo floral mais
similar a outros géneros (ex. Ornithophora e Baptistonia) do que com espécies

do mesmo género sendo estes também observados pela andlise filogenética.”*
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se apresenta em um grupo diferente também na analise filogenética’ (Figura
66)
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Figura 65. Similaridade entre as espécies com relag®o 2 composiclo quimica de seus calos florais utilizando
método de agrupamento completo com distincia euclidiana. O nlimero a0 lado dos nomes das espéeies
representam o grupo a que elas periencem na andlise filogenética baseada em dados macromoleculares,

anatdmicos e morfologicos (Figura 673
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Figura 66. Métode de agrupamento complets com disthncia euclidiana. As cores indicam » abundipcia

relativa das classes de compostos.

Ja os outros grupos, grupe IL3, grupe 1.4, grupo L5 e grupo IL6

revelam a presenga de uma mistura de compostos constituidos principalmente

de hidrocarbonetos, ester¢ides e tocoferdis. QOutras classes de compostos

também sfo observadas mas parece ter pouca influéneia na formagdo dos

grupos, ¢ assim os grupos foram agrupados principalmente pela variacio de

hidrocarbonetos, esteréides e tocoferdis em cada espécie. Estes compostos

apresentam ampla distribuicfio entre as angiospermas e por isso nfio sfo bons

indicadores taxOmicos.
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3.4 Byrsonima intermedia {Malphighiaceae) —

Acido Birsonico

Buscando investigar o fenémeno de mimetismo descrito para flores de
Malpighiaceae ¢ Oncidium foi escothida a espécie Byrsomima intermedid,
comum no Estado de S#o Paulo, para estudar seu Oleo floral.

A familia Malpighiaceae possul vérias espécies que exsudam oleos
florais gue sfo coletados por abethas. Flores de Mapighiaceae ¢ Oncidium
{Oncidiinae) sfo bastanie semethantes fisicamente. Nierenberg~ descreveu
que a polinizagdo de Oncidium hicayanum por abelhas coletoras de dleos
florais ocorria devido a sua semelhancga, na coloragao € forma, a flores de

Malpighiaceae.

Figurs 68, Floresde & intermedin (Malpighiaceae)

7 hierenberg , L. 1972, American Orohid Sociely Bullziin 41, 573,

P19



As flores de Byrsonima infermedia foram coletadas no campus da
Universidade de S#o Paulo — SP em dezembro de 2003, As flores frescas {10
flores) foram lavadas com acetato de etila obtendo-se um extraic de 2 mg. A
analise por cromatografia em camada deigada (Hexano/Acetato de etila 1:1)
revelou gue o dleo € constituido de compostos mais polares que os
diacilglicerdis encontrados nas espécies de Oncidiinae. Este extrato bruic e
posteriormente ¢ extrato bruto metilado foram analizados por RMN de 'H. O

espectro revelou que o exirato bruto é composto por acidos graxos

semelhantes aos que esterificam o Oncidinol 1.

O o
Jo L
2 O o
I - é

N(CH) e/\/

51 R-H
52 R-Me -

U composto majﬁﬁiéﬁé | fol .'iéﬁiada d’(} ~extrato obtido através da
maceraglio de 50 g de flores frescas, @ht@ﬂdemse 600 mg de extrato que foi
metilade com {iiammg{am e em . segmda su%meﬁde a uma coluna
cromatografica levando a 33 mg {E@ CG&E@@S?Q 52 A analise do espectro de 52
RMN de 'He °C, IDe ZZD, HMBC; T&beia_ .12}._ revelou a presenca de dois
grupos metilicos caracteristicos de graéas acét@xiiicg}s (0, 21.20, 85 2.04; 8,
21.16, 8y 2.03) e dois metinos carbinélicos em S 70.18 (84 5.19, m) & §,
73,89 (8 4.84, m) semelhante ao Oncidinol 1. Os demais sinais observados

também foram similares aos observados para cadeia lateral do Oncidinol como

descritos na Figura 69 e Tabela 12. Para certificar que este composto também

100




apresenta a substituigdo 3,7-diacetoxi, como o observado para o Oncidinol 1,
foi realizado um experimento de TOCSY-1D. O hidrogénio H-3 foi excitado,
por aplicagdo de um tempo otimizado de mistura de 100 ms, assim, os
hidrogénios 8y 4,84 (H-7) 2,53 (H-2), 2,58 (H-2), 1,61 (H-4), 1,53 (H-6), 1,38
(H-5) ¢ 1,25 (H-5) do sistema spin de H-2 a H-7 foram visualizados. O
segundo experimento de TOCSY-1D excitou o hidrogénioc H-7 sendo
observados os sinais em 8y 5,20 (H-3), 2,53 (H-2), 2,58(H-2), 1,61(H~4), 1,53
(H-6), 1,38 (H-5), 1,25 (H-5, H-8, H-9, H-10).

O espectro de massas de alta resolugdo de 52 forneceu ion molecular
M 470,360 que é condizente com a formula molecular Co7HseOs (calculado
470,360). Desta forma foi sugerido que o composto majoritario do dleo floral
de Byrsonima intermedia & o acido 3,7-diacetoxi-docosandico 51, sendo este

am novo derivado de acido graxo nomeado de acido birsénico.

170/9k 17@1\3 0
9 339
2.53 333 34,0 22,6
2,58 1 6 .53 1,53 1,25 1,25
57,8\0 1704 70,2 209 739 253 (CHy)1g 319 14,1

3.68 5.20 gg 484 125 125 0,87

52

Figura 69. Atribuigio total dos hidro génios e carbonos de 52 obtidos através de RMN 1D e 21 (homonuclear
de 'H, 'H e heteronuclear de 'H, “C HSQC ¢ HMBC).
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Tabela 12. Atribuicgo dos dados de RMN de 'H (500 Mz, CDCls, TMS), °C (125 MHz, CDCL). COSY,
HSQC e HMBC para o Acido Birsénico

C# 8c 8u (mult, ) HMBC
1 51,75 3,68 (s, 3H)
1 170,36
2 38,89 2,53 (dd,J=5,5 and 15,6 Hz, 1H) C1,C3,C4
2,58 (dd, /=7,6 and 15,6 Hz, 1 H)
70,18 5,20 (m, 1H) C1,C5
4 33,70 1,61 (m) C3,C5,C2
5 20,92 1,38 (m, 1H) C4,C6
1,25 (m, 1H)
6 33,75 1,53 {m, 2H) C7
7 73,89 4,84 (m, 1H) COCHs-C7
8 3404 1,53 (m, 2H) c7
9 2525 125 (m)
10 2932 1,25 (m)
11 2942 1,25 (m)
12e13 29,64 1,25 (m)
14e15 2962 1,25 (m)
16e17 29,61 1,25 (m)
18 29,53 1,25 (m)
19 2948 1,25 (m)
20 31,87 1,25 (m)
21 22,64 1,25 (m)
22 14,07  0,87(t J = 6,6 Hz, 3H.)
COCH—C3 170,76

COCH;—-C3 21,16

COCHs-C7

170,89

COCHs-C7 21,02

2,04 (s, 3H)

2,03 (s, 3H)
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3.4.1 Determinagio da configuragéo absoluta do dcido

birsénico

Foi observado que a estrutura plana do dcide birsdémico € igual 2 de
acidos graxos que esterificam diacilghicerdis de varias espécies de Oncidiinae.
Suspeitamos a principio que as configuracbes destes dois acidos (originados
de Malpighiaceae ¢ Oncidiinae) pudessem ser diferentes e isto poderia levar as
abelhas preferirem flores de Malpighiaceae.

Para investigar esta hipotese foi determinada a configuracfo absoluta do
4cido birsdénico utihizando a mesma metodologia descrita para o Oncidinol.
Assim, o acido fo1 hidrolizado em meio basico levando ao acido 3,7-dudréxi-
docosanodico que foi em seguida metilado com diazometano ¢ purificado em
coluna de silica gel eluido com hexano/acetate (1:1) levando ac 3,7-diidroxi-
docosanoato de metila 83, com rendimento de 46 %. Foram preparados os
quatro ¢steres de Mosher e foi observado que estes €steres apresentam os
deslocamentos similares (Tabela 13, Figura 70 a Figura 75) aos encontrados
parza o derivado de Oncidinol 1. Assim, o 4cido birsénico apresenta a
configuragdo (3R, 7R) igual a observada para por¢io do 4cido graxo dos
diacilglicertis 1 e 11. Logo o derivado de acido graxo de B. intermedia € o

acido (3R, TR)-3,7-diacetoxi-docosanoico.
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Tabela 13. Atribuicie parcial dos dados de RMN de 1 {500 MHz, CDCl;, TMS®) para os steres de
Mosher do acido birsonico diagnosticos para determinagiio da congfiguragio absoluta

Hidrogénio &n Ads g S Ads g
Sda 84b 85a 85b

CHsO 3,72 3,72 0,00 3,59 3,66 - 0,07

2 2,34 2,39 - 0,05 2,44 2,55 -0,11
242 2,48 - 0,04 2.54 2,67 -0,13

3 3,89 3,97 - 0,08 5,34 5,42 - 0,08

7 5,09 5,09 G,00 5,03 4,96 + 0,07

*Deslocamentos quimicos referenciados para o TMS (8 0,00)

0 OH OR

=811 3.89 : 813 5.09

o
HRE”!O
X

o

A

5y 3.97 = 8y 5.09

Figura 70. Deslocamentos dos sinais de RMN de 1H dlagnos‘ucos paraa detezmmac;aa da conﬁgur&g:ao dos
ésteres de Mosher 54a e 84b.
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Figura 73. Deslocamentos dos sinais de RMN de 'H diagrosticos para a determinagiio da configuracio dos
ésteres de Mosher 83z ¢ 555,

B A R S R R e e iy

Figura 74. Especire ¢ expansdes de RMN de 'H (586 MHz, CDCl;, TMS) de composte 55a.
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Figura 75. Espectro e expanses de RMN de 5 (300 MHz, CDCL, TMS) do composto 55b.

A interagio entre Oncidiinae e Malpighiaceac atrai a atengdo de
pesquisadores desde 1974. No presente trabalho, foi observado que o o6leo
floral de B. intermedia (Malpighiaceae) € composto por acidos graxos livres
com a mesma substituiciio e configuracio dos acidos graxos que esterificam
os diacilglicerdis de Onciidinae e isto sugere que o mimetismo entre estas
espécies ndo ¢ apenas na forma fisica, mas também quimico. Devido a familia
Orchidaceae ser considerada uma das familias de plantas mais evoluida
sugere-se que ela mimetize a familia Malpighiaceae, no entanto, ainda nfo
existem estudos que comprovem esta teonia de evolugdo.

A composigdo quimica identificada para o de B. intemedia ¢ diferente
daquela descrita para o o6leo floral de Byrsonima classzfoiiam, estudada na

Costa Rica, ¢ analisado por cromatografia gasosa. Os autores sugerem que os

™ ¥inson, S. B., Williams, H. 1, Frankie, G. W, Shrum, G. 1997, 29,76.
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oleos florais de onze plantas desta espécie, das guatorze mvestigadas, sdo
constituidos, principalmente, por monoacilgliceréis derivados de acido graxos
saturados e insaturados, sendo os derivados saturados mais abundantes. As
demais plantas investigadas, em wum total de trés, apresentaram CoOmMo
compostos majoritarios, substdncias ndo identificadas, com polaridade
superior acs dos monoacilglicerdis. Entretanto, em uma colaboragio realizada
pelo nosso grupo de pesquisa para a analise do dleo floral de B. classifolia do
Panama foi observado que este Oleo é composto, principalmente, pelo acido
birsénico da mesma forma que B. intermedia. Assim, acreditamos que este
possa ser 0 composto polar do dlec floral das trés espécies de B. classifolia da
Costa Rica nfo wdentificado por Vinson. Um fato que nos chamou atengioc no
estudo de Vinson, além da diferenca entre a composigiio em diferentes plantas,
foi que os monoacilglicerdis sfo derivados de acidos graxos saturados e
insaturados ao invés de acidos graxos substituidos como o acido birsonico. Em
nossos estudos com diacilglicerdis de Oncidiinae observamos que a hidrélise
do diacilglicerol, 1-acetil-2-(3-acetoxi-octadecanoil)-glicerol,  utilizando
hidréxido de sodio levava a desidratagdio do dlcool. A identificacio dos acidos
que esterificam os monoacilglicerdis de B. crassifolia realizada por Vinson foi
feita apoOs a hdrolise utilizando KOH:MeOH a 60 °C o que provavelmente
levaram tambeém a produtos de desidratagio e por sua vez a uma identificacio
equivocada da composigdo do seu Oleo floral, no que diz respeito aos

compostos msaturados.
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3.5  Analise do ninho da abelha Telrapedia

diversipes Kiung.

Avaliada a composicfo quimica dos Oleos florais de diversas espécies
de Oncidilnae e da espécie Byrsomima intemedia (Malpighiaceae) e
continuando  nossa invesﬁgagée sobre interaco entre Oncidiinae ¢
Mainghmseae fﬁ; reaizzadﬁ e esmdﬁ da composi¢lo quimica do ninho da
abelha Tefmpgdz& zz’zverswes S .

A a&e&a? 2” efmﬁedga szergg@ss Kémig, @aﬁeﬁceﬁiﬁ & f&miiia

Anth{}phﬁﬁéae eé s%assiﬁcada c@me abe%ha Sﬁiﬁaﬁa Nas egpeczﬁg s _@hmnas

cada feme& mdméua}mgﬁ‘{a cm}sﬁm e cuida de sen g}r@pﬁ@ ﬂmﬁé A ‘abelha
7. diversipes constroi seu ninho utilizando areia, poélen e dleos ﬁ@r&zs Fol
observada na casa de vegetacfo do Instituto de Biologia da Unicamp a coleta
do oleo floral de Oncidium cornigerum por uma abelha Tetrapedia sp.
{(Figura 76) onde durante o processo de coleta houve a retirada dos polinérios
de suas flores, mostrando assim, que estas abelhas podem ser responsaveis
pela polinizacfio desta espécie (A. D. de Faria & R. Singer, com. pes.).
Sigrist, observou a coleta de oleo floral por espécies do género Tefrapedia em
flores da familia Malpighiaceae. Segundo esta autora a coleta de 6leo em
Malpighiceae pode ser feita no botfio ou na flor. Ao coletar dleo estas abelhas
pousam direlamente sobre uma sépala, pétala ou o6rgios sexuais dingem-se
aos elaibforos. Em seguida, iniciam a coleta dos o6leos florais com os pentes
basitarsais do primeiro par de pernas, coletando e transferindo o dleo para as
escopas das pernas posteriores sem sair da flor ou do botdo. Durante a coleta
do dleo estas abelhas focam os orglos sexuais da flor recebendo o podlen no

ventre € pernas, enquanto coletam o oleo podem tocar anteras ou estigmas
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com ¢ venire abdominal e pemas posteriores ocorrendo desta forma o
mecanismo de polinizagdo.”

O ninho desta abelha foi coletado, no campus da USP - Sdo Paulo,
préximo & drvore de Byrsonima intermedia, analisada neste frabalho, portanto

esta planta pode ter sido uma fonte de dleo floral para a abelha 7. diversipes.

Figura 76. A esquerda- Abelha Tetrgpedia sp com o polindrio de Oncidium cormigerum. A direita — A perna

da abelha 7. diversipis com o dleo floral de O cormigerm

O ninho da abelha Tetrapedia diversipis analisado neste trabalho foi
coletado assim que a f8mea terminou de prepara-lo (no primeiro dia do ninho)
pela Dra. Isabel Alves dos Santos. O ninho foi coletado no primeiro dia para
obter toda a massa alimentar nele depositado, pois a larva se alimenia desta

massa rapidamente (Santos, [ A. comunic. pessoal) (Figura 77).

™ Sigrist, M. R Biologia reprodutiva de doze espécies simpdtricas de Muolphighinceae em matas semnidecidua
do sudeste brasileiro. Tese de Doutorado, Institute de Bicloga-Universidade Fstadual de Campinas, 2001,



Figura 77, Ninho de Terapedia diversipes, Na parte ceniral do ninho (parte mais clara) o3i4 2 mgssa

. ) . . 74
alimentar e envolio pela massa alimentar esté a larva da shelha

O {g)%-i ?H
RO W(CHz)g //\\/
5¢ R=H
87 R=Me
(T 8ls O
RQ)\\/J\/\\\/J\/\\\{QHﬁq N
58 B=H
59 R=Me

A massa alimentar foi extraida por extraciio a {rio com metano! durante
72 horas. Em seguida, o extrato metandlico foi concentrado a vacuc em

evaporador rotativo obtendo-se assim 34 mg de extrato da massa alimentar. A

® Alves-Dos-Santos, 1, Melo, G. A R, Rozen, J. G. 2002, Amer. Museum Novitates.
337:1-45.
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fase metanolica foi metilada com diazometano ¢ em seguida solubilizada em
acetato. de ctila {3 mg} a fra@a@ s&i&%& em acetato for aaaf%“aéa @@r ;G!Ekji

%Fs.gura 7 }.-ﬁ'?m @%}S@W&dﬁ a pfeseﬁga de dois cempesms

apresentam a fra eﬁtaca@ Semeihaﬁtﬁ ao do acido %zfgﬁﬁz{:@ hz(imhsaéﬁ
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Figura 78. Cromatograma total de ions da fragio lipidica da massa alimentar de 77 diversipis. CondicBes da
anglise por CG/EM: coluna HPS (30m x 0,25mm x 0,25 um) temperaturas —~ forno - 56-290 °C, velocidade de
aquecimento 4 °C.min’™; injetor — 240 °C, tempo final {290 °C) - 15 min,

Tabela 14. Compostos identrficados na massa alimentar do ninho da abelha Tesrapedia diversipes

TR (min} Composto Abundincia
relativa
36,7 Hexadecanoato de mefila 7.8
41,0 Octadecatrienocato de metila 8.4
53,6 3,7-diidroxieicosanoato de metila 87 199
57,6 3,7-dtidroxidocosanoato de metila 58 327




Abundéncia

187
a0 3 o oM OH
so : MW&WtQCHs
w0 E 57
» 3
b 145 7
5 o4 8 17248%5gn 2117200 248 280251 308 322 935 350 365 380 415 429
’ T T ? ? T H S
W 200 300 800
Ahundéncia 14
- S OH 4
& -: 12 /B\/}\/\/i\/\
3 0 GirihpCia
B0
a0 = 8
; 103
%
4 ‘!?lﬁ 148 57
g L ﬁf%asas&! 2222 23248 | 280zm1 S 3E2 340 380
+ + : ; , 7 : T .
BT n 100 200 30 4=
Abundéncia 187
a0 o OM OH
- HGM/\'/L\/\QCHQ}m{:Hg
5
40
20
o 172 185405 007 a1 38 95t 2e7E TS ;g 3w 30 368
s . — ; r — . . .
Abundincia e
a0 0 oH OH
12 ~ }L\.m
G CHd Oy
B0
53
a0
w3 ss b
s 116 148
295
a b d1E s b 172 1gSise nsovepzs  Mm osa B TV 3oy M8y 37 B0 oy
1] ¥ 1 1 k3 1 L El l T ¥ ¥
s 106 Z08

30

Figura 79. Espectro de massas (70eV) dos compostos 57 (3,7- diidroxi -eicosanoato de metila-Nioho), 8
((3R7R)-3,7- diidroxi -eicosanoato de metila - Oleo floral de Ornithophora radicans), 59 (3,7- diidroxi -
docosanoato de metila-Ninho) e $3{(3R_7R)-3,7- diidroxi -docosanoato de metila - Oleo floral de Byrsonima

intermedia), Tespectivaments.
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Figura 80. Comjeclo da fraglo lipidica da massa alimentar do ninho de 7' diversipes com o 4cido birsénico
hidrolisade ¢ metilado 53. O cromatograma actma € da massa alimentar do ninho sem padrio ¢ o
cromatograma abaixo € do ninho com reforgo do padriio 83, Onde o composto com tempo de retenciio em
11.2 mm corresponde ac composto $7 (3,7-diidroxi-eicosanocato de metila) e o composto com tempo de
refencdo de 12.6 min corresponde ao 89 (3,7- diidroxi-docosancato de metila). Condigdes da analise por
CGEM: coluna HPS (30m x 0,25mm x 0,25 pm) temperaturas — forno - 100-290 °C, velocidade de

aquecimento 10 °C.min"; injetor — 240 °C,

Desta forma, foi realizada a coinjegic do derivado hidrolisado e
metilado do acido birsénice 33 com a fragdo lipidica do ninho. O composto
com tempo de retencfio de 11,2 min corresponde ao 57 e o composto com
tempo de retengdio de 12,6 min corresponde ao 59. As abundancias relativas
destes dois compostos, antes e depois da coinjecdio respectivamente, revelam a
adi¢do do padrdo 53 devido ao aumento da drea do seu pico correspondente ao
compostoe 59 em relagdo ao 57 (Figura 80).

Para confirmar que estrutura encontrada no ninho se tratava do 4cido

birsénico hidrolisado o extrato lipidico metilado (3,0 mg) foi purificado em
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coluna cromatografica de silica gel levando a 1 mg de uma mstura de
composto contendo os compostos 57 ¢ 59 que foram analisados por RMN de
'H e de C (Figura 81, Figura 82, Figura 83 e Figura 84). Foi observado que
estes compostos apresentam os mesmos deslocamentos quimicos no espectro

de RMN de "H e “Cencontrado para ¢ acido birsénico hidrolisado 53.

O OoH O
\OMW(CHQ)nN
57 n=8
52 n=10

Tabela 15. Atribuicio dos dados de RMN de "H (500 MEIz, CDCls, § -TMS), & C (125 MHz CDCls, & -
CDCl), para os compostos 57 ¢ 59

C# 8¢ 8yt (mult, T)

CH;0 51,82 3,78 (s, 3H)

1 173,23

2 41,13 2,53 (dd, 3=3,30 and 16,48, 1H)
2,42 (dd, }=8,79 and 16,48, 1H)

3 67,86 4,02 (m, 1H)

4 36,22 1,47 (m)

5 21,46 1,47 (m)

6 37,52 1,47 (m)

7 71,80 3,59 {m)

8 37,09 1,47 (m)

9 25,65 1,25 (m)

10 29,35 1,25 (m)

11-17° 29,68 1,25 (m)
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18% 31,91
192 22,68
26° 1432
HOC-3
HOC-7

1,25 (m)

1,25 {m)

0,87 (t,J =7,0 Hz, 3H)
2,97 {(bs, 1H}

2,04 (bs, 1H)

* Para 87 sfo 11-18, 19, 20, 21 e 22 respectivamente,
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A pesquisa realizada até este ponto é bastante encorajadora pois € a
primeira vez que se observa um paralelismo, no nivel molecular, enfre os
Gleos florais de Oncidiinea e Malpighiaceae ¢ mais ainda, um paralelismo
entre estes 6leos € o ninho de uma abelba Anthophorideae. Parece pois que as
abelhas descobriram ap6s milhdes de anos de evolugiio que os acidos graxos
dos diacilgliceréis de Oncidiinae ¢ os 4acidos graxos de Malpighiaceae
apresentam o mesmo padrfio de substituigBo 3,7 e que o uso de hidrolases,
mandibulares permitiriam a produgfio dos 4cidos 56 ¢ 58, cuja fungfo para nos

¢ uma incOgnita mas para elas parece vital.
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36 Oleo floral de Calceolaria x herbeohybrida Voss

Foi observado que dieos florais de Malpighiaceae e Oncidiinae sio

constituidos dos mesmos derivados de 4cidos graxos, e que estes podem ser
modificados por abelhas coletoras de dleos florais.

Buscando a literatura, observamos que os diacilglicertis descritos para

Calceolaria pavonii apresentam uma das cadeias laterais derivada de um 4cido
de cadeia longa substituido na posicfio 3 por uma acetoxila.”’

o
A
I I
HO\\Eg o g//ﬁ\ i:}/‘!\
N M/\
Y 1 on ¥ s €Gﬁz§a/\\//
3
Oncidinsl

Entretanto, ¢ diacilglicerol A, isolado por Vogel do 6leo floral de C.
pavonii, apresenta a cadeia derivada do 4cido graxo localizado na pesicio 1 do

glicerol sendo diferente dos  diacilglicerdis encontrados nos dleos florais de

" Vogel, S. Oblumen und Slsmmelnde Bienesm Akad. Wissenchaften Mainz, Wiesbaden: Franz Steiner, 1974



Oncidiinae onde a cadeia derivada do acido graxo estd na posigio 2 do

glicerol, Oncidinol.

Figura 85. A- Planta de Calceolaria herbeohybrida. O retingulo representa a area expandida mostrada no
guadro B. B- Flor de Calveoluria x herbeohvbrida . O retingulo representa a area sxpandida mostrada no
quadro C. C- Regifio onde se encontram os elaiéforos tricométicos de C. x kerbeokybrida . O reténgulo
representa 2 regido onde se encontram os elaiéforos, B — ElaiGforos tricométicos de Caleeolaria zr;fpmziggz?&@
As fotografias de Caleeolaria x herbeohybrida foram gentilmente feitas e cedidas pelo Dr. Volker Brittrich e

peta Dra. Maria do Carmo E. do Amaral

Buscando investigar se este tipo de substituigfo, no diacilglicerol, € wma
caracteristica do género Calceolaria, ¢ conseqglientemente da familia

Scrophulariaceae, que as diferenciam de Orchidaceae foi realizado um estudo

8 Rasmussen, C. Olesen, . M. Oil flowers and oil-collecting bees. Scandinavian Association for Pollination
Ecology honours Knut Faegn. p. 23.

™ Rasmussen, C. (1999}, Coevolution of the ol bee-Unlcecloria system in the Andes of Peru. Master of
Science Thesis, [iniversity of Arkus, Desmark, v + 87 pp.

[rorw-u life vine edu/~clansy/MBcY20thesis¥20{ 1999} pdf]
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da composigo do dleo floral de Calceolaria x herbeohybrida {Figura 85) que
€ uma planta omamental comumente vendida em floriculturas na cidade de
Campinas. |

Primeiro, ¢ dleo floral foi coletado de 30 flores obtendo-se 0,2 mg de
¢leo que foi analisado por CG/EM (Figura §6).
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Figura 86. Acima. Cromatograma de total de fons do dleo floral de C. xherbeohybrida (programacio de
temperatura do forno — 50-290 °C com velocidade de 15 *C.min"} Abaixo. Espectro de massas do

diacilglicerol 66 do dleo floral de Calceolaria x herbeohybrida

Esta analise revelou que o 6leo floral de Calceolaria x herbeohvbrida
apresenta como componente majoritdrio de seu 6leo floral um diacilglicerol
cujo padrio de fragmentagfio ¢ semelhante ao encontrado para o COmposto
majoritario do 6leo floral de Zigostates lunata (Oncidiinae). Sendo a principal
diferenga entre estes dois compostos a presenca de menos 28 u nos fragmentos
derivados da cadeia lateral do dialglicerol de Calceolaria x herbeohybrida em

relacdo ao de Z. lunata. Desta forma esta estrutura poderia ser a mesma
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descrita anteriormente por Vogel, j4 que o espectro de massas ndo permite
diferenciar a substitui¢io no glicerol.

Para obter uma quantidade maior de dleos florais, para o isolamento e
caracterizacdo deste diaciiglicerol por espectroscopia de RMN, foram
compradas dez plantas desta espécie em uma floricultura no Disirito de Bardo
Geraldo, Campinas, SP em janeiro de 2004. O extrato floral (143 mg) foi
obtido a partir de 87 g de flores recém coletadas. Deste extrato, 98 mg foram
purificadas em ceoluna de silica obtendo-se 6,1 mg de 60 ¢ o restante do
extrato bruto (45 mg) foi acetilado e apds purificacdo fo1 obtido 1,1 mg do
produto acetilado 61.

O
RO /,J'L\\
\]/O i : O’JEL\’/‘E\/\{CHZ)N
O
606 R-H
61 R- COCH;
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Tabela 16. Atribuicio dos dados de RMN de 'H (300 MHz, CDCL), C (125 MHz) para o composto 60, e
RMN de 'H (300 MHz, CDCl,) para o composto acetilado 61

Composto 60 Compostoe 61
# Be 'H H
1’ 1709 - -
2 39,6 2,36 {m, 2H) 2,59 (m, 2H)
3 70,7 5,21 (m, 1H) 5,20 (m, 1H)
4’ 343 1,59 (m, 2H) 1,57 (scbreposto pelo sinal de
H0)
5 25,1 1,25 (m) 1,25 (m)
6'-7 293 1,25 {m) 1,25 (m)
8 -9 294 1,25 (m) 1,25 {m)
107117 296  1,25(m) 1,25 (m)
12°-137 29,5  1,25(m) 1,25 (m)
4’ 31,9 1,25(m) 1,25 (m)
15° 22,7 1,25(m) 1,25 (m)
16’ 14,1 0,87 (1, J=6,22, 3H) 0,88 (t, I=5,9, 31)
| 62,2 4,21 (dd, J=5,49,12,0,1H) [4,14 (m, 1H)
429(dd, J=4,39,12,0,1H) 14,28 (m, 1H)
2 72,8 5,07 (m, 1H) 5,26 (m, 1H)
61,3 3,73 (m,2H) 4,14 (m, 1H)
4,28 (m, 1H)
COCH;-C1 1709 - -
COCHs-C1 20,7 2,07 (s, 3H) 2,07 (s, 6 H, COCH+Cl e C-2)
COCH;-C3” 170,1 - -
COCH;-C3’ 21,1 2,05 (s,3H) 2,03 (s, 3H)

O espectro de RMN de 'H do composto natural 60 revelou a presenca
dos sinais em: o 3,73 (m, 2H, H-3), 4,21 (dd, J=5,5, 12,0, 1H, H-1a), 4,29 (dd,
J=44, 12,0, 1H, H-1b) e 507 (m, 1H, H-2), caracteristicos de 12-
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diacilgliceréis. O sinal em 8 5,21 integrando para um hidrogénio foi atribuido
ao metino H-3. O sinal em 2,36 foi atribuido ao metileno H-2 que esta entre a
carbonila C-1 ¢ o grupo metmo em C-3. Os singletos em & 2,05 e 2,07 foram
atribuidos a2os dois grupos acetatos que estio ligados ao metinos da cadeia
lateral e da porcéo do glicerol, respectivamente.

O espectro de RMN de BC ¢ DEPT (90 e 120) revelou a presenca de
18 linhas sendo 5 linhas correspondentes cada uma a dois carbonos isécronos.
Assim, o espectro de carbono sugere a presenga de 23 carbonos nesta
molécula, sendo 3 metilas, 15 metilenos, destes 2 estio higados a
heteroatomos, dois metinos ligados a heterodtomos ¢ trés carbonilas sendo
duas isbcronas. Este espectro de RMN de °C ¢ condizente com a formula
molecular Cy3H4Oy sugerida a partir do espectro de massas deste composto.
Os sinais em & 62,2, 72,8 ¢ 61,3 foram atribuidos, respectivamente, aos
carbonos C-1, C-2 e C-3 da porgo do glicerol. O segundo metino em & 70,7
foi atribuido ao carbono C-3'. O metileno em 39,6 foi atribuido ao C-2°. O
sinal em & 14,1 foi amnbuido a metila terminal da cadeia derivada do acido
graxo. Os sinais em 20,7 e 21,1 foram atribuidos as metilas dos grupos

acetilicos.
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Figura 87. Expansfo da regifio do espectro de RMN de 'H onde é observada as metilas dos grupos acetilicos
da porgdo do gheerol dos compostos 18 ¢ 61, de Zigostates lunata (observado em um equipamento de 500
MHz) e Calceolaria x herbeohybrida {observado em um equipamento de 300 MHz), respectivamente.

O denvado acetilado 61 foi utilizado para determinar a substituicdio na
porgdo do glicerol, da mesma forma que ja foi discutido para o composto 11
do éleo floral de Oncidium pubes. O espectro de RMN de 'H apresentou um
singleto em & 2,07 integrando para seis hidrogénios caracteristico de metilas
de grupos acetilicos da por¢io do glicerol de 1,3-diacetil-2-acil-glicerdis.
Sendo este espectro idéntico ac do composto 18 do éleo floral de Zigostates

lunata (Figura 87).
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Figura 88. Filogenia de plantas produtoras de 6leos florais baseados em caracteres de DNA (medificada do

trabalho Filogenia das Angiospermasso por Claus™). Grupos em destaque foram estudadas no presente
trabatho.

Conseqiientemente, o diacilglicerol de Calceoiaria x herbeohybrida
apresenta & mesma substituigio caracteristica de espécies de Oncidinae.
Desta forma, esta especificidade estrutural ocorre simultaneamente em

familias (Orchidaceae ¢  Scrophulariaceae) pouco correlacionadas

% Grupo Filogenia das Angiospermas. 1998, A ordinal classification for the famikes of flowering plants.
Annals of the Missouri Botanical Garden 85: 531-553.
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filogeneticamente (Figura 88). Portanto, além dos elaiéforos, os diacilgliceréis
se desenvolveram paralelamente em diferentes familias e isto sugere a
mmportincia destas estruturas na vida destas plantas e de suas abelhas
polinizadoras.

E possivel que a estrutura A descrita por Vogel esteja equivocada, ja
que n8o ¢ possivel determinar a substituigio do glicerol do composto A por
RMN de 'H. No entanto, 15to s podera ser confirmado, ou ndo, através de

uma nova analise do oleo floral de Calceolaria pavonii.
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3.7 Estudos sintéticos visando a obtencao de

diacilglicerdis

Consideramos um desafic sintetizar os diacilghiceréis florais. Estes
padrdes siniéticos sdo de grande interesse para nosso grupo de pesquisa em
futuros estudos biologicos que avaliem, por exemplo, reagdes de hidrolise pelo
sistema enzimatico das abelhas coletoras de 6leos florais.

E importante ressaltar que em ensaios bioldgicos 0s compostos quirais
devem ter seus excessos enantioméricos estabelecidos e relacionados com as
respostas bioldgicas. Para tanto € necessario ter em m#os ndo somente uma
metodologia sintética flexivel para obtencdo enatiosseletiva destes compostos
mas também estabelecer os métodos e condigdes para observar os
enantidbmeros separadamente ou seja discrimina-los para obter os excessos

enantioméricos dos produtos naturais e sintéticos.
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Figura 89. Analise retrossintética de um diacilglicerol da série homdloga C encontrado no oleo floral de
Zigostates lunata € Calceolaria hibrida
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- 3.7.1 Estudos visando a obtencfo de 4cido 3-acetoxi-

racémico

Com o mfuito de avaliar metodologias para discriminacio
enantiomérica de acidos 3-hidroxi-alcandicos, foi realizada a sintese racémica

do acido 3-hidroxi-eicosandico.

o OF

o o

. a )L\f{\

/\‘e’ﬂ\ H/u\gcag;(s/ o (CH
62 l
b
o
o c’l\ o OM

/“\\/L\ = /H\/K

HO (g HO (i

654 83

Esquema 2. Sintese do 4cido 3-acetoxi-eicosandico
Legenda: a. LDA/THF, -780C, 2h, 00C {73%) b. LIOH.H20/THF/MeOH/H20. 00C, ih,
HCIL, 0,1 M, pH=7 (95%). ¢ Anidride acético/ piridina 30min, ta (956%)

A reagdo aldélica ¢ um método classico para sintetizar moléculas 1,3-
oxigenadas. Neste trabalho foi utilizado o diisopropilamideto de litic que é
uma base forte, ndo nucleofilica que diminui a formacdo de produtos de
eltmnagdo. O produto 62 foi obtido com rendimento de 73 %.

O método de hidrolise basica descrito por Nicolau® que utiliza

hidréxido de litio e uma mistura de solventes (THF/MeOH/H,O) revelou ser

¥ Nicolau, K. C.; Webber, S. E. Journal European Organic Chemistry. 1983, 453.

150



muito eficiente para a obtencio do acido 3-hidroxi-eicosanéico 63 com
rendimento de 95 %.

O espectro de RMN de 'H do composto 63 apresentou sinais intensos e
largos em 0 1,25 caracteristicos dos vérios grupos metilémcos existentes na
cadeia, na regdo & 2,38 e § 2,49 foi observado dois duplos dubletos atribuidos
aos hidrogénios H-2 e um multipleto em & 4,00 atribuido ao hidrogénio H-3.

A acetilacio da hidroxila do Acido 3-hidrdxi-eicosandico utilizando
anidrido acético ¢ piridina foi eficiente obtendo-se o &cido 3-acetoxi-
eicosandico com rendimento de 96 % 64.

O espectro de RMN de 'H do composto 64 apresentou sinal intenso e
largo em & 1,25 caracteristicos dos varios grupos metilénicos existentes na
cadeia, um singleto em & 2,04 atribuido & metila do grupo acetoxilico. Nas
regides de & 2,61 e 520 foram observados dois multipletos atribuidos aos

hidrogénios H-2 e H-3 respectivamente.

3.7.1.1  Método para a determinacio de excessos

enantioméricos de acidos 3-hidréxi carboxilicos.

Metodologias como as cromatografias gasosas e liquidas equipadas com
colunas qurais podem ser utilizadas para separacio de enantidmeros. Neste
caso, foi avaliada a separacdo destes enantidmeros por cromatografia gasosa
ultilizando a coluna Chrompack ¥. No entanto, ndo foi observada a separagéo
dos enantidmeros. A segunda metodologia avaliada, ¢ uma nova metodologia
de separacdc de enantibmeros utilizando complexos de cabix[6lareno que foi
desenvolvida pelo doutorando Ms. Sergio Antomio Fernandes integrante de

nosso grupo de pesquisa. Neste trabalho foram utihzados o calix[6]areno ¢ um
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composto quiral como seletor quiral e os compostos: 3-hidréxi-eicosanoato de
etila 62, acido 3-hidroxi-eicosandico 63, e do acido 3-acetoxi-gicosandico 64.
Pela analise do espectro de RMN des 'H (Figura 90) do complexo
calix/agente quiral/64 foi observado a diferenciagfc dos enantibmeros pela
duplicag8o dos smais & 1,989 ¢ 1,995 dos hidrogénios diastereotdpicos da
metila do grupe acetilico do é4cido 3-acetoxi-eicosandico 64 nio sendo
observado nenhuma modificagdo na forma dos sinais do seletor quiral
(calix[61/agente quiral). No entanto, devido a sobreposi¢fo dos sinais das duas
metilas este método precisa ser otimizado para obter melhores separagdes,
eassim ser ufilizado paraz determinar os excessos enantioméricos destes
compostos. A mesma metodologia for aplicada para os compostos 62 ¢ 63
mas, nenhuma diferenciacdo nos sinais foi observada™. Os detalhes desta

metodologia fazem parte da tese de doutorado do Ms. Sérgioc Anténio

/\\ //\
\J

\

Fernandes.

T T T T T T T T T T
2,00 2.008 2. 000 1.9 1.990 1,995 1.880 1.975 1.970 gpa

Figura 90. Espectro de RMN de ' (499, 885 Milz, CDCly; dyys 0,00) do sistema ternario calix{6)/agente
quiral/(£)-3a (1:1:1, 15 mmel L7, 25 °C).

¥ Fernandes, S. A. 2005. Tese de Doutorado Universidade Estadual de Campinas
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3.7.2 Estudos visando a obtenc8o enantiosseletiva de
acidos 3-hidroxi carboxilicos néo substituidos na posicéo

Q.

Produtos de reagfo aldolica nfo substituidos na posicdo « sfo utilizados
como bloco de construcdo para sintese de diversos compostos naturais. A
adicio alddlica assimétrica mediada por auxiliares quirais é uma das
metodologias importantes e gerais para formagfio da ligagdo carbono-carbono.
Esta metodologia tem se mostrade bastante eficiente para reagdes aldolicas do
tipo propionato (a), no entanto baixas diasterosseletividades foram observadas
em reacdes alddlicas do tipo acetato (b).¥ A baixa seletividade para acetatos ¢

atribuida a falta de substituintes no carbono da posigdo o do enolato.

CE OH Q OH

‘ | '

R‘{)\%&\ R3 R1MR2
Ro

a b

Para contornar este problema tem sido mnserido grupos como metiltiol®
e bromo® na posigiio o carbonila (R;), grupos estes que podem ser removidos
apoés a reagdo aldblhica.

A reagdo entre um enolato metalico de um composto carbonilico com
um aldeido pode fornecer 4 possiveis diasteroisdmeros (Figura 91).

Assumindo que a reagfo passe pelo estado de transigio ciclico de 6 membros,

* Braun, M. Angew. Chem. Int. Engl. 1987, 26, 24.
¥ Evans, D. A., Bartrol, J., Shik, T. L. Journal American Chemical Society, 1981, 193, 23127,
8 tivans, D. A., Journal American Chemical Society, 1987, 109, 7151
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proposto por Zimmerman e Traxler,*® a geometria do enolato é responsavel
pelo controle da diasterodiferenciagdo. Enolatos de geometria £ fornecem
preferencialmente aldois anti, devido ao estado de transi¢io que levaria ao
aldol syn ser desestabilizado por interacies desfavoraveis do tipo 1,3-axdal (R,
R; e L). Da mesma forma, enolatos de geometria Z favorece a formagio de
produtos aldol syn. Considerando que o estado de transicio formado
preferencialmente ¢é aquele que envolve o menor nimmero de interacfes, a

enantiodiferenciagio pode ser controlada pela face do enolato que sofrers a
adicdo do aldeido.

¥ Hsiau, C. N.; Lin, L.; Miller, M. J. Jouwrnal Organic Chemistry, 1987, 52, 2201

154



R1)§/H RCHO |

L oH O
i
PR—— / O/ M L RJ\'/\ R,
e
8 syn

aldeido face 5/
enclato facs R
o : oo
' M-l S
e S o
S By Ry
e aigelda face Re Me
enolato face &/ sym
© ¢ o
Dol R,
Me
Me aldetdo face Re R
enoiato face Re anti
© o o

=Y -O/MWL B J\/U\
A N 2 =

oo

Me mideldo face S
enolato fate i a0t
Ry L
o — /u
Me / Lo / p
L ;q‘/’%o T
aldeldo face Si
enolato face Sf anti
noy * 9
e Meh e A ;
ﬁ' g /\(La
Me oz o e
aidefdo face Re
atolate face Re and

aideido face Re

enolato face Si sy
gldeido face S
snolato face Re

Figura 91. Modelo estado de transicio ciclico de Zimmerman e Traxler.®

Desta forma os reagentes metalicos que geram o enolato desempenham

um papel muito importante para formacgfio do produto desejado. Dependendo

reagente metalico escolhido pode ser obtido enoclatos de geometria Z ou £,
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No presente estudo foi utilizado o enolato do (45)-3-(1-bromoacetil)-4-
benzil-2-oxazolidinona 65. O composto 65 pode ser obtido a partir do
acoplamento dos compostos comerciais (4S)-4-benzil-2-oxazolidinona e do
brometo de bromoacetaio na presenga de m-butil-liic. No entanto, este
composto fol gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ronaldo A. Pilli do Instituto
de Quimica desta Universidade. O reagente metdlico escolhido para geragéo

do enolato foi o cloreto de titdnio (IV). Este reagente gera enolatos de

. 587
geometria Z.
_ o
Tl L o B
O o % o7 TOFTTR 1 H
‘ Br  RCHO Br e T
| / 4 / \‘&
Bn WBn Bn
A B
Face Siimpedida Face Re impedida

Figura 92. Modelo nio-quelado de adigiic do aldeido ao enolato

A adicdo do aldeido ao enolato de cloreto de titAnio segue o modelo

ndo-quelado (Figura 92) o aldeido se adiciona pela face S/ do enolato ja que a

¥ Bvans, D. A.; Rieger, D.; Biledeau, M. T.; Urpi, F. Jowrnal of American Chemical Society, 1996, 112,
8215.
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face Re esta impedida, desta forma o produto esperado para a reacdo do
composta 65 com o eicosanal levard, preferencialmente, ao produto 66 com
configuragio 28, 3R

Nas tentativas de obtencfio do composto 66 utilizando as temperaturas
de - 78 °C e - 45 °C constantes durante todo procedimento reacional, foi
observada a formagio do enolato devido a formacgo da coloragdo vermelho
escuro caracteristico de enolatos de titAnio. No entanto produtos de adigéo do
aldeido ao enolato ndo foram observados. A otimizaciic das condigbes
reacionais revelou que a elevagdo da temperatura de —78 °C para 0 °C apos 2
formagdo do enolato ¢ apés a adiglo do aldeido melhorou a eficiéneia do

acoplamento aldélico levando a rendimentos de 45 %.

‘5 i TiCl,

O/KN)i\/Br i~ PraNi

j}\ f!Cf HO  Ha
0 N’\g\m%ﬁ
+ ;ﬁg B Hg

Ph
Ph bh
1 §8a $8b

25a/26b = 5:1

Figura 93. Sintese do composto 66a e 66b
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Tabela 17. CondigBes reacionais pars a reagio alddiica

Condicdes Temperatura Equivalente Rendimento

reacionais de aldeido

1 -78°C 1eq. Nenhum produto foi observado
2 -45°C 1eq. Nenhum produto foi observado
3 -45°C 2 eq. Nenhum produto foi observado
4 -78°C-0°C 1eq. 45%

Os compostos 66a/66b apresentam sinais no espectro de RMN de 'H
em & 4,30 atribuidos aos hidrogénios H-2'e H-3". Dois duplo dubletos em 8
2.8 ¢ 3,32 foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-5a ¢ H-5b. O sinal
largo em & 3,94 foi atribuido ac hidrogénio ligado a hidroxila ¢ o multipleto
em & 4,17 ao hidrogénio H-3. O sinal intenso em 1,25 foi atribuido aos
hidrogénios metilénicos da cadeia lateral. O dubleto em 8 5,69 foi atribuido
ao hidrogénio H-2 do composto 66a (Figura 94).

A diastereosseletividade da reacdo foi 5:1 em relagio 66a/66b
determinada através do espectro de RMIN de "H.*® A constante de acoplamento
vicinal J»3 é menor para o isdmero syn (3,3 Hz) que para o isdmero anti (8,4
Hz) j4 que o grupo higado ao carbono o € bromo e apresenta um pequeno

volume (Figura 95).

8 Heathcock, €. H., In: Morrison, J. D. Asymetric Synthesis, v. 3, part B, 111, 1984,
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Figura 94. Sinais de H-2 no espectro de RMIN de 'H que determina a proporgo dos diastereoisbmeros
66a/66h como 5:1.

A razio destes valores de constantes de acoplaemento podem ser
observado na Figura 95, que revela os trés rotdmeros do syn € anti B-hidroxi-
cetonas 66a e 66b. Em ambas as conformacdes (A, B) do isémero syn que
apresentam ligagdo de hidrogénio intramolecular os hidrogénios Hs e Hg
apresentam uma relagdo gauche, logo Jas esperado € pequeno. Ja o 1s0mero
anti apresenta um confdrmero (B") em que Ha e Hp tem uma relagdo gauche,
porém o outro (A") apresenta uma relagdo anti. Portanto, 0 Jap esperado € a
média da constante de acomplamento pequena e grande. Quando R; e R séo
grupos volumosos, que ndo € o caso dos isémeros 66a e 66b, a conformagéio C
torpa-se mais importante para o isdmero syn € a conformagio B’ mais

- s A . BB
importante para o 150mero anfi.
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Figura 95. Conformagbes para os isbmeros syn ¢ anti

A mistura diastereoisomérica pode ser separada por cromatografia em
coluna de silica no entanto, foi utilizada a mistura 66a/66b para otimizacgfo
das condi¢bes reacionais para remogio do bromo. Portanto, a mistura 66a/66b
foi submetida a reducSo com hidreto de n-tributil-estanho (BuzSnH) na
presenga de 2,2'-azo-bis-izobutironitrila (AIBN) para a remogio do bromo e
seguido o auxiliar quiral foi removido na presenca de peréxido de hidrogénio
e hidréxido de litio. Devido, as tentativas anteriores levarem a um baixo
rendimento do acido 3-hidroxi-octadecandico que pode ter ocorrido durante a
purificagdc em coluna cromatogréfica de silica gel. Para purificagio em
coluna cromatografica a mistura reacional foi metilada com diazometano
obtendo-se nestas trés etapas o enantiomero R 67 com excesso enatiomerico

de 66 % e com rendimento de 34 %.
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O composto 67 apresenta dois duplos dubletos em & 2,52 (J=16,4, 3.2
Hz)ye 8 2,41 (J=16,4, & 8 Hz), caracteristico do sistema ABX dos hidrogénios
H-2 e um sinal mienso em & 1,25 atribuido aons véarios metilenos da cadeia
alquilica.

Sendo assim, vérias efapas da sintese enantiosseletiva de acidos 3-
hidroxi-alcanéicos foram realizadas ¢ os resultados obtidos revelam uma

moderada diastereosseletividade de 5:1.
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3.7.3 Estudos visando a obtenc¢ao de (8) ~1,2-

diacilglicerdis
gﬁ ?H 0 fa oH
H{}i’ »_GH {;-;; % oH a . {}"_ % fﬁﬁﬁ ,,wiz}wmy, QH.‘.‘_ g‘ _\,,Q%ﬁ ,W,N?,,,;w
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Figura 96. Rota sintética para obtenclio de 1,2-diaciiglicerol

Legenda: a2 NaH/THF, cloreto de benzila, refluxo (68%) b. dcido acético aq 0% (92%;), ¢
Anidrido acético/ piridina 30min, ta (38%), d-DCC/DMAP, 4cido palmitico, ta. (50 %). e.

Pi/carvio, metanol/acetato de tila.

Para obtengfio de diacilglicerdis com configuraciio S foi utilizado o
(25)-1,2-isopropilideno-glicerol 69 que foi obtido a partir do D-manitol.

Existem varias alternativas para protegfio de alcdois utilizando brometo
de benzila."” Neste trabalho utilizou-se o hidreto de sédio para a promover a
formagdo do alcodxido. O (25)-1,2-isopropilideno-glicerol 69 foi protegido
utilizando o brometo de benzila na presenca de hidreto de sédio. Obtendo-se o
composto (25)-1-benzil-1,2-isopropilideno-glicerol 70 com rendimento de
68%.

5 Greene, T. W. Profeciive groups in organic synthesis, John Wiley & Sons,

USA, Zed 1991



O espectro de RMN de 'H para o composto 70 apresentou dois singletos
em & 136 ¢ 8 1,42 correspondente aos hidrogénios dos grupos metilicos e trés
multipletos em & 3,51, 3,75 ¢ 4,08 correspondentes aos hidrogénios H-3, H-2
¢ H-1. Um nultipleto em & 7,32 atribuido aos hidrogénios aromaticos.

Para rtemover o grupo cetal do composte (28)-3-benzil-]1.2-
isopropilideno-glicerol 70, utilizou-se uma solugdo de 4cido acetico obtendo-
se o (2R)-3-benzil-glicerol 71.

O (2R)-1-benzil-glicerol 71 foi acetilado seletivamente utilizando
anidrido acético e piridina, obtendo-se o produto acetilado (25)-3-benzil-1-
acetil-glicerol 72 com rendimento de 38%.

O espectro de RMN de 'H para o composto 72 apresentou singleto em &
2,07 correspondente aos hidrogénios do grupo metilico e dois multipletos em
§ 3.52. ¢ & 4,15 correspondentes aos hidrogénios H-3 ¢ H-1 ¢ um singleto
largo em 8 4,05 atribuido ao H-2.

O espectro de RMN de Be apresentou os sinais & 65,5, & 68,82, S 70,08
e 8 73,48 que foram atribuidos aos carbonos C-3, C-2, C-1 ¢ CH; do grupo
benzilico respectivamente

Para avaliar metodologias de desproteciio do grupo benzilico sem que
ocorra a isomerizacdo do produto 1,2- para I,3-diacil, o composto 72 fo
esterificado com 4cido palmitico na presenca de N, N-diciclo-
hexilcarbodiimida e 4-dimetilaminopiridina, obtendo-se o {285)-1-benzil-2-
palmitoil-3-acetil-glicerol 73 com rendimento de 50%.

O espectro de RMN de 'H do composto 73 apresentou um tripleto em &
0.89, caracteristico de hidrogénios mealicos. Foi observado entre & 1-1,5
sinais intensos e largos indicando a existéncia de varios grupos metilénicos na

cadeia derivada do acido graxo. Na regido entre 8 3,58 ¢ o 4,25 foram
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observados dois duplos dubletos atribuidos aos hidrogénios H-3, e dois
multipletos em 84,53 ¢ § 5,23 atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-1.

No espectro de RMN de B3¢ o5 sinais em & 62,8, 8 6994, ¢ & 70,36
foram atribuidos aos carbonos C-1, C-3 e C- 2, respectivamente ¢ os sinais em
& 1705, 172,96 aos carbonos carbonilicos  do acetatc e C-1,
respectivamente.

A metodologia avaliada para a desproteciio do grupo benzilico foi a
hidrogendlise. O composto 73 foi reduzido na presenga de platina sob carvéo
na presenga de hidrogénio. O produto da reagdo foi analisado por CG/EM e
verificado a formagio da mistura de isémeros numa propor¢do aproximada de
1:1. Sendo esta a Gnica etapa até o momento que néo foi obtido éxito para a
obtencio de diacilglicerdis florats.

Como conclusdes gerais desta parte de estudos sintéticos foram obtidos
éxitos em varias etapas para a obtengdo enantiosseletiva de diacilglicerois
naturais. Sendo os rendimentos obtidos variando de bons a moderados.
Apenas na ultima etapa de sintese destes diacilglicerdis, a desprotegdo do
grupo OH na porgio do glicerol, ndo foram obtidos resultados satisfatorios

devido & formago do isémero 1,3-diacilglicerol.
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4 Conclusdes

Este trabalho investigou a quimica dos calos florais de 39 espéeies da
subtribo Oncidiinae (Orchidaceae) revelando que os compostos produzidos
nestes calos representam tracos evolutivos que se diversificaram durante a
evolugdo. A analise estatistica destes dados revelou um grupo consistente de
13 especies (Oncidium pubes, O. cornigerum, O. trucatum, O. longicornium,
O. hookeri, O. kautskyi, O. welterii, Ornithophora radicans, Baptistonia
echinata, Zigostates lunata e Phymatidium tillandsoides) segregadas pela
presenga majoritaria de diacilglicerdis. Este grupo destacou-se também na
analise de filogenia baseada em caracteres morfolégicos, anatdmicos e de
DNA. As demais 26 espécies (O. widgrenii, O. longipes, O. macropetalum,
O. cogniauxianum, O. ciliatum, O. sarcodes, O. praetextum, O. forbesi, O.
warmingii, O. varicosum, O. flexuosum, O. onustum O. divaricatum, O.
phymatochilum O. pubvinatum O. harrisonianumi O. hydrophylum Barb.
Rodr. Rodrigueziella gomesoide, Gomesa laxifolia, Gomesa crispa, Gomesa
recurva, (Gomesa sessilis, Gomesa sp, Lockhartia lunifera, Miltonia
spectabilis ¢ Rodriguesia venusta) apresentaram uma larga diversidade de
compostos pertencentes as classes dos terpenos, acilglicerois ¢ derivados de
4cidos graxos, destacando derivados do 4lcool benzilico. E importante
ressaltar que durante estas andlises foram isolados ¢ identificados 3 novos
dracilglicerois: (25, 3'R, 7'R)-1-acetil-2-(3", 7 -diacetoxi-eicosanoil)-glicerol
nomeadec de oncidinol, (3'R, 7'R)-l-acetil-2-(3"-acetoxi, 7 -hidroxi-
octadecanoil)-glicerol e 1-acetil-2-(3 -acetoxi-octadecanoil)-glicerol.

Impulsionados pela falta de argumentos consistentes sobre o fato de
especies de Oncidiinae serem ou ndo flores de engano que mimetizam flores

de Malpighiaceae para atrai abelhas coletoras de odleos. E o fato dos
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diaciiglicerdis e estéres benzilicos identificados em Oncidiinae estarem
presenies apenas nos calos florais, ndo sendo identificado nas demais partes
florais o© —qu.e sugere que estes compostos podem apresentar uma funco
especial. Foi proposta a investigagdio da quimica do dleo floral de uma
Malpighiaceae (Byrsonima intermedia). Este estudo levou ao isolamento de
um novo derivado de acido graxe (3R, 7R - 3,7-diacetoxi-docosandico)
idéntico & porcHo de acido graxo que esterifica os diacilglicerdis de espécies
de Oncidinae. Desta forma, a hidrélise do diacilglicer6is de Oncidiinae pode
levar a compostos idénticos aos das flores de Malphighiaceae. Assim este
dado desmistifica o conceito de flores de engano de forma geral para a
subtribo Oncidiinae. Entretanto, as espécies que apresentam a mesma
composi¢do no calo € nas demais partes florais podem ser realmente de
engano como por exemplo Oncidium flexuosum.

Para estabelecer a importdncia destes compostos na vida das abelhas
coletoras de oleos florais (Anthophoridae) foi feita a analise de um ninho de
Tetrapedia diversipes isolando os 3,7-diidroxi-eicosandico ¢ 3,7-diidroxi-
docosanéico. Estes compostos estdo quimicamente relacionados aos 6leos
florais de Oncidiinaca ¢ Malpighiaceae através de uma hidrélise que pode ser
efetuada pela abelha ao manipular os Gleos com sua secrecdo mandibular,
Assim, foi connectado de forma bastante contundente os Oleos florais da
familia Malpighicea ¢ da subtribo Oncidiinae (Orchidaceae) as abelhas
coletoras de Gleos florais.

Intrigados pela presenca de oleos florais em géneros e familias
diferentes foi proposto a andlise de uma outra espécie pertencente a uma
familia de plantas filogeneticamente distante das, até entfio, investigadas para
verificar se o fendmeno se repetia. Para isto, foi selecionado o dleo floral de

Calceolaria x herbeobybrida (Scrophulariaceae) onde foi identificado o 1-
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acetil-2-(3 -acetoxi-hexadecanoil)-glicerol. Portanto, além dos elaiéforos, os
diacilgliceréis se desenvolveram paralelamente em diferentes familias e isto
sugere a ixﬁporténcia destas estruturas na vida destas plantas e de suas abelhas
polinizadoras.

Foram obtidos resultados satisfatorios em varias etapas sintéticas para a
obtencio enantioseictiva de diacilglicerdis naturais. Apenas a Gltima ctapa de
sintese destes diacilglicerdis, a remocio do grupo protetor na porcio do
glicerol, nfo foi bem sucedida devido a formacio do isémero 1,3-
diacilglicerol. Este estudo sintético permitiu a observagdo dos mecanismos de
fragmentacio destes composio por espectrometria de massas auxiliando na
elucidacio estrutural dos compostos naturais, além de permitir também a
otimizac8o das condigles reacionais de obtenco dos ésteres de Mosher.

De uma forma geral, neste trabalho foram obtidos varios resultados
méditos que contribuiram para o entendimento da quimica dos calos florais de

Oncidiinae brasileiras.
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5 Parte Experimental

5.1  Materiais e Métodos:

& Os reagentes e solventes utilizados foram produtos analiticamente puros
e/ou indicados pelos fabricantes, para uso em sintese orginica. Sempre que
houve necessidade de regentes e solventes com um grau maior de pureza,
foram utilizados os métodos gerais de purificagio descritos na literatura.”

¢ Os procedimentos experimentais aqui descritos referem-se aos melhores

resuitados obtidos em laboratério.

& As reacdes sensiveis a umidade foram realizadas em atmosfera de argbnio
seco ou nitrogénio seco, uiilizando vidrarias previamente secas em estufa a
180°C e resfriados em dessecador ou sob fluxo de nitrogénio seco. A secagem
do nitrogénio foi realizada, passando o gas através de trés frascos de adsorgdo,
conectados entre si e contendo, respectivamente: silica gel ativada, cloreto de
calcio anidro e peneira molecular de 4 A (4-8 mesh) respectivamente.

¢ As cromatografias de adsorgio em camada delgada (CCD) foram utilizadas

placas da marcar Merck

¢ A determinaco da posigdo de um composto sobre as placas de CCD foram

obtidas pulverizando a superficie do adsorvente com uma mistura de

p-anisaldeido (0,5 mL), acido acético glacial (30 ml) e 4cido sulfurico

% Reactivos de coloracion para cromatografia en capa fina y en papel. E. Merck, Darmstadt, 1980
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concentrado (1 mL). Apés a pulverizagfio, as placas eram aquecidas até o

aparecimento de manchas coloridas.

¢ As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando silica gel-60
(0,05-0,20 mm; 70-230 mesh). As dimensbes das colunas de vidro e as
quantidades de adsorventes utilizadas, variaram de acordo com a quantidade
de material cromatografado. A relacdo entre o material a ser cromatografado e
o adsorvente variou de 1:30 até 1:50, respectivamente. As eluigdes dos
compostos da coluna foram obtidas empregando solventes orgénicos em
ordem crescente de polaridade. O controle de pureza das fragGes era realizado
através de CCD.

¢ Os compostos sintetizados foram purificados pelos métodos usuais (i.e.,

cromatografia, cristalizago, destilagio etc.). Foram considerados puros,

quando apresentavam, um {nico pico por cromatografia em fase gasosa.

¢ Os espectros de absorgfo na regifo do infravermelho foram registrados em
um espectrofotdmetro Perkin-Elmer, modelo 1600-FTIR, com transformada
de Fourier. As amostras solidas foram examinadas em pastilhas de KBr ¢ as
liquidas na forma de um filme, entre placas de NaCl. As absorgdes foram

: 4
expressas em niimero de onda (cm™).

? Perrin, D. D., Armarege, W, L. F. E. Perrin, D. R. Purificattion of laboratory chemical, 2° ed. Pergamon
Press, New York, 1986

170



¢ Os espectros de ressondncia magnetica nuclear de hidrogénio de 300 MHz e
500 MHz, foram obtidos & temperatura ambiente, nos espectrdmetros das
frmas: Varian (modelo Gemini-300) e Varian (modelo Inova-500). Os
deslocamentos quimicos  foram fornecidos em ppm, utilizando como
roferéncias interna o tetrametilsilano (8= Oppm). As constantes de
acoplamento foram fornecidas em Hertz (Hz).

4 Os especiros de ressonéncia magnética nuclear de carbono-13 desacoplados
4 75.46 MHz ¢ 12569 MHz, foram obtidos & temperatura ambiente, nos
espectrdmetros das firmas: Varian (modelo Gemini-300) e Vanan {modelo
Inova-500). Os deslocamentos quimicos foram fornecidos em ppm, utilizando
o CDCl; como referéncia interna (8 = 77.00 ppm). A interpretagfio dos dados
foi realizada com o auxilio dos espectros de RMN de B obtidos pela técnica
DEPT a 135° onde: CH3/CH = sinais positivos, CH, = sinal negativo ¢ C,

(quaternario) = sinal de intensidade zero e RMN de °C DEPT a 90° onde s0

aparecem os sinais de CH.

¢ CG/EM (1) - cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa,
utilizando um cromatodgrafo a gas da firma Hewlett Packard (modelo HP-MSD
5800-serie I1) acoplado a um detetor de massas do mesmo fabricante (modelo
HP-MSD 5970), operado 2 70 eV. O cromatografo era equipado com colunas
capilares de silica fundida dos tipos: HP-5 (30 m x 0,25 mm X 0,25 pm).

Como gas de arraste, foi empregado o hélio. As injecdes das amostras foram
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da ordem de 1 pL de uma solugdio de 20 ppm do 6leo floral em acetato de
etila.

¢ CG/EM - (2) cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa O
cromatografo a gas da firma Agilent (série GC-6870) acoplado 2 um detetor
de massas do mesmo fabricante (série MS-5973), operado a 70 V. O
cromatégrafo € equipado com colunas capilares de silica fundida do tipo HP-$
(30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Como gas de arraste, foi empregado o hélio. As
imjegGes das amostras foram da ordem de 1 pL de uma solucdo de 10 ppm do
dleo floral em acetato de etila.

O programa de temperatura empregado para a analise dos exsudados florais
foi: T; = 50°C (1 min.)=>4°C/min.=>T;= 290°C (15 min.), com as temperaturas

do injetor e do detetor em 240°C e 290°C, respectivamente.

¢ Os indices de retenc@o foram calculados a partir da coinjecdo do Sleo floral

com uma mistura padric de hidrocarbonetos, C;;-Csg, sobre as mesmas

condi¢bes de equipamento descritas acima e com aplicacdo da equagido de Van

den Dool e Kratz (1963).
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IR={(Ts-Teni)/(Ten— Tea1)] X 100+ 100 x N (Equagio de Dool e Krats™)
Onde:

Tg- Tempo de retencdo da substéncia analisada

Tcp-1 - Tempo de retengdo do n-aglcano que elui antes da substincia analisada
Ten - Tempe de retencfo do n-alcano que elui depois da substincia analisada

N — Namero de carbonos do n-alcano que ehui antes da substincia analisada

¢ Os compostos que eluiram a uma temperatura superior a 290 °C
(programagcgo isotérmica) ndo tiveram os seus indices de retencio calculados,

pois esta condigiio nfo satisfaz a equagdo de  Van den Dool e Krats.”

Material Botanico (Voucher):

Byrsonima intermedia - {UEC 95.102)

Calceolaria xhebechybrida — Material cultivado M.C.E. Amaral e V.
Bittrich 2004/51. Intituto de Biologia - Unicamp

Oncidimae:

Oncidium pubes Lindl - (UEC 95.102), (UEC 100.966), (UEC
1069.103), (UEC 110.433), (UEC 100.306).

Oncidium cornigerum Lindl - (UEC 129.087), (UEC 109.104).

Oncidium amictum Lindl. - (UEC 100.828).

Oncidium kautskyi Pabst - (UEC 103.080).

* Van den Dool B, Kraz. P. D.. T, 1963, Journal of Chromatography, 11, 463,

173



Oncidium truncatum Pabst - (UEC 109.102).

Oncidium hookeri Rolfe - (UEC 94.340), (UEC 95.262), (UEC
100.560), (UEC 100.910).

Oncidium longicornu Mutel - (UEC 100.124), (UEC 100.765).

Oncidium welterii Pabst - (UEC 100.127).

Oncidium trulliferum Lindl. - (UEC 98.278).

Zygostates lunata Lindl - (UEC 103.092).

Phymatidium tillandsioides Barb. Rodr. - (UEC).

Ornithophora radicans {(Rchb.f) Garay & Pabst - (UEC 100.863),
(UEC 100.496).

Baptisionia echinata Barb. Rodr. - (UEC 99.183).

Oncidium widgrenii Lindl. — (UEC 103.625), (UEC 94.139).

Oncidiun longipes Lindl. & Paxt. - (UEC 95.093).

Oncidium macropetalum Lindl. - (UEC 98.005).

Oncidium cogniauxianum Schit. - (UEC 103.073).

Oncidium ciliatum Lindl. - (UEC 98.276).

Oncidium sarcodes Lindl. - (UEC 93.953).

Oncidium praetextum Rchb.f - (UEC 100.916), (UEC 100.118), (UEC
95.097).

Oncidium forbesii Hook. - (UEC 100.016), (UEC 100.351).

Oncidium warmingii Rchb.f. - (UEC 100.911), (UEC 100.452).

Oncidium varicosum Landl. - (UEC 125.832).

Oncidium flexuosum Sims - (UEC 93.537), (UEC 94.620).

Oncidium onustum Lindl. — (UEC 103.075).

Oncidium divaricatum Lindl. - (UEC 103.308).

Oncidium phymatochilum Lindl. - (UEC 93.147), (UEC 103.607).

Oncidium pulvinatum Lindl. - (UEC 103.087).
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Oncidium harrisonianumi Lindl - (UEC 103.091), (UEC 94.319).
Oncidium hydrophylum Barb. Rodr. - (UEC 100.126)
Rodrigueziella gomesoides - (UEC 94.554).

Gomesa laxiflora Klotzsch ex Rehb £, - (UEC 103.076).

Gomesa crispa Klotzsch ex Rchb.f - (UEC 99.191), (UEC 98.007).
Gomesa recurva R Br. - {UEC 109.105).

(romesa sessilis Barb. Rodr - (UEC 103.083).

Lockhartia funifera Rchb.f. - (UEC 103.093), (UEC 79.933).
Miltonia spectabilis Lindl. - (UEC 103.077).

Rodriguezia venusta Rchb £ - (UEC 103.074).

5.2  Obtencdo dos dleos e exsudados florais —
Estruturas Elaidforas

A coleta dos oleos das estruturas florais, elaidforos, foi realizada com o
auxilio de mucroscopio, utiizando pequenos tubos capilares que foram
miroduzidos nos pontos onde os oleos eram exudados. Também foi possivel
coletar estes Oleos com a introducdo de pequenas tiras de papel de filtro
previamente tratados em soxhlet (acetato de etila). Em seguida os 6leos foram
extraidos com acetato de etila e concentrados sob fluxo de nitrogénio. O
acetato de etila utilizado foi previamente tratado com solugdo de bicarbonato
de sodio e bidestilado. As amostras assim obtidas foram mantidas sob
refrigeracdo até o momento da andlise. Em razfo das baixas quantidades de
material coletado o método escolhido para identificacdo dos constituintes foi

Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.
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5.3  Obtencao dos extratos dos calos e das demais

partes das flores

Os calos das flores foram separados das demais partes das florais e
ambos foram extraidos com acetato de etila (2 min} ¢ em seguida foram
analisados por CG/EM.

Para observar o perfil de agucar do calo floral e das demais partes
florais de Oncidium flexuosum foi utilizado uma mistura de acetato de
gtila:metanocl (1:1). O solvente foi evaporado sob fluxo de N, Os extratos

obtidos foram sililados seguindo o procedimento descrito abaixo.

5.4  Procedimento geral para reacao de sililacao

Em um frasco contendo 0,1 mg de dleo floral foram adicionados 10 pl
de BSTFA [N, O-Bis (trimetilsihiftrifluoroacetamida] ¢ 20 ul de piridina
seca. Em seguida o frasco foi lacrada ¢ mantida a temperatura ambiente por 1

hora. Apos este periodo esta mustura foi analisada por CG/EM.

5.5  Procedimento geral para reacdo de acetilagdo

Em um frasco contendo 1 mg de 6leo floral foram adicionados 200 pl.
de piridina seca e 50 puL de anidndo acético. A mistura reacional permaneceu

em um frasco lacrado a temperatura ambiente por 24 horas. A reacfio foi
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acidicionado acetato de etila e esta mustura foi lavada com solug8o aguosa de

sulfato ciliprico para remog¢do da piridina. O extrato obtido foi secado com

sulfato de sédio anidro e o solvente foi removido em rotaevaporador,

5.6 Isolamento e identificacdc dos produtos

naturais

5.6.1 Isolamento do (2R, 3'R, 7'R)-1-acetil-2-(3,7'-
diacetoxi-eicosanoil }-glicerol — oncidinol 1 -

Ornithophora radicans

O 0
HO
™3 o )K )J\

iille]
I

As flores de Ornithophora radicans foram coletadas no orquidario da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Piracicaba-SP) em fevereiro
de 2003. 21,3g de fiores frescas foram maceradas com acetato de etila e Jogo
em seguida o extrato de acetato de etila obtido foi filtrado e concentrado em
evaporador rotativo produzindo 1,8 g de extrato. O extrato foi purificado em
cohma de silica gel eluida com hexano/acetato de etila/trietilamina (1:1:0.01).

A trietilamina foi adicionada ao sistema eluente para diminuir a acidez da
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silica e evitar assim a isomerizagio de 1,2-diacilglicerdis para 1,3-
diacilglicerdis. Desta coluna foram obtidas 210 mg de uma mistura de
compostos cujos dados espectroscopicos de RMN de 'H e de °C ¢ de
cromatografia gasosa revelaram que a mistura era composta majoritariamente
(aproximadamente $0%) de um dmico diacilglicerol. FEsta mistura foi
caracterizada por dados espectroscépicos.

Propriedades fisicas: 6leo incolor

ESMS- MH" 545 (massa molecular — 544)

IV (filme) vinex o’ : 3462, 2925, 2854, 1740, 1242 cm-!

RMN de 'H (500 MHz CDCls) 8: 0,88 (¢, 3H, F7=6,59, H-20"), 1,25 (m,
20H, H-9'-19'), 1,25 (m, 1H, H-5"), 1,36 (m, 1H, H-5"), 1,52 (m, 4H, H-6"-
7), 1,63 (m, 2H, H-4"), (2,04 (s, 3H, CH;CO-C-3"), 2,05 (s, 3H, CH;CO -C-
7°), 2,08 (s, 3H, CH;CO-C-1), 2,56 (dd, J=4,76, 15,3 Hz, 1H, H-2"), 2,63 (dd,
J=7,69, 15,3 Hz, 1H, H-2"), 3,74 (m, 2H, H-3), 4,20 (dd, J=4,38, 12,08 Hz,
1H, H-1), 4,30 (dd, J=5,86, 12,08 Hz, 1H, H-1), 4,84 (m, 1H, H-7), 5,08 (m,
iH, H-2), 5,20 (m, 1H, H-3").

RMN de °C (125 MHz; CDCls) 8: 14,1 (1CHs, C-20"), 20,7 (1CHs,
CHCO-Cl), 20,9 (ICH,, C-57), 21,0 (I1CH; CH;CO-C77), 21,2 (ICH;,
CH3CO-C37), 22,6 (1CH,, C-197), 23,3 (1CH», C-97), 29,7 (7CH,, C-10°-17"),
31,9 (CHz, C-187), 33,7 (ICH,, C-67), 33,9 (1CHy, C-47), 34,1, (1CH;, C-8"),
61,2 (1CH,, C-3), 62,1 (1CH,, C-1), 70,2 (ICH, C-37), 72,7 (1CH, C-2), 73,8
(ICH, C-7), 1697 (Cq, C-17), 170,5 {Cq, CO-C-1), 170,6 (C,, CO-C-7),
170,8 (Cg, CO-C-37).
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5.6.1.1  Obtencio do composto (2R, 3R, 7'R)-1-acetil-2-(3",7 -

diacetoxi-eicosanoil)-3-t-butildimetiisilil - glicerol 3

3
A uma solucdo da mistura de 1 e 2 (180 mg em 0.5 mL de CH,Cly)

foram adicionados sequecialmente 30 pl de trietilamina, 4-dumetilamino
piridina (0.3 mg, 0.02 mmol} e cloreto de rbutildimetisilano (34 mg, 0.25
mmol}. A mistura reacional foi agitada durante 2 horas. A reacfio fo1 tfratada
com salmora e extraida com acetato de etila. A fase orgénica foi secada com
sulfato de sddio e em seguida concentrada em evaporador rotativo obtendo-se
assim 160 mg de extrato bruto. Este extrate foi purificado em coluna de silica
gel eluida com hexano/acetato de etila {1:1). Obtendo-se 11 mg do composto

3 ¢ 120 mg do composto 2

Propriedades fisicas: dleo mcolor

oPs0 = +16.5 [c. 2,0 (mg/mL), CHCL3]

Dicroismo circular: Efeito Contton positivo

RMN de 'H (300 MHz; CDCl;) 8: 5,14 (m, 1H, H-2), 5,00 (m, 1H, H-
37,4,78 (m, 1H, H-7"),4,27 (dd, J=8,4, 11,9; 1H, H-3), 4.08 (dd, J=3,9, 11.9;
18, H-3), 3,65 (4, J=5,1, 2H, H-1), 2,52 (m, 2H, H-2), 2.01 (s, 3H, CH>CO-
C7), 1.98 (s, 3H, CHCO-C3"), 1.97 (s, 3H, CH3CO-C77), 1,55 (m, H4),
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1,46 (m. H-5"-H-6"), 1,25 (m, H-7" - H-19"), 0,82 (m, H-20" E CH; do i~
butildimetilsilano),

RMN de "°C (75,45 MHz, CDCL): 5: 170,65 (CO}, 170.43(C0), 170,02
(CO), 73,97 (CH, C-7°), 72.21 (CH, C-2), 70,09 (CH, C-3), 62,63 (CH, C-1),
61,32 (CH, C-3), 39,13 (CH, C-2'), 34,22 (CHa, C-8), 3391 (CH,, C-4"),
33,84 (CHz, C-67), 32,01 (CHy, C-187), 29,75 (CH,, C-14-C-167), 29,69
(CHy, C-12-13), 29,64 (CHy, C-117), 29,46 (CH,, C-10"), 25,87 (CHa, C-6'),
25,85 (CHz, C-9), 22,81 (CHa, C-17°), 21,36 (CH,, C-6"), 21,14 (CH,, C-6"),
21,08 (CHy, C-6), 20,89 (CHa, C-5), 14,26 (CHj, C-20"),

Propriedades fisicas: dleo incolor

IV (filme) Ve om™ : 3462,56, 2925,09, 2854,26, 1740,57, 124279 cm-

RMN de 'H (300 MHz; CDCk) 8: 5,24 (m, 1H, H-3"), 4,85 (m, 1H, H-
79, 4,11 (m, 5H, H-1, H-2, H-3), 2,60 (m, 2H, H-2"), 2,10 (s, 3H, CH;CO-
CI), 2,05 (s, 3H, CH;CO-C3"), 2,04 (s, 3H, CH;CO-C7), 1,62 (m, H-4"),
1.53 (m, H-5", H-6"), 1.25 (m, H-7" - H-19"), 0.88 (t, J=6.7, 3H, H-20").

RMN de “C (125 MHz; CDCly) 8: 14,34 (C-207), 21,02 (CH5CO),
21,18 (CH,, C-57), 21,29 (CH;CO), 21,46 (CH3CO), 22,91 (CH,, C-19),
25,54 (CHa, C-97), 29,58 (CH,, C-107), 29,74(CH,, C-11°), 29,76 (CH,, C-
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127), 29,80 (CH,, C-13"), 29,87 (2CH,, C-14'-15"), 29.91 (2CH,, C-16"-17")
32,14 (CH,, C-18"), 33,96 (CH,, C-6'), 34,18 (CH,, C4"), 34,36 (CH,, C-8"),
39,78 (CHa, C-2), 6527 (CH, C-1 ou C-3), 65,90 (CHz, C-1 ou C-3), 68,01
(CH, C-2). 70,56 (CH, C-3"), 74,11 (CH, C-7"), 170,46 (C,, CO), 171,11 (C,,
CO), 171,21 (Cy, CO), 171,31 (Cy, CO).

5.6.1.2 Obtencéo dos ésteres de R ¢ S- Mosher 6a e 6b

6a R-(S}-MTPA
6b R-(R)-MTPA

A uma solugfo de 2 (9 mg, 0.0165 mmols) em CH,Cl (3mL) a 0 °C,
foram adicionados o &cido S-(-)-a-metoxi-¢t-(trifluormetil)fenilacético (10
mg, 0.042 mmois), 4-dimetilamminopinidina (4 mg, 0,032 mmol ) e o
hexadiciclocarbodimida ( 8,7 mg 0,042 ), sequenciaimente. Ap6s 5 minutos o
banho de gelo foi removido e a mustura foi agitada sobre refluxo (temperatura
40 °C) e sob atmosfera de Nz por 5 horas. A reacdo filtrada em uma coluna de
silica gel eluida com CH,Cl,. Desta forma foi obtido o éster derivado do S-
Mosher, $a (9,5 mg) 71.6% de rendimento. O mesmo procediemio foi
utilizado para obtengéio do éster de R-Mosher, 6b (9 mg), 67,8%. Ambos na

forma de um dleo meolor.,
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Composto 6a

RMN de 'H (500 MHz; CDCls) 8: 0,88 (¢, J=7,02 Hz, 3H, H-20"), 125
(m, H9"-197), 1,52 (m, H-5), 1,60 (m, H-6'¢ H-7), 1,69 (m, H-4"), 2,01 (s,
3H, CH;CO-C37), 2,04(s, 3H, CH;C0-CT"), 2,06(s, 3H, CH;CO-C1), 2,48 (m,
2H, H-2), 3,56 (s, 3H, CH3O-MTPA), 4,14 (dd, J=7.3, 12,2 Hz, 1H, H-1),
4,33 (dd, J=6,4, 12,2 He, 1H, H-1), 4,18 (dd, J= 3,35, 12,2, 1H, H-3), 4,41 (dd,
J=39, 12,2 Hz, iH, H-3), 4,85 (m, 1H, H-7"), 5,15 (m, 1H, H-3"), 5,53 (m,
1H, H-2},7.41 ¢ 7,54 (m, 5H, aromaéticos - MTPA).

RMN de “C (125 MHz; CDCh) &: 14,10 (CHs-C20"), 20,53 (CH:CO),
2091 (CH,, C-57, 20,96 (CH;CO), 21,21 (CH;CO), 22.66 (CH, C-197),
25,28 (CHy, C-97), 29.33 (1CH,, C-10"), 29,49 {ICH,, C-117), 29,51 (1CH,,
C-127), 29,55 (ICHa, C-137), 29,62 (2CH,, C-14-15"), 29,64 (1CH,, C-16"),
29,66(1CH,, C-177), 31,89 (1CH,, C-18"), 34,08 (1CH,, C-87), 33,70 (1CHa,
C-6"), 33,63 (1CH,, C-4"), 38,54 (1CH,, C-27), 55,39, (1CHs, CH;0-MTPA),
61,97 (2CH,, C-1 e C-3), 69.95 (1CH, C-3°), 71,17 (1CH, C-2), 73,89 (ICH,
C-77), 80,5(CF3), 121,97 (Cq, MTPA), 12427 (Cq, MTPA), 1273, 1284,
1297 ¢ 131.9 (aromaticos-MTPA), 165,89 (CO, MTPA), 169,73 (1C,, CO-
C1"), 170,19 (1C;, COCH;), 176,33 (1C,, COCH3), 170,90 (1C,, CO CHs),

Composto 6b

RMN de 'H (500 MHz; CDCl) 8: 0,88 (t, J=6.6 Hz, 3H, H-20"), 125
(m, H-9-197), 1,50 (m, H-3"), 1,59 (m, H-6'¢ H-7"), 1,65 (m, H-4"), 1.99 (s,
3H, CH;CC-C1), 2.01(s, 3H, CH3;CO-C3", 2,03(s, 3H, CH;CO-C7"), 2,54 (m,
2H, H-2"), 3,56 (s, 3H, CH;0-MTPA), 4,41 (dd, J=4,04, 12,0 Hz, 1H, H-1),
4,20 (dd, J=3,66, 12,0 Hz, 1H, H-1), 4,32(dd, J=6,9, 12,08 Hz, 1H, H-3), 4,11
(dd, J= 3,66, 12,07, 1H, H-3), 4,83 (m, 1H, H-7"), 5,16 (m, 1H, H-3"), 5,55
(m, 1H, H-2), 7,40 ¢ 7.52 {m, 5H, aromaticos - MTPA).

182



RMN de C (125 MHz; CDCl) 8: 14,11 (CH;-C20"), 20,44 (CH;CO),
20,94 (CHa, C-5), 20,96 (CH5CO), 2121 (CH;CO), 22,67 (CHy, C-197),
25,29 (CHa, C-97), 2933 (ICH,, C-107), 29,50 (1CH,, C-117), 29,52 (1CH,,
C-127), 29,57 (1CHy, C-13), 29,63 (2CH,, C-14-15") , 29,65 (1CH,, C-16"),
29,67(1CH,, C-177), 31,90 (1CHy, C-187), 34,09 (1CH,, C-8"), 33,74 (1CH,,
C-6"), 33,71 (1CHa, C-4"), 38,69 (1CHa, C-27), 55,44 (1CHs, CH;O-MTPA),
61,76 (1CH,, C-1), 62,25 (1CH,, C-3), 69,95 (1CH, C-3"), 71,17 (1CH, C-2),
73,89 (1CH, C-7°), 121,97 (Cq, MTPA), 124,27 (Cq, MTPA), 1273, 128.5,
129,8 e 131,9 (arométicos-MTPA), 165,89 (CO, MTPA), 169,73 (CO), 170,20
(CO), 170,34 (CO), 170,90 (CO).

5.6.1.3  Obtenclio do (3R,7R)-3,7- diidroxi-eicosanoato de

metila 8
o OH OH
Il H =
\0/1\/55\/\/7\/\(%12)3 P
8

A uma solucdo do composto 2 (0,050 g, 0.09immol) em
THF/H.O/MeOH (3:1:1, 3,2 mL) a 0 °C foi adicionado LiOH.H2O (51 mg,
1,22 mmol). Apods a adigdo do hidréxido de litio o banho de gelo foi removido
e a mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por 18 horas. A
mistura reacional foi adicionado cloroférmio e esta foi adicionada uma

solucdo de 4cido acético 70 % até pH = 7. A fase orginica foi extraida com
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cloroformio e concentrada em evaporador rotativo obtendo-se 27,6 mg do
extrato bruto da reagdo. O extrato foi metilado com diazometano e em seguida
purificado em coluna de silica gel eluida com hexano/acetato (1:1) obtendo-se
11,8 mg do composic § com 36 % de rendimento.

Propriedades fisicas: sélido branco

EM (70 eV): m/z 358 (ion molecular nfo observado), 340 (2 %), 322 (2
%), 267 (10 %), 157 (100 %), 128 (78 %), 103 (36 %) e 43 (34 %).

RIMN de "H (300 MHz: CDClL)$:4,02¢ _ m, 1H,H-3),3,71 (s, 3H,
CH30j, 3,60 (m, 1H, H-6), 2,53 (dd, /=3,3, 16,5 Hz; 1H, H-2), 2,42 (dd,
J=8,4, 16,5 Hz; 1H, H-2), 1,56 (m, H-4), 1,43 (m, H-5 e H-6), 1,25 (m, H-7 -
H-19), 0,88 (t, J=6,2, 3H, H-20)

3.6.1.4  Obtencéio do mono-ester do (5)- ¢ (R)-MTPA %9a e 9b -

Derivados do Oncidinol

]
e
i
Hife]
A

S (CHYe”

9a R-(S)}-MTPA
9b R-(R)-MTPA

A uma soluglo de 8 (5 mg, 0.022 mmols) em CHyClL (2 mL) 2 0 °C,
foram adicionados o 4acido S-(-)-o-metoxi-a-(trifluormetil)-fenilacético (4.5
mg, 0,022 mmols), 4-dimetilaminopiridina (I mg, 0.0081 mmol} e o
hexadiciclocarbodimida (4.5 mg, 0.022 mmol), sequencialmente. Apos 10
minutos o banho de gelo foi removido e a mistura foi agitada a temperatura
ambiente e sob atmosfera de N; por 24 horas. A reacdo filirada em uma coluna

de silica gel eluida com hexana/acetato de etila (8:1). Desta forma foi obtido o
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mono-¢ster derivado do S-Mosher, 9a (1.1 mg) 13,6 de rendimento e obtendo-
se 3 mg do material de partida. O mesmo procediemto foi utilizado para
obtencio do mono-éster de R-Mosher 9b.

Composto %a

Propriedades fisicas: 6leo incolor

RMN de 'H (500 MHz;, CDCL) &: 0,87 (t, 3H, J=6,41 Hz, H-20), 1,26
(m, 20H, H-9-H-19), 1,54 (m, 8H, H-4, H-5, H-6, H-8- sinal sobreposto pelo
sinal da 4gua), 2,34 (dd, 1H, 7=89, 16,5 Hz, H-2), 2,42 (dd, 1H, J=3,05, 16,5
Hz, H-2}, 3,72 (s, 3H, CH:0), 3,56 (s, 3H, CH30-MTPA) 3,88 (m, 1H, H-3),
5,09 (m, IH, H-7), 7,39 (m, 3H, aromséticos - MTPA), 7,55 (m, 2ZH,
aromaticos —~ MTPA),

Composto 9b

Propriedades fisicas: oleo meolor

RMN de 'H (500 MHz; CDCl) &: 0,88 (1, 3H, J=7,02 Hz, H-20), 1,25
(m, 20H, H-9-H-19), 1,55 (m, 8H, H-4, H-5, H-6, H-8- sinal sobreposto pelo
smal da dgua), 2,40 {dd, 1H, J=8,9, 16,5 Hz, H-2}, 248 (dd, 1H, J= 3,05, 16,5
Hz, H-2), 3,72 {5, 34, CH;0), 3,55 (s, 3H, CH;0-MTPA) 3,97 (m, 1H, H-3),
509 (m, 1H, H-7), 7,52 (m, 3H, aromaticos - MTPA), 7,70 (m, 2H,

aromaticos — MTPA).

5.6.1.5  Obtencao do di-ester (8)- e (R)-MTPA 10ae 10b -

Derivados do Oncidinol

% R R
i

\O /1\/\/\/\/\({3!%2)8 /\//

10a R-(S)-MTPA
10b R-(R)-MTPA

s
e
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A uma solugdo de 8 (2 mg, 0.008 mmols) em CHoClo( 3mL) a 0 °C sob
atmosfera de N;, foram adicionados o acido S-(-}-a~-metoxi-a-(trifluormetil -
fenilacético (8 mg, 0.032 mmols), 4-dimetilaminopiridina (2 mg, 0,016 mmol)
e o hexadiciclocarbodimida (7 mg 0,032 ), sequencialmente. Apds 5 minutos o
banho de gelo foi removido ¢ a mistura foi agitada sobre refluxo {temperatura
40 °C) ¢ sob atmosfera de N; por 24 horas. A reacéo filtrada em uma coluna de
silica gel eluida com CH;Cl. Desta forma foi obtido o di-éster derivado do S-
Mosher, i0a (1,0 mg) 22 % de rendimento. O mesmo procediemto foi
utilizado para obtencio do di-éster do R-Mosher, 18b (1,0 mg).

Composto 10z

Propriedades fisicas: 6leo incolor

RMN de 'H (500 MHz; CDCls) 8: 0,88 (r, 3H, J=6,71, Hz, H-20), 1,26
(m, 205, H-9-H-19), 1,54 (m, 8H, H-4, H-5, H-6, H-8- sinal sobreposto pelo
sinal da aguaj, 2,44 (dd, 1H, J=4,58, 15,87 Hz, H-2}, 2,55 (dd, 1H, J= 824,
15,87 Hz, H-2}, 3,50 (s, 3H, CH;0-MTPA), 3,55 (s, 3H, CH;0-MTPA), 3,59
(s, 3H, CH;0), 5,36 (m, 1H, H-3), 5,04 (m, iH, H-7), 7,40 (m, 4H, aromaticos
-MTPAs) e 7,51 {m, 6H, aromaticos — MTPAs).

Composio 10b

Propriedades fisicas: dleo incolor

RMN de 'H (500 MHz; CDCL) &: 0,88 (¢, 3H, J=7.02 Hz, H-20), 1,26
(m, 20H, H-9-H-19), 1,54 (m, 8H, H-4, H-5, H-6, H-8- sinal sobreposto pelo
smal da agua), 2,55 (dd, 14, J=4.88, 15,87 Hz, H-2), 2,67 (dd, 1H, J= 824,
15,87 Hz, H-2), 3,52 (s, 3H, CH;0-MTPA), 3,53 (s, 3H, CH;0-MTPA), 3,66
(s, 3H, CHs0), 542 (m, 1H, H-3), 496 (m, 1H, H-7), 740 (m, 4H,

aromaticoz-MTPAs) 7,53, {m, 6H, aromaticos-MTPAs).
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(3'R, 7'R)-i-acetil-2-(3 acetoxi,7 -hidroxi-octadecanocil)-glicerol 11 — Oleo

floral de Oncidium pubes

e >

it

G bleo floral de O. pubes foi coletado de 40 flores frescas com papel de
filtro. O oOleo foi extraido do papel com acetato de etila (3 x 1 mL). O solvente
foi evaporado obtendo-se 19 mg de dleo. Este oleo foi imediatamente
analisado por RMN de ElH, B e CG/EM. Sendo identificado composte 11.
Este oleo foi posteriormente purificade levando ao isOmero I-acetil-3-
(3’acetoxi,7 -hidroxi-octadecanoil)-glicerol 12. E este isomero foi utilizado
para determinar a configuragdo dos seus centros assimétricos utilizando a
mesma metodelogia descrita para o Cncidinel 1. Para maiores detathes veja
resultados ¢ discussdes.

Propriedades fisicas — 6leo mcolor

RMN de 'H (500 MHz, CDCls, 8TMS ) 8: 2,59 (m, 2H, H-2"), 5,22 (m,
1H, H-3"), 1.63 (m, 2H, H-4"), 1,39 (m, 1H, H-5"), 1,58 (m, 1H, H-5"),143
(m, 1H, 5-67), 1,49 (m, 1H, H6"), (m, 1H, 7°), 1,43 (m, 2H,, H-8"), 1,25 (m,
H-9- H-177, (.88 {t, /=6,7 Hz, 3H, H-18"), 4,24 (d4d, /=5,2, 11,9 Hz, 1H, H-
1), 4353 (dd, /=43, 11,9 Bz, 1H, H-1), 5,07 (m, 1H, H-2}, 3,72 (dd, J=5,5,
11,9 Hz, 14, H-3), 3,76 (dd, J=5,2, 11,9 Hz, 1H, H-3), 2,09 (s, CH;CO-C3"),
2,1 1(s, CHCO-Ciy
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RMN de 7C (125 MHz, 3CDCly) &: 170,5 (C-17), 39.2 (C-2"), 70,4 (C-
37), 34,1 (C-47), 21,2 (C-57), 36,8 (C-6"), 71,6 (C-7"), 37,6 (C-8"), 25,6 (C-9"),
29,6 (C-107-C-117), 29,7 (12157, 31,9 (C-167), 22,7 (C-17"), 14,1 (C-18),

624 (C-1), 72,31 {C-2), 61,04 (C-3), 170,2 (CH;CO-C1), 170,6 (CH.CO-
C37), 20,9 (CH;CO-C1), 21,0 (CH:CO-C3').

5616 (3'R, 7 'R)-1,3-diacetil-2-(3",7 -diacetoxi-octadecanoil)-
glicerel 12 — Oleo floral de Oncidium pubes
\(O ‘{? ?i
™ ; TN
\;1/9\1/5\0/;"\/3;'\/\/;\/\{0}42)6/\\/

12

U oleo floral (2 mg) de O. pubes foi acetilado & purificado em coluna de
silica gel obtendo-se 0,5 mg do composto 12.

RMN de 'H (300 MHz, CDCls, STMS ) 8: 2,58 (m, 2H, H-2"), 5,19
(m, 1H, F-3"), 1,25 (m, 28H, H-4" - H-17"), 0.88 (t, /=66 Hz, 3H, 18"), 4,13
(m, 2F, H-1, e H-3), 429 (m, 2H, H-1 e H-3), 525 (m, 1H, H-2), 2,08
(QCH;CO-C-1 & CH;CO-C-3), 2,04 (CH5CO-C-3"), 2,03 (CHsCO-C-T),
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5.6.2 Isolamento do 1,3-diacetil-2-(3-acetoxi-
octadecanoil)-glicerol 18 derivado do 6leo floral de

Zigosiates lunata

1
2 |
S /J\/\/\
\!( 77 T ITE e >~
{;5

18

As flores de Zigostates lunaio foram coletadas no orquidario da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Quetroz - Universidade de Sfo Paulo {Sdo
Paulo-SP) em dezembro de 2003. O dleo floral foi coletado de 50 de flores
frescas com papel de filtro. Obtendo-se 12 mg de d0leo. 7 mg deste oleo foi
acetilado com anidrido acético (10 yl) e piridina (0,1 mL). Apds 30 munutos a
reagdo foi tratada com solucdo sulfato de cobre. A mustura foi extraida com
acetato de etila (3 x 5 mL), as fases organicas foram reunidas e concentradas
em rota evaporador rotativo. O residuo (4 mg), obtido apos a evaporagio do
solvents, foi purificado por cromategrafia em coluna de silica gel. Ehundo-se
a coluna cromatogréfica, com wma mistura de hexano/aceiato de etila a 20 %,
obteve-se ¢ !,3-diacetil-2-(3-acetoxi-octadecanoil}-glicerol (1 mg), na forma
de um &leo incolor.

Propriedades fisicas: dleo ncolor

RMN de 'H {500 MHz: CDCl) &: 2,60 (m, 2H, H-2"), 5,20 (m, 1H,
H-39), i,25 {(m, 28H, H-4" - H-17), 0.88 {1, J=6,6 Hz, 3H, 18"}, 4,14 (dd,
J=12,6, 3.8 Hz, 1H, H-1), 4,29 (dd, /=12,0, 9.2 He, 1H, B-1), 5,25 (m, 1H, H-
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2), 4.15 (dd, /=12,0, 5.8 Hz, 1H, H-3), 4,28 (dd, /=120, 9,16 Hz, 1H, H-3),
2.08(2CH;CO-C-1 e CH5CO-C-3), 2,04 (CH;CO-C-3").

RMN de PC (125 MHz; CDCL) 8: 170.3 (1Cy, C-17), 2; 39.09 (1CH,,
C-27), 70,31 (CH. C-37), 33,98 (CH,, C-4"), 25,10 (CH,, C-57), 29,33 (CHa,
C-67), 29.36 (CH,, C-77) 29,52 (CH,, C-8'), 29,61 (CH,, C-9), 2963
(2CH, C-10°-117), 25,67 (3CH,, C-12-157), 31,91; (C-16"), 22,68 (CH,, C-
17, 14.11 (CHs, C-187) 62,18 (CH,, C-1), 69,25 (CH, C-2), 62,18 (CH,,
C-3), 20,66 (CH;, CH;CO-C-1), 20,66 (CHs, CH;CO-C-3), 21,04 (CHs,
CH5CO-C-37}, 169.59 (CH;CO-C-1), 169.59 (CH3CO-C-3), 170.48 (CHCO-
C-3%

3.6.3 Isolamento do 3,4",6-trimetoxi caempferol (santin)

30 das flores de Ornithophora radicans

As flores de Ornithophora radicans foram coletadas no orquidario da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Piracicaba-SP) em fevereiro
de 2003. 21 3g de flores frescas foram maceradas com acetato de etila e logo
em seguida o extrato de acetato de etila obtido foi filtrado e concentrado em
evaporador rotativo produzindo 1,8 g de extrato. O exirato foi purificado em

coluna de silica eluida com hexano/acetate de stila/trietilamina ( 1:1:0.01).
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Desta coluna foram obtidas 30 mg do flavondide 3,4° 6-trimetoxi

caempeferol, também conhecido como santin, que cristalizou em forma de

aguthas.

Propriedades fisicas: sdlido amarelo

EM (70 eV) mvz: fon molecular 344 (100%), 329 (40%), 301 (30%), 283
(28%), 258 (10%), 135 (18%), 69 (18%).

RMNde 'H{300MHz;CDCk) 8:3,81(s,3H, CH:-C3),391 (s,3H,
CHz-C4'), 3.94 (s, 3H, CHx-C8"), 6,52 (s, 1H, H-8), 7,02 ¢ 7.04 (dfi,
I56=9.0, “Ts 53,1, Y55=2,1, 2H, H3" e 5), 8,06 ¢ 8,08 (dA, J5 =90,
o 5=3,1, 75 5=2,1,2H, H-2" ¢ 6'), 12,70 (s, 1H, HO-C5).

RMN de °C (125 MHz, CDCh) 8: 55,1 (1CH;, CH3-C4") , 59,8 (1CH;,
CH;:-C3), 60,3 (1CHs, CH3-C6), 93,8 (1CH, C-8), 105,3 (1C,, C-10), 1138
(2CH, C-3'¢ C-57), 129,8 (2CH, C-2'-C-6), 130,8 (1C,, C-6), 138,0 (1C,, C-
3), 152.6 {iCq, C5), 152,2 (ICy, C-5), 156.1 (1Cq, C-7), 156,5 (1C,, C-2),
161,5 (1C,, C-47), 1780 (1Cq, C-4).
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5.6.4  Byrsonima intermedia - Isolamento do (3R,7R) —
3, 7-diacetoxi-eicosanoato de metila 52 — Derivado do

Acido Birsonico

i
nesit ()
()

L

(g >
SIR-H
52 R - CH,

As flores de Byrsonima intermedia foram coletadas no campus da
Universidade de Sdo Paulo (S3o Paulo-SP) em dezembro de 2003. 50,3g de
flores frescas foram maceradas com acetato de etila e logo em seguida o
extrato de acetato de etila obtido foi filtrado e concentrado em evaporador
rotative produzinde 0,68 ¢ de extrato. O extrato foi metilado com
diazometano e punificado em coluna de silica eluida com hexano/acetato de
etila (1,5:0,5). Desta coluna foram obtidas 35 mg de uma mistura de
compostos cujos dados espectroscopicos de RMN de 'H e de °C e de
cromatografia gasosa revelaram que a mistura era composta majoritariamente
(aproximadamente 90%) de um unico éster metilico. FEsta mistura foi
caracterizada por dados espectroscépicos.

Propriedades fisicas: dleo incolor

(@] = +4.,07{c. 2,0, CHCL)

RMN de "H{500 MHz; CDCly) , 0:3,68(s,3H,H-1"),2,53(dd,.~5,5
and 15,6 Hz, 1H, H-2), 2,58 (dd, /=7.6 aad 15,6 Hz, 1H, H-2), 5,20 (m, 1H,
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H-3), 1,61 (m, H-4), 1,38 (m, 1H, H-5), 1,25 (m, 1H. H-5), 1,53 (m, 2H, H-6),
4,84 (m, 1H, H-7), 1.53 (m, 2H, H-8) 1,25 (m, H-9 a H-21)

RMN de C (125 MHz, CDCk) 8:51,75 (CHa, C-17), 170,36 (CH,, C-
1), 38,89 (CH,, C-2), 70,18 (CH, C-3), 33,70 (CH,, C4), 20,92 (CH,, C-5),
33,75 (CHa. C-6), 73,89 (CH, C-7), 34,04 {CH,, C-8), 25,25 (CH,, C-9), 29,32
(CHa, C-10}, 29,42 (CHa, C-11), 29,54 (2CH,, C-12 e C13), 29,62 (2CH,, C-
14 e C-15), 29,61 (2CH,, C-16 & C-17), 29,53 (CH,, C-18), 29,48 (CH,, C-
19), 31,87 (CH,, C-20), 22,64 (CH,, C-21), 14,07 (CHs, C-22), 170,76
(COCH3~ C3), 21,16 (COCH; ~ C3)

TV (filme) Ve, et 0 2923, 2852, 1740, 1458, 1430, 1241, 1022 em™:;

EM-AR: Encontrada 470,360 (calculada 470,360); 378,343 (16 %),
350,313 (36 %), 137.078 (100 %) , 128,677 (43 %).

5.6.4.1 Obtencéio do acide (3R, 7R)-3,7-diidroxi-docosanoato

de metilas — Composto 53

o oH o
i H H
. 0/1\//3\/\/7\/\\(0}_;2}1 O/\/
£3

A uvma solugdc do 3,7- diacetoxi-docasanocato de metila (30 mg, 0,06
mmol) em  THF/H,OMeOH (12:04:04 ml) &2 0 °C foi adicionado
LiOH.H-0O {7.56 mg, §,18 munol}. Apds & adi¢do do hidroxido de litio o banho
de geic foi removido e a mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente
por 1% horas. A misture reacional foi adicionade cloroférmio e em seguida foi

adicionada solugdo de dcido acético & 70% até pH = 7. A fase orgénica foi
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extraida com cloroformio e concenwrada em evaporador rotativo o extrato
bruto da reagdc fot metilado com diazometanc e em seguida purificado em
coluna de silica gel eluida com hexano/acetato (1:1) obtendo-se 10,6 mg com
rendimento de 46 % na forma de um sélido branco amorfo.

Propriedades {isicas: solido branco

EM (70 eV): m/z 386 (ion molecular nio observado), 368 (2 %), 350 (2
%), 295 {10 %), 137 {100 %), 128 (78 %), 103 (36 %) e 43 (34 %).

RMN de 'H (300 MHz; CDCly) 8 4,03 (m, 1H, H-3), 3,71 (s, 3H,
CH;0), 3,60 {m, 1H, 5-7), 2,97 {sl, iH, OH-3), 2,52 (dd, J=3,30 and 1648,
TH, H-2) 2,42 {dd, =879 ¢ 16,48, 1H, 5-2), 1,40 {m, 6H, H4, H-6 ¢ H-8)
1,30 (oo, 2K H-53, 125 (m, 24H, BE-S-H-21), £,87 (1, J =6.23 Hz, 3H, H-22).

RMIN de “C (75 MHz; CDClz) 6: 14,26 (C-22), 21,60 (C-5), 22,81 {C-
21), 25,79 {(-9), 29,47 (C-10), 29,80 (C-11-C-19), 32,03 (C-20), 37,64 (C-8),
37,21 (C-63, 36,47 (T4, 41,13 {C-2), 51,82 {CH;0), 67,31 (C-3), 71,86 (C-
7y, 173,23 {C-1).

5.6.4.2  Procedimento para a obtencio dos ésteresde R e S-

Wiosher 34a, 545, 55a e 55b derivados do dcido birsénico

o
1 i

1N \/\/\//\\/‘\(% PNy
S4a, R:-H, Rp-($3-MTPA
54b, Ro-H, Ro(7)-MTP4A
852 Ri~(&-MTPA, Ry (S-MTPA
85b Ry~-(R)-MTPA, Ro-{R-MTPA

)

Ry OR,
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Pera obtengfc dos derivados 54a | 54b, 552 ¢ 55b foi utilizada a mesma

metodologia descrita anteriormente para obtengio dos derivados do Oncidinol
92, 9b, 102 ¢ 10b. Como eles apresentam a mesma configuracio os especiros

£ Iy T o T 3o -
de RMN de "H tambem sio idénticos.

5.6.5  Ninho de Tetrapedia diversipes — Acido 3,7-
diiaroxi-eicosanoico 56 e acido 3,7 — diidroxi-

docosandico 58

oy

‘ E

2 O/]"\/;\/\/—!\/\@Hz)n /\/

oH OH
1

56 R-H, n=8
57 R-wvie, n=8
58 R-H, n=10

59 R-Me, n=10

O nicho da abelha Tetrapedia diversipis foi coletado assim que a fémea
terminou de prepard-lo pela Dra. Isabel Alves dos Santos no campus da
Universidade de S3c Paule em S0 Paulo em fevereiro de 2001. A massa
alimentar {79 mg} de uma célula {¢ ninho de apenas uma larva) foi extraida
por extraco & fric com metanoi durante 72 horas. Em seguida, o extrato
metandlice foi concentrado a vacus em evaporador rotativo obtendo-se assim
34 mg de extrato da massa alimentar. A analise deste extrato por CCD eluida
com acetaic de etilz:hiexanc {8:2) revelou que ele é composto por substincias

poiares. Desta forma a fase metandiica metiiada com diazometano e em
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seguida solubilizada em acetato de etila. Obtendo-se 3,0 mg de extrato de
acetato de etila. Esta fracdo foi analisada por CG/EM. Em seguida a fracéo foi
punificada em coluna de silica gel levando a 1 mg de uma mistura de
composio contendo o5 compostos 57 e 39,

Propriedades fisicas: s6lido branco

Composto 57 - EM (70 eV): m/z 358 (ion molecular nfio observado),
340 (2 %), 322 (2 %), 267 (10 %), 137 (100 %), 128 (78 %), 103 (36 %) e 43
(34 %),

Composto 59 EM (70 eV): mv/z 386 (fon molecular ndo observado), 368
{2 %), 356 {2 %, 295 {10 %), 157 {100 %), 128 (78 %), 103 (36 %) e 43 (34
%)

Cormpostos 57 ¢ 59

RMN de 'H (300 MHz; CDCk) &: 4,02 (m, 1H, H-3), 3,78 (s, 3H,
CrC), 3,59 (m, 10, H-7}, 2,97 (si, 1H, CH-3), 2,04 (s}, I1H, OH-7), 2,53 (dd,
J=3,30 and 16,48, 1H, H-2) 2,42 {dd, ]=8,79 ¢ 16,48, 1H, H-2), 1.47 (m, 6H,
H-4, B-6 e H-8) 147 (m, 2K, B-5}, 1,25 (m, 24H, H-9 a H-19 ou H-9-H-21),
0,87 (t,/=7,0 Hz, 3H, H-18 ou H-22;

RMN de C (75 MHz; CDCL) §: 14,12 (C-18 ou C-22), 21,46 (C-3),
22,68{C-21), 23,65 (T-9), 29,35 (C-10), 29,68 (C-11 2 C-17 ou 4 19), 31,91
(C-18, ou C-29), 27.09 (C-8), 37,32 {C-6), 36,22 (C-4), 41,13 (C-2), 51,82
(CH30), 67,86 (C-33, 71,80 (C-7), 173,23 {C-1).
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5.6.6 Cualceolaria x herbeohybrida — 1-acetil-2- (3'-

acetoxi-hexadecanoil}-glicerol 60

O

™3 g o

| | |
o 2 : E

6¢ R-H
&1 R- COCH;

As plantes de Calceolaria x ferbeohibrida foram compradas em uma
floricultura no Distrito de Barfo Geraldo — Campinas — SP. As flores (87g)
foram extraidas com acetato de etila (300 mL) a frio por 1 hora. O solvente foi
removido em evaporador rotativo obfendo-se 143 mg de extrato. Deste
extrato, 98 mg formm purificadas em coluna de silica gel eluida com
hexano:acetato de etila (7:3) obtendo-se 6,1 mg de 60. O restante do extrato
bruto (45 mg) foi acetilado e apds purificacdo foi obtide 1,1 mg do produto
acetilads 61

Cormposio 53

RMM de 'H (300 MHz: CDCly) 8: 2,36 (m, 24, H-27), 5.21 (m, 1H, H-
37, 155 (e, 2H, H-473, 1,25 (m, H-3" 2 H-187), 0,87 (¢, J=6,22, 3H, H-16"),

421 idd, J=5.49, 125, 1H, H-13, 429 (dd, 1=4.39, 12,0, 1H, H-1), 5,07 (m,
1H, H-27, 3,73 (m, 28, H-3), 2,07 (s, 3H, COCH;-C1), 2,05 (s, 3H, COCH;-

C37).

RMN de PC (75 MUz CDCL) 8 170.9 {17, 39.6 (27, 70.7 (37)., 34,3

(47, 25,0057, 252 187e 773, 294 (82 97y, 28,6 (167117, 29,5 (127-137), 31,9
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(147, 22,7 (157, 14,1 (167, 62,2 (1), 72,8 (2. 61,3 (3), 170.9 (COCHs-C1),
20,7 (COCH3-C1), 170,1 (COCH;-C37), 21,1 (COCH;-C3).

Composio 61

FMN de 'H (300 MHz: CDClz) &: 2,5%(m, 2H, H-2"}, 5,20 (m, 1H, H-
3%, 1,57 {m, ZH, H-4") (sobreposto pelo sinal de H,0), 1,25 {m, H-5" a H-
157), 0,88{t, J=59, 3H-16"), 4,14 (m, 1H, -1 ¢ H-3), 428 (m, 1H, H-1 e H-3),
5,26 (. 15, H-2), 2,47 (s, 6H, COCH;-Cl e C-23, 2,03 (s, 3H, COCH;-C3").

5.7  Sintese de padroes

5.7 Jsiencdo do oleoato de benzila 47

(CH)sH

A uma sclugio do alcool benzilico (200 mg, 1.85 mmols) em

diclorometano {5 mb), a2 0°C sob atmosfera de nitrogénio adicionou-se acido

%

oléicc (574 mg, 2.03 mmols) e guantidade catalitica de 4-dimetilamino-

piridine,  DMAP, {25  mg). A sclucdo  adicionou-se 13-
diciclohexiicarbodiimida - DCC (418 mg, 2,03 mmol) sob agitacdo.
Imediatamente depois da adicBio de DCC uma suspensfio branca de DCC

hidratzao, dicicloexiinréia, DCU, se forma. Depois de 24 horas a temperatura
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ambienie, {ltrou-se & mistura reacional através de celite e o filrado for

evapcrado a vacuo em evaporador rotativo. G residus foi purificado por

cromsatografia em ccoluna de silica gel Eluindo-se a coluna cromatografica,

comn uma mistura d2 hexano/acetato de enila z 209%, obteve-se ¢ oleoato de

benzila {49% mg, 7Z ¥ de rendimento), na forma de um dleo mcolor,

Propricdades fisicas: dleo mncolor
IV (filime) vy oy 1 2925, 2854, 1704, 1456, 1164,
RMN de 'H (300 MHz; CDCL) 8: 0.88 (3H, 1, J=6,9 Hz, H-18"), 127 (20H,

m, H-3", H-4', 3-3", H-6', H-7", H-127,

WL
Lad

-137, H-147, H-15" ¢ H-16"), 1,64
(2H, v, H-177, 2,00 (41, m, H-8" ¢ H-117), 2,34 (ZH, t, J=7,5 Hz, H-2"), 5,10

(2H, s, H-73, 533 (ZH, m, £-9" ¢ H-10"}, 7,34 (5L, s, H-1, H-2, H-3, H-4, H-

f.h
=~
-2

{htenclo do octadecanoaro de benzila 48

Eyn um baldo i adicionado o éster, 47 (82 mg, §,23mmol), metanol

(90 ul) e acetatc de etila {110 ul). A esta soluc@o foi adicionado platina sob

carvdo {195 myg, 6,002 mmol). A este baldo foi inseridos uma bexiga com

hidroggnic. A reegfc permaneceu s0b agitagdc por 24 horas a temperatura
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ambiente. For adicionado acetato de etila na reacdo. A mistura reacional foi
filraca sob celite. O filtrade foi evaporado e forneceu 75 mg de material na
forma e cristais brancos, com rendimento de 92%.

IV {fillme) vie om’ : 291943, 284964, 173651, 146305, 138903,
1170,1, 954206 e’

RMN de 'H {300 MHz CD Clz) 0 0,88 (3H, t, /=569 Hz, H-18"), 1,25
{(28H. m, H-3', H-4", H-5", H-¢', H-7', H-%", H-10", H-11", H-12", H-13’, H-
14, 5157, H-16 ¢ H-177), 2,34 (28 1, J=7,7 He, H-27), 5,11 (2H, s, H-7),
7.33 (5%, s, H-1, H-2, H-3 H-4 H-3).

RMN de “C {75.45 MHz, COCl): 80 1474 (CH;, C-187), 22.8 (CH,, C-
167), 25,1 (CH,, C-37), 292(CH,, C-3-C47, 293 (CH,, C-5-C-6"), 294
(CHp, -7 ao C-i1), 29,8 (CH,, C-117 ao C-157), 32,0 (CH,, C-167), 344
(CHp, O-25, 1285 (3CH, -3, C4, C-53, 1289 12CH, C-2 e C-6), 136,5 (1C,,
C-1), 174,60 (iC0O, C-17)

e

7 i

7.3 Obtencdo do 3-hidroxi-eicosanoato de etila 62

(_Jt

> CH
2 TN E\/'}\{C%) H
&2

C alaeido uzlizado ma sintese deste produto foi obtido a partir da
oxidasio ¢o ccradecansl com PFC /fior cromate de piridinium).

Freparaciie d¢ PTC ~ Em um balie de 250 mL foi
adicignade oxido de cromo {18z 5,1mol) ¢ adicionaram-se 18
i de solucdo de acido ﬂu@ndrme {6N). Sobre esta solucio
foi adicionado, durante 5 minutos e a 40°C , 8,1 mL de
pividina, Resfriou-se a 10°C aié formar uma preciptade
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laranja (cerca de 3 horas). Aqueceu-se novamente a 40°C ¢
adicionaram-se 83 g de alumina neutra. Deixou-se sob vicuo
por 1 hora 4 100°C. O equivalente de oxidaciio médic é de
Immol/g.

Preparacic do Octadecanal — Em um balds foi
dissolvide o 4icool (2,5 g, 9 mmol) em 40 mi de
diclorometano e adicionado 9 g de PFC. A reacdo permanecen
sob agitacfio a temperatura ambiente por 5 horas. A mistura
reacional foi filtrada em uma coluna de silica gel eluida com
diclorometano, obtendo-se 960 mg de aldeido puro com
rendimento de 40%.

Em um balfo flambado, sob atmosfera inerte (argdnio) 3 —78 °C foi
adicionado 17,6 mL de THF seco. Diisopropilamina seca foi adicionada gota-
a~gota (6056 uL, 4,2 mmol}. A esta solucio foi adicionado n-butilitic gota-a-
gota (3,0 ml de solucdo em hexanc a 1,35M, 4,2mmol). A mistura
permaneceu sob agitacdo durante 20 minutos & — 78°C. Apds este periodo foi
adicionado uma solugfio de acetato de etila seco 0,5 M, em THF seco (368,8
ul, 3,7 mmol) gota-a-gota. Permaneceu sob agitacio durante 20 minutos 3 —
78°C e a 0 °C por 10 minutos. Voltou-se 3 — 78°C e adicionou-se a mistura
reacional uma solugdo de 0,5 M do octadecanal em THF seco (1000mg, 3,7
mmols) gota a gota. A reacdo permaneceu sob agitacio durante 40 minutos 3 —
78°C e por 10 minutos a 0 °C. Por fim foram adicionadas 50 mL de solucdo
saturada de NH4Cl,q. Fol deixado chegar a temperatura ambiente e extraido
com éter etilico e lavada com solucio saturada de NaCly,,,. A fase orgdnica
foi seca com sulfato de sédic anidro filtrada e evaporada. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel. Eluindo-se a coluna
cromatografica, com uma mistura de hexano/acetato de etila a 20%, obteve-se
o 3-hidroxi-eicosanoato de etila (700 mg, 73 % de rendimento), na forma de

um 6leo incolor.
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Propriedades fisicas: Oleo incolor

IV (filme) Vg, o™ © 3440, 2924, 2853, 1725, 1464 cm™

M de 'H (300 MHz; CDCL) 8: 0,88 (3H, t. /=66 Hz, H-26), 1,32
(28H, m, H-3, H-4, H-5, H-6, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15
e H-16), 2,39 (1H, dd, /=16 Hz ¢ &8 Hz, H-2) 2,50 (1H, dd, =16 Hz ¢ 3.3
Hz, H-2) 2,96 (1H, s, OH), 4,00 (1H, m, H-3) 5,71 (3H, q, /=6,9 Hz, H-2"

RMN de “C (75,45 MHz, CDClLy): & 144 (CHs, C-20), 14,5 (1CH;,
CH;CH0), 23,0 (CH,, C-17), 25,78 (CH,, C-5), 29,10 {(CH,, C-6), 29,67,
(CHy, C-7, C-8, C-9, C-10) 29,90 (CH,, C-11, C-12, C-13, C-14, C-15), 32,2
(1CH;, C-20), 36,80(1CH,, C-4), 41,54 (1CH,, C-2), 60,89 (1CH,, C-2°),
68,27 (CH, C-3).

3.7.4 Obtencio do acido 3-hidroxi-eicosandico 63

e OH
HOM(CH2)17H
63

A uma solucdo do compostoc 62 (100 mg, 0.28 mmol) em
THF/H,O/MeOH (3:1:1, 7,5 mL) & 0 °C foi adicionado LiOH.H,O (47 mg,
1,22 mmol). A mistura reacional foi agitada a temperatura ambiente por 1
hora. A mistura reacional foi adicionado cloroférmic e em seguida foi
neutralizada até pH = 7 com solugio de acido acético a 70%. A fase orgdnica
fol extraida com acetato de etila ¢ concentrada em evaporador rotativo
obtendo-se 87 mg do produto que nfio precisou ser purificado, 95 % de
rendimento.

Forma fisica: Solido branco
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TV (filme) Vo om™ : 3532, 2915, 2848, 1684, 1470.

RMN de 'H (300 MHz; CDCl3) 8: 0,82 (3H, t, /=7,0 Hz, H-20), 1.32
(13 H, m, }1-5, H-6, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15 ¢ H-16),
2,38 (1H, dd, J=16,1 Hz ¢ 8,8 Hz, H-2) 2,49 (1H, dd, /=16,1 Hz e 3,7 Hz, H-
2), 4,10 (1H, m, H-3)

RMN de °C (300 MHz; CDCL) 8: 13,64 (1CHs, C-20), 22,36 (1CH,,
C-19), 25,22 (1CH,, C-5), 29,04, 29,30, 29,37 (12CH,, C-6 a C-17), 31,37
(1CH,, C-18), 36,42 (1CH,, C-4), 41,24 (1 CH,, C-2), 67,78 (ICH, C-3),
174,51 (1C,, C-1).

5.7.5 Obtencio do 4cido 3-acetoxi-eicosandico 64

o

o o/“\
HG/E‘\/J:s\(CH?)wH

64
A uma solugdo do aicool (87 mg, 0,26 mmol) em piridina (0,5 ml),

adicionou-se anidrido acético (0,1 mL), sob agitacfio a temperatura ambiente.
Apo6s 30 minutos a reacfo foi tratada com solugéo sulfato de cobre. A mistura
foi extraida com acetato de etila (3 x 20 mL). As fases orgénicas foram
reunidas ¢ concentradas em evaporador rotativo. Foram obtidos 92 mg do
produto, que ndo precisou ser purificado, com rendimento de 96 %.

Forma fisica: Sélido branco

IV (filme) v cm™ : 2917 2849, 1735, 1707.
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RMN de 'H (300 MHz; CDCL) &: 0,88 (3H, t, J=7,0 Hz, H-20), 1,25
(13H, m, H-5, H-6, H-7, H-9, H-10, H-11, H-12, H-13, H-14, H-15 ¢ H-16),
2,04 (3H, s, CH;), 2,61 (2H, m, H-2) 5,20 (1H, m, H-3).

RMN de °C (300 MHz; CDCL) §: 1422 (1CHs, C-20), 21,18 (1CHs,
CH,CO), 22,78 (1CH,, C-19), 25,21 (1CH,, C-5), 29,43, 29,54, 29,61, 29,77
(12 CH,, C-6 2 C-17), 31,99 (2CH,, C-18 & C-2), 34,04 (1CH,, C-4),

5.7.6  Obtencdo do (28, 3R, 4R)-(2-bromo, 3-hidroxi-

octadecanoil }-4-benzil-2-oxazolidinona 66

,Ji\

Ph

i EIIIIO

{CHa)ygH

Bl
b~

66

A uma solugdo de 1,0 mmol de TiCly (2 mL de CHoClysecy) @ =78 °C
sob atmosfera de argdnio e agitacdo magnética foi adicionada gota-a-gota uma
solugio de oxazolidinona (260 mg, 0,8 mmol) em CHyClyecoy (1,6 mL). A
mistura foi agitada por 15 min formando uma coloragdo laranja. O enolato de
titdnio € formado apés a adicdo de 1,0 mmol de diisopropilamina em ImL de
CH,(l, formando uma coloracfio vermelho escuro. A mistura reacional foi
agitada nesta temperatura por 1 hora, e entfio foi adicidonado uma solugfo de
aldeido 1 mmol (2 mL de CH,Cly) a — 78 °C gota-a-gota. Apés a total adicfio
do aldeido a temperatura foi elevada para 0 °C. A reacdo foi mantida nesta

temperatura sob agitacdo magnstica por 2 horas. A reacdo foi tratada com
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soluglo saturada de NH.Cl, e deixo-se a mistura chegar a temperatura

ambiente. A reacdo foi extraida com ¢ter etilico obtendo-se 0,7 mg de extrato
bruto. OA extrato foi purificadc em coluna de sflica gel eluida com
hexano/acetato de etila/trietilamina (7,5:2,4:0,1). Obtendo-se 0,21 mg do
composto 26 (66 %).

Forma fisica: oleo mcolor

IV (filme) v, cm™ : 3464, 2917, 2850, 1788, 1698, 1697,18, 1393,
1212.

RMN de 'H (300 MHz; CDCl) §: 0,38 (¢, 3H, J=6,94 Hz, H-18), 1,52
(m), 2,8 (dd, 1H, J=13.3, 9,5 Hz, H-53"a), 3,3 (dd, 1H, J=13,3, 9,5, H-3'D),
4,30 (m, 3H, H-2" ¢ H-3"), 394 (m, 1H, OH), 4,71 {m, 1H, H-3), 5.69 (4,
J=3,3, 2H, H-2), 7,27 (m, 5H, aromaticos)

RMN de °C (300 MHz; CDCly) &: 14,19 (CHj, C-18), 22,75 (CH,, C-
17), 25.44 (CH,, C-5), 29,40 (CH,, C-6 ¢ C-7), 29,70 (CH,, C-8 a C-15),
31,97 (CH,, C-16), 34,63 (CH,, C-4), 3791 (CH,, C-4", 50,66 (CH, C-2),
55,69 (CH, C-37), 66,52 (CH,, C-27), 70,61 (CH, C-3), 12745 (CH,
aromatico), 128,92 ¢ 129,244 (4CH, aromaticos).

5.7.7 Obtengdo do 3R-hidroxi-eicosanoato de metila 67

A uma solugdo do composto 66 (66a/66b) (0,008 mg, 0,015 mmol) em
DME (Z mL), foi adicionado quantidade catalitica de AIBN (0,001). A reacfic
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foi agitada a 80 °C durante 5 horas e BusSnH (4,9 pL, 0,018) foram
adicionados. Apos 12 horas foi adicionado 0,2 mL. de solugfio aquosa saturada
de N}L;Ci_ e 0,2 mL de solucdo aquosa 10% de KF. A mistura foi agitada
durante 1 h a temperatura ambiente ¢ foram adicionados 5 mL de Et,O. As
fases foram separadas, a fase aguosa fol extraida com (3 x 3 mL) de ET,O, a
fase orglunica foi seca com NaSO, O solvente foi evaporado sob pressio
reduzida obtendo-se 5,1 mg. O extrato bruto foi utilizado na reacfio seguinte
sem purificagdo prévia. A uma solugo do extrato (5,1 mg, 0,012 mmol) em
THF (0,01 mL) a 0 °C foi adicionado H,O (0,01 mL ), HyOs 50 30 % € uma
soluclio de de LiOH.H;O (Img, 0,024) em 4gua (0,01 mL). A mistura foi
agitado por 5 horas e entfio foi adicionado NaySO; (6,0, 0,048) em agua (0,1
ml) foi adionado ¢ agitado porl6 horas a ta. A fase aquosa foi extrida com
CH.CL (3 x 1 mL). Os extratos combinados foram secos com NaSO, filtrados
¢ o solvente foi removido sob pressfio reduzida obtendo-se a (S)-4-benzil-2-
oxazolidinona (1,6 mg). A fase aquosa foi acidificada até¢ pH=4 com HCl a
IM e extraido com acetato de etila (3 x 3 mL). As fases organicas combinadas
foram secas com NaSO,, filtrado e evaporado em rotaevaporador rotativo. O
residuo metilado com diazometano e purificado por cromatografia em silica
gel empregnada com trietilamina eluida com Hexano/Acetato de etila (9:1)
obtendo-se 1,5 mg do composto 67 com ee de 66 % (33 % de rendimento em

trés etapas).
RMN de 'H 8: 0,88 (7, 3H, J=6,94 Hz), 1,52 (m, 28H), 2,41 (dd, 1H,

1=16.4, 8,79, H-2a), 2,52 (dd, 1H, J=16,4, 3,29, H-2b), 3,54 (s, 3H, CHs), 4,01
(s, 1H, OH)
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5.7.8 Estudos sintéticos visando a sintese de (25)-1,2-

diacilglicerdis

5.7.8.11,2:5,6 — Diisopropilideno-D-manitol 68

68

Tratamento do cloreto de zinco- Em um baldo foi adicionado
19,2 ¢ de cloreto de zinco fimido e aquecido até fundir
sobre bico de Bunsen. O aquecimento foi mantido e com
auxilio de uma linha de vacuo reduziu-se a pressio dentro
do baldoe, observou-se imediatamente a formacio de uma
coloracfio amarelada, neste instante ¢ vacuo foi
interrompido inserindo-se um fluxo de gas seco inerte
(M), ¢ o balfo foi resfriado em dessecador. O cloreto de

zinco foi em seguida utilizadoe na reacio.

A vyma solugfio de cloreto de zinco (19g, 140 mmol ) em acetona (126
mi.} adicionou-se D-manitol (10.8 g, 56,3 mmol) sob atmosfera de nitrogénio,
a 0 °C e deixou-se sob agitagdo por 30 minutos € & temperatura ambiente
durante 20 horas. Em seguida adicionou-se acetato de etila (150 mL) e

solucfo saturada de NaCl (150 mL). A fase aquosa foi extraida com acetato de



etila (3 x 150 mL), ¢ em seguida fase orgénica foi lavada com solucfo de
hidréxido de ambnia a 5% (2 x 100 mL) e tratada com sulfato de s6dio anidro.
A fase orgénica foi evaporada até secar (10,9 g). Ao residuo foi adicionado
gter de petroleo. A mistura foi aquecida até ebulicfio durante 40 minutos. O D-
manitol que nfo reagiu, permaneceu insolavel no éter de petrdleo ¢ foi
removido por filtragio a quente. Com o resfriamento houve cristalizacio em
forma de agulhas bramcas e apds filtragio obtevese o 1.2:56 —
Diisopropilideno-D-manitol cristalino 7,6g, (51.3%).

Forma fisica: Sélido branco

IV (KB1) Viax om” : 3310, 2982, 2938, 1068.

RMN 'H (500 MHz; CDCl5) 8: 1,39 (6H, s, 2CH;s); 1,41 (6H, 5,2 CH3);
2,68 (2H, OH); 3,74 2H,t, J=64Hz H-3 e H-4); 398 (2H, dd, /= 5,6 e84
Hz, H-1" e H-6"); 4,12 (2H, dd, /=58 ¢ 8,1 Hz, H-1 e H-6); 4,18 (2H, ddd,
J1 7125775~ 6,4 Hz, H-2 ¢ H-5)

RMN PC (125 MHz; CDCls) 8: 109.63 (2C, Cy); 76,45 (2C, C-3e C-4);
71,39 (2C, C-2 e C-5); 66,98 (2C, C-1 e C-6); 25,43 (2C, C-7 ¢ C-8); 26,96
(2C,C-T" e C-8)

5.7.82  1,2-(8)-O-Isopropilideno-D-glicerol 69

A uma suspensdo de 1,2:56-diisopropilideno-D-manitol (3,0g, 11.4

mmol) em soluglo aquosa de bicarbonato de sédio (5%, 30 mL), sob agitagio
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vigorosa, a 0°C, adicionou-se 7 mL de solugfio de periodato de sodio (M =2

mol em agua), gola a gota. A agitagBo foi mantida durante uma hora a
tempcratufa ambiente. Em seguida foi adicionado etanol (90 ml) para
precipitar ¢ iodato de sodio, removido do meio reacional por filtracgo.

O filtrado contendo o (2R)-1,2-O-Isopropilideno-gliceraldeido, foi
resfriado a 0°C, tratado com boroidreto de sodio (0,85g, 22,88 mmol) e
mantida sob agitacio durante 2 horas. A mistura reacional foi filtrada e o
filtrado foi concenirado a um volume de aproximadamente 20 ml.. Adicionou-
se cloroformio (20 mL) e o acido acético que foi cautelosamente adicionado, a
0°C com agitacfo, até pHl & Apds 10 minutos, a mistura foi exiraida com
cloroférmio (6 x 20 mL). As fases orgénicas foram reunidas foram evaporados
sob vacuo, fornecendo o élcool bruto (3,7g), o qual foi destilado em aparelho
horizontal do tipo “Kugelrohr” a 60 °C (a pressdio menor que 10 mmHg),
obtendo-se um dlec incolor cujo os dados fisicos € espectrais sfo idénticos aos
i& citados na literatura para o (25)-1,2-O-isopropilideno-D-glicerol (2.1g,
63%).

Forma fisica: Oleo incolor

[a]® = +10.9 (c. 23,4, MeOH) [Lit. [a]® = -10.9 ( c. 1, MeOH),
correspondente ao enantidmero-oposto-(2R)-1,2-O-Isopropilideno-D-glicerol]

TV (filme) Vmey cm™ : 3422, 2988, 2936, 1075.

RMN 'H (500 MHz; CDCL,) 8: 1,38 (3H, s, H-4’), 1,45 (3H, s, H-4),
2,24 (1H,sl, OH), 3,60 (1H, dd, J=35,1 and 11,7 Hz, H-1"), 3,73 (1H, dd, J =
3 7and 11,7 Hz H-1), 3,81 (1H, dd, /=66 ¢ 8,4 Hz H-3"), 4,04 (1H, d4, J =
6.,6¢ 8,1 HzH-3),4,24 (m, 1H, H-2),

RMN PC (125 MHz; CDCL) 3: 26,64 (I1C, C-4%), 25,21 (1C, C-4),
62,95 (1C, C-1), 65,65(1C, C-3), 76,12 (1C, C-2), 109,37 (1C, Cy),




5.7.8.3  Obtencdo do (25)-1,2-isopropilideno-3-benzil-glicerol
70

o
Fh \\/QW
3
70

Uma solucdio do 1,2-isopropilideno-glicerol (1 g, 7.5 mmol) em
THF (seooy foi adicionado gota-a-gota a uma suspensdo de NaH (0.3 g, 12,5
mmol) em 20 mL de THF o). A mistura reacional foi refluxada por 30 min. O
brometo de benzila (I mL, 7,5 mmol) foi adicionado gota-a-gota. A reagio
permaneceu sob refluxc e foi monitorada por CCD. Aproximadamente 1 hora
depois da adic@io todo isopropilideno havia sido consumido. A mistura
reacional foi resfriada até a temperatura ambiente. Foi adicionado H,O
cautelosamente para eliminar o excesso de NaH. A reacfio foi extraida com
cter ¢ solucdic saturada de NaCl. As fases orgdnicas foram reunidas e
concentradas em evaporador rotativo. Obtendo-se 1,2 g de um 6lec incolor
que foi utilizado na reacdo seguinte sem purificagio prévia.

IV (filme) Ve, cm™ : 2987, 2935, 1454, 1380, 1071.

RMN de 'H (300 MHz; CDCls) 8: 1,36 (s, 3H, CHs), 1,42 (s, 3H, CH3),
3,46 (dd, J=9.9, 5,49 Hz, 1H, H-1a), 3,56 (dd, J1=9.9, 5,4 Hz, 1H, H-1b), 3,73
(dd, J= 8,1, 6,2 Hz, 1H, H-3a), 4,05 (dd, J=8,1, 6,2 Hz, 1H, H-3b), 4,30 (g7,
J=5,86 Hz, 1H, H-2), 7,32 (m, 5H, Ar).
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5.7.8.4  Obtencio do (2R)-3-benzil-glicerol 71

oH
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Ao 1.2-isopropilidenocl-3-benzil-glicerol (0,5 g, 2.40 mmol) fo
adicionado 2 ml de solug@o de CH:CO,H a 70 %, a mistura reacional
permaneceu sob agitacfo durante 2 horas. A reacfo foi extraida com éter. As
fases orgénicas foram reunidas e concentradas em rotaevaporador rotativo.
Obtendo-se 242 mg (60%) do 3-benzil-glicerol.

Propriedades fisicas: éleo incolor

IV (filme) vy om” : 3384, 2869, 1454, 1066, 698.

RMN de 'H (300 MHz; CDCL) &: 3,33 (s, 2H, C-1), 3,52 (dd, 1H,
J=11,0, 6,0 Hz, H-1), 3,63 (dd, 1H, J=11,0, 3,9 Hz, H-3), 3,86 (m, 1H, C-2),
7,33 (m, SH, Ar)

RMN de “C (125 MHz; CDCl) 8: 63,91 (CH,, C-1), 70,73 (CH, C-1),
71,55 (CH, C-3), 127,62, 128,28 ¢ 128,82 (CH, aromaticos), 137,46 (C-2").

5.7.8.3  Obtencio do (25)-1-acetil-3-benzil-glicerol 72
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72
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A uma solucdo do alcool 3-benzil-glicerol (200,00 mg, 1,09 mmol) em
piridina (0.2 mL), adicionou-se anidrido acético (112 mg, 1,09 mmol), sob
agitacdo a temperatura ambiente. Ap6s 30 minutos a reacdc foi tratada com
soluglo sulfato de cobre. A mistura fol extraida com acetato de etila (3 x 10
mL), as fases orgénicas foram reunidas e concentradas em rota evaporador
rotativo obtendo-se o 1-acetil 3-benzil-glicerol. O residuo (190 mg), obtido
apos a evaporagdo do solvente, foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel. Eluindo-se a coluna cromatografica, com uma mistura de
hexano/acetato de etila a 20 %, obteve-se o 1-acetil-3-benzil-glicerol (93 mg,
38 % de rendimento), na forma de um Sleo incolor.

Propriedades fisicas: 6leo incolor

IV (filme) v, om™ 1 3426, 1738, 1245, 1096, 1046, 699.

RMN de 'H (300 MHz; CDCly) 6: 2,07 (s, 3H, CHy), 2,58 (sl, OH),
3,52 (dd, 1H, J=11,0, 4,39 Hz, H-1), 4,05 (sl, 1H, H-2), 4,15 (dd, 1H, J=8,1,
4,39 Hz, H-3), 4,35 (s, 2H, CH,), 7,33 {m, 5H, Ar).

5.7.8.6  Obtencéic do (25)-1-acetil-2-hexadecaneil -3-benzil-
glicerol 73

Ph
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73
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A uma solugdo do alcool 73 (30 mg, 0,14 mmels) em diclorometano (1
mL), a 0°C sob atmosfera de nitrogénio adicionou-se 4cido palmitico {53 mg,
0.21 mois) ¢ quantidade catalitica de 4-dimetilaminc-piridina, DMAP, (0,2
mg). A esta solucdo adicionou-se 1,3-diciclohexilcarbodiimida, DCC, (43 mg,
0,21 mmol) sob agitacio. Imediatamente depois da adigiio de DCC uma
suspensfo branca de DCC hidratado, dicicloexiluréia, DCU, se forma. Depois
de 48 horas a temperatura ambiente, filtrou-se a mistura reacional através de
celite ¢ o filtrado foi evaporado a vacuo em evaporador rotativo. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel. Eluindo-se a2 coluna
cromatografica, com uma mistura de hexanofacetato de etila a 20%., obteve-se
o l1-acetl-Z-palmitoil-3-benzil-glicerol (31mg, 50% de rendimento
aproximadamente), na forma de um 6leo incolor.

RMN de 'H (300 MHz; CDCl,) 8: 0,88 (1, 3H, J=6,94 Hz), 1.25 (m,
28H), 2,03 (s, 3H, CHs), 3,58 (4, 2H, J=5,13 Hz, H-3), 4,18 (dd, J=12,0, 6,59
Hz, 1H, H-1), 4,33 (dd, J=12,0, 3,66 Hz, 1H, H-1), 4,53 (m, 2H), 5,23 (m,
1H), 7,31 (m, SH).

RMN de PC (125 MHz; CDCly) 8: 14,22 (C-16"), 20,83 (CH;CO),
22,79 (C-157), 25,06 {C-37), 28,36 (C-47), 29,44, 29,44, 29,57, 29,71, 29,73,
29,78 (C-3°-C-137), 32,00 (C-147) 34,40 (C-2"), 62,96 {(CH,-benzil), 69,953
(CH;0), 70,32 (C-2), 73,30 {CH;0), 127,49 (CH-aromatico) , 128,28 (CH-
aromatico), 170,37 (CQO), 172,86 (CO).



3.7.8.7  Obtencdo do (25)-1-acetil-2-hexadecaneil -glicerol 74
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Em um baldio foi adicionado o éster, 74 (15 mg, 0,032 mmol), metanol
(0,1 mL) ¢ acetato de etila (0,3 mL). A esta solugfio foi adicionada platina sob
carvio ativado (195 mg, 0,002 mmol). A este balfo foi inserida wma bexiga
com hidrogénic. A reaglio permaneceu sob agitagSo por 24 horas a
temperatura ambiente. Adicionou-se acetato de etila na reagfio e esta depois
foi filtrada sob celite. A bruto da reagdo foi analisado por CG/EM e revelou a
presenca de grande parte do material de partida e 0 1,2- e 1,3-diacilglicerol na

proporgéo de 1:1 como discutido na parte de resultados e discussdes.
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6 Espectros
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Figura 98, Espectro de RMN de C desacoplado {125 MHz, CDCL) do oncidinod 1.
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Figura 99. Espectre de RMN de °C: a)}DEPT 135°¢ br-DEPT 90° {125 MHz, CDCh) do oncidinel 1.
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Figura 100, Mapa de contornes de RMN de 2D de "H-'H-COSY {500 Mz, CDCE;) do oncidinel 1.
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Figura 101. Mapa de Contornos de RMN de 2D de "8."C — HSQC (500 MHz, CDCL) 4o oncidinel 1.
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Figura 102, Mapa de Contornos de RMN de 2D de "H-"C — HMBC (560 MHz, CDCl;) do oncidinel 1.
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Figura 103. Espectro no Infra Vermelho (filme) do oncidinot 1.
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Figura 105, Espectro de RMN de 'H {300 Mz, CDCL;) do compests 2,
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Figura 106. Espectro de RMN de PC (75 MHEz, CDCY) do composto 2.
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Figurg 107 Espectro de RMNM de 1H (380 MHz, CDCL) do composic 3.
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Figura 168, Especiro de RMN de Be {75 MHz, CDCL) do composio 3.
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761




Solweoh: ODULE
AnlbLlatyT LA naTRNg
Ggar: L-14-87
Bile: janUdmgeBRQC
IHOVA-500  "“onzsan”

Ralax, Selay L.000 mac

Bog, $ime O.L3Z aec

Hidhh BETZ2.0 Bz

I ALALE 25930.% Bz

B0 mepatitioas

2 = 128 inoransnny
CBEERYE Br, 4%%.0828708 Hax
DRCURLE TL3. 135.7077250 M8z
Pawsr 50 B

o8 maring avguleition

#aT during daley

GERP-1 modubatad
THTh PROCRSSTHC

Gruss apodization £.073 zec
¥l DATA PROTESSING

Sausg apodization §.000 ses
FT sige 2048 » 2048

#otal Time & BT, 53 min, 26 Bes

|
S

.
P Y S TR ;giﬁ
T T T T R T

[V SR PR SN RS RRWRN NN R

in
e
e

KL &0 B0 40

1 {ppm)

Figura 168. Mapa de contornes de RMN de 2D "H-C - HSQC (500 MHz, CDCI;) do composte 52.
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Figura 169. Mapa de contornos de RMN de 2D "H-"C — HMBC (500 MHz, ChCL;) do composto 52,
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Figura 170. TOCSY ~ 1D ~ hidrogénio em 8 4,84 (tempo de mistura 100 ms).
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Figura 172. Espectro no Infra Vermelho (filme) do composto 52.
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Figura 173. Espectro de massas de alta resoluciio (76 ¢V) do compeste 52,

LT P e cpe ) L T N S E T ok i

Pulge Soguenna: azpal
Solvant: ADEL3
Ambient terporature

FAl4: I9vDInEwSL
IHOVA-500  “pommaat

Ralad. faley ©.I90 ek
Puive 35.2 dogzess

Aeg. tizme 2.66T7 mec

Width 6ELC.S B

3% repatitiens

CBSERVE 31, 300.0673570 Mz
BATA PROCIESING

iina brosdanog ©LE B
P zize 32768

Total tize 1 mmm, 32 eso

A
_____J}.ﬁif

I— S — ,
4.5 4.0 3.% .0 2.5 2.0 1.5 1.8 .

Figura 174. Espectro de RMN de *H (360 MHz, CDCL;) do composto 53,
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Figura 175. Espectro de RMN de °C (125 MHz, CDCY;) do composto 53.
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Figura 182. Espectre de RVIN de 'H (300 MHz, CDCl;) dos compostos 57 e 59,
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Figura 183. Espectro de RMN de *C (125 MHz, CDCl;) dos compostos 57 e 59.
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Figura 186, Espectro de RMN de B¢ (125 MHz, CDCL,) do composto 68,
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Figura 191. Espectro de RMN de "°C: 2)-DEPT 135° ¢ b)-DEPT 90° (75,45 MHz, CDCI3)
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Figura 192. Espectro no infravermelho (filme) do composto 62,
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Figura 194, Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do composte 63.
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Figura 196. Espectro de RMN de "H (300 Mz, CDCl;) do composto 64.
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Figura 197. Espectro de RMN de °C (75 MHz, CDCL;) do composte 64.
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Figara 198. Espectro de RMN de ©°C: a)-DEPT 135°¢ b)-DEPT 99° (75.45 MHz, CDCl;) do composto
64,
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Figurza 200. Espectro de RMN de 'H (300 Mz, CDCL;) dos compostes 662/66b.
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Figura 203. Mapa de contornos de RMN de 2D "H-"H -COSY(3606 MHz, , CDCl;) do composto 66a/66b.

780




Baloxm. deloy 1L.000 sax
Ang. time 0.07L #ac
Hidhe TAELR.3 B2
20 Width 2F10.6 Rz ﬂ
152 zepatitions

128 iseramanTs
CBSERYE CL3, 5.45.%848
RECOUPLE AL, 3J0D.06B4P3Z MEz

Powar 41 4B

on duxing soguisiticn

oIf during deiay

HRLTE-1.6 moduliated
DRTR PROCEESING

Ramel. achancenant -0.0 Bz

Gaugs spodizaticn 0.035 seo
TL DATA PROCESSING

Zauza apodization 9.008 e
FT siza 2048 2 2048
Totel time 7 hr, 37 min, 25 szac

iz 7
o S

=

iy

By
Lt g

ﬂll!s’fl!i!‘?lt!%‘!nl&l‘lkil?

TR S S T T e T [ SMEAAR B Mt S e S A T L T S T N L B R B N A AL SRC AN NI SR

1D 160 B0 B0 0 &0 0 40 30 20

F2 {ppm)

Figura 204. Mapa de contornes de RMN de 2D 'H-"C — COLOQ (3066 MHz, , CDCl;) do composto
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Tigura 207. Espectre de RMN de "H (500 Mz, CDC3,) dos compostes 63,
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Figura 208. Espectro de RMN de C (500 MHz, CDCl;) dos compesies 68.
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Figura 209. Espectro de RMN de C: a)-DEPT 135° e b)-DEPT 90° (75.45 Mz, CDCls) do composto
68.
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Figura 210. Espectro no Infra Vermelho (KBr) do compeste 68,
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Figura 211, Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCL;) dos compostos 69.
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Figura 212. Espectre de RMN de “C (500 MHz, CDCL;) dos compostos 69,
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Figura 213. Especiro de RMN de “C: a)-DEPT 135° ¢ b)-DEPT 90° {75.43 Millz, CBCL;) do composto
&9.
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Figura 214. Fspectre no Infra Vermelho {filme} do composto 69
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Figura 215, Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) dos compostos 79,
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Figura 216. Espectro de RMN de 'H (300 MEz, CDCL) dos compoesios 71,
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Figura 217. Espectro de RMN de ©°C {75 MHz, CD{L) do composte 71,
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Figura 218, Espectro de RMIN de “C: 2)}-DEPT 135° ¢ b)-DEPT 96° (75.45 Mz, CDCl;) do composio
71.
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Figura 219. Espectro ro Infra Vermelho {filme) do composto 71.
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Figura 220. Espectro de RMIN de "H (300 Mz, CDCL) des compestos 72,
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Figura 221. Espectro de RMN de C {300 MHz, CDCL) dos composios 72,
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Figura 223. Espectro ne Infra Vermelho (filme) do composts 72.
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Figura 224. Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCL) dos compostos 73.
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Figura 225. Espectro de RMN de “C (300 MHz, CDC;) dos compostos 73.
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Figura 226, Especiro de RMN de °C: 2)-DEPT 135° ¢ b)-DEPT 90° (75.45 MHz, CDCl) do composto
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