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RESUMO

Nesite trabalho efetivamos o estudo fitoguimico e en-

ssios antibacteriano preliminares das folhas de

PeTmUNL, ambos 0% gén@roS pertencentes a
caceas. coletadas no estado do Para.

1 extratos cloroformico, e¢tanolico e

thas da V.suripamensis, fracionados por métodos

Vesurinamensis e

familia Myristi-

metanoiico das [o

cromatograficos,

lignana galbelgina (27}, o menossacarideo manitol e duas flave-

pas 50 0H-7 4 -dimetoxiflavona (44) e 7,3' 4" -trimetoxiflavona

o extrato hexanico das folhas de O.pl

(3853 ambas isoladas pela primeiva vez em Myristicaceae.

atyspermum, ig 0o

lamos dois sesquiterpenocs, espatulenol (47) e d-cadinol (4%e) e

gquatte diterpenos: acide kauran~16-en-19-0ico (

P

52), kauran~lt-en

epern-1i-en-8(8) 15~-diol (57} e eperu-8{20),15, dien

(62) disolado pela primeira vez como produto natu

A conformacae prefervencial do S-cadinol (49¢) em solu-

cao fol nroposta atraves de calcules, com base nos dados de

tivol foram realizados com os extratos o substancias puras das

folhas de varias especies de Myristicaceae, e apresentaram resul

tades positivos,
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SUMMARY

Leaves of V. surinamensis and 0. platyspermuii, both

specics belonging to the Myristicaceae family, were submitted to
phy tochemical analysis and to biological assay.

Chromatopraphic fractioning of the chlovoformic, clthano

Tie and methanolic crude extracts of V. 1R1)

the isolation of the lignan pinoresinol dimethyl eter (32), the

monossacharid manitol, and tweo flavones, 30,7 4 ~dimethoxy fla-

oy oy oo -

vone {443 and 7.0 4 -trimethoxyflavone (38). This is the first

pime compound (44) and (38) have heen isolated from Mirysticaceae.

we have isolated two sesquiterpenes, sphatulenol (47}, S-cadinol

and four diterpenes: kauran-lé-en-19-oice acid (523, kouran

-ih-en-18-al (53], eperu-id-en-8(8), 15-diol (57} and eperu-8(20],

1} L 15-diol (02). Although compound (62) has already been

synthesized, this is the first time it has been isolated as a
natural product.
The preferencial conformation of d-cadinol (489e} in so-

. . : , 1350
lution was proposed based on NMR- ¢ data.

-

ved of the extracts and pure substances from the leaves of several

specics of Myristicacese showed positive rasults.
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1.1. INTRODUCAO

A descoberta do uso de rapé ("yakee") a partir de Myris
ticaceae, como fonte de narcdtico poderosamente alucinogenico,uti
lizado pelos indios da Amazonia, despertou na década de cinqlienta
o interesse fitoquimico ¢ farmacoldgico pelas espécies desta fami
iia, da citada regiao /1,2/.

0 uso de algumas espécies do genero Vircla no preparo
deste rapé, Toi comprovado por Schultes /3/, e além desta utilida
de, chas, emplastros, pordura ¢ etc., obtidos de varias partes das
espécics de Myristicaceae sao utilizados por estes  indios  nos
mais diferentes tratamentos de enfermidades /4/, atribuindo-se a
¢stes preparos, propricdades alucinogenicas, téxicas, antifingi-
cas e anti-reumaticas /3.5/ entre outras.

Das 84 espécies de Myristicaceae aceitas na América, 59
se encontram di fundidas nas mais diversas regioes do Brasil, prin
cipalmente na Amazonia, sendo o genero Virola, das cinco espécies
de Myristicaceae nativas brasileira, a que apresenta o maior name
ro (quadro 1), encontrando-se em quase todas as regioces. Por ou-
tro lado, o género Osteophlocum apresenta duas espécies, encontran

do-se no Brasil apenas a 0. platyspermum, difundida na Amazonia

/6/.
QUADRO I

Distribuicao das espécies de Myristicaceae na Flora Neotropical /6/

CaneTo Total .Am§z6nia Bras%lgextram Fora do
bras. Amazonia) Brasil
Compsoneura 16 5 - 5
Dialyanthera 7 1 - 6
Iryanthera 19 17 - 2
Os teophl ceum 2 1 - 1
Virola 46 29 6 11




1.2, CONSTITUINTES QUIMICOS DE VIROLA

As espécies do género Virola constituem-se um fascinan-
te campo de pesquisa, dada a sua importancia come biossintetizado
ra de substancias que tem revelado grande potencial de atividade
hiologica /1,5/, mas, apesar deste aspecto farmacologico e da
importancia quimiotaxonomica que dotam as Virolas de uma relevan-
cia incontestavel, menos da metade das espécies encontradas na

America feoram estudadas até o presente (Quadro-1), e destas, a

maioria apenas parcialmente a madeira ou a casca. A V. surinamen-

sis, somado o presente trabalho, complementa o estudo fitoquimice
das folhas e madeiras. Estes dados expressam a escassez de conhe-
cimento sobre o género em questao.

Dentre as classes de substancias isoladas a.partir das
espécies de Virola (Quadro-1), os alcaldides triptaminicos (3) e
f-carbolinicos (4) /7/, ocupam um lugar de destaque, visto seren
responsaveis pelo principio ativo dos rapés utilizados pelos in-
dios na Amazonia /1~3/.

As neolignanas & um dos principais grupos de substan~

cias que ocorrem em Myristicaceae, apresentando também importan-

tes atividades bioldgicas /5,8,10/. No genero Virola , ocorrem
principalmente em tres esqueletos basicos tipo 8.8',7.2° (5);

8.8, 70070 (6) e §.0.4° (7).
Fol Wallace /137 quem fez a primeira referencia a neo-

Iignana, 1solada de Myristicaceae (Myristica otoba) de onde obte-

ve a otobaina (5¢) ¢ a hidroxiotobaina (5d). Atualmente, 17 espé-

isoflavonas (9), flavonas (10), virvolano (1Z) e outras, juntamen-

te com as neolignanas, sao apresentados no quadro-2.



1.3, CONSTITUINTES QUIMICOS DE OSTEOPHLOEUM

Das duas espécies de Osteophloeum conhecidas apenas a

0, platyspermun difundida na Amazonia foli estudada fitoquimi

camente até o presente. No quadro-1 se encontra compilados 0S

scus Orgacs estudados e as rTespectivas substancias isoladas.

QUADRO-1

Constituintes quimicos de 0. platyspermum

I . - a ‘ }
Parte da bruyq‘dg‘substag s tTUtUTas Re£.
nlanta cias isoladas
Folhas e galhos isoflavonas 16,17 13
diterpenos 51,53,54,60
sesquiterpenos 44 ,48e
Sementes e frutes neolignanas 5b,5e,5d,51 23,37
diterpeno 54

1.4, PROPOSICAO

0 nosso estudo foi realizado com folhas de V. surinamen

sis e O. platyspermum. Esta escolha estd relacionada ao interesse

despertado pelo uso de Myristicaceae em medicina popular, bem co-
mo pelo estudo de seus constituintes quimicos gue tem apresentado
acentuada atividade biologica, entre os quals podemos destacar as
neolignanas surinemensina (1) e virolina (2) que impedem a pene-

tracao de cercarias do Schistosoma mansoni /7/., e o derivado cetﬁ

nico {Za) que apresenta reconhecida atividade anti-cancer /8.,9/.



Além disto, sao atribuidas as neolignanas propriedades fungicidas
/10/. As substancias 7a,’b e 7¢ foram isoladas das folhas de

V. surinamensis por Barata /7/, num trabalho que ficou evidencia-

do a necessidade de informagbes acerca dos constituintes quimicos
das espécies de Myristicaceae, bem como do provavel potencial de
atividade biologica.

Paralelamente, o estudo fitoquimico das duas espécies,
proporciona o aperfeicgoamento em técnicas de isolamento, purifica
¢do das substancias, metodologia de identificag@o e proposigdao es
trutural de substancias através de analise espectroscopicds, além
da efetivacao de reagoes de caracterizacdes dos grupos funcionais,

degradacbes e sintese das mesmas.
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Estrutura das substancias isoladas de Virola e Osteophloeum
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1.4. BIOSSINTESE DE FLAVONOIDES

0s flavonoides (16-19) sao representados por mais de

7000 constituintes que ocorrem naturalmente em plantas, tendo co-

mo membro mais simples, a flavona (16) /41,45/.

(19)

Estes compostos sao geralmente divididos em classes,
considerando ¢ nivel de oxidac¢ao do anel central ¢, apresentando-
se em grupos estruturals relativamente uniformes, sem deixar com
isto, de apresentar derivados bastante complexos como.(19). Os
{lavonoides sao rvelatados biossinteticamente a partir de aminoéci
dos aromaticos, fenilalanina, tirosina e acido chiquimico/42 ,43/,
via um intermediario com esqueleto Cyg, conforme esquema-1, onde
ohserva-se oanel A resultante da condensacao de duas wunidades ma-
lonil Co~A e uma acetil Co-A, enquanto o anel B decorre do acido

chiguimico precursor.
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ESQUEMA 1

Biossintese de flavonodides/42/

Rcido chiquimico

——> HO,C - %n - cn2u<giz§>

NH2

fenilalanina

Co,l —,
2 |7 HO,C ~ CH:CH - (T%2>

CH, — CO = CoA N\
- +
CH, — CO T CoA Kcido cinamico

e, f//

S
e
-
OH

Oy e

Cianidina Quercetina
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Apesar dos pouces dados sobre o seu mecanismo, e aceito
variacoes no intermedi@rio Cys formado, gerando as diferentes clas

ses de flavondides (esquema-2) /42/.

ESOUEMA 2

[nterconversac dos compostos flavonoides

Leucosantocyanina

T

Polimerizacao

[Flavonona s
"‘\\
Flavan-3,4~-diol
A
, L + 2H
Isomerrzacao
hltewnoilsylo-mm¥ Chalcona —— w F]avononol ‘wmmﬁ (Flavenol)
“is
“}ﬁldngg/
- - 211
leid
[soflavona Flavona Flavonol Antocianidina
Portanto. as flavonas 3'-0H, 7.4'~dimetoxiflavona e

7.3 4 ~trimetoxiflavona isoladas a partir das folhas de V. suri-
namensis, constituindo-se na primeira ocorrencia registrado em
Myristicaceae, € justificada do mesmo modo que as isoflavonas (9)
flavonol o outros flavonoides isolados nesta familia.

Os estudos realizados por Harborne e outros /42, 44/ so-
bre a distribuicic dos flavonoides em plantas & sumarizado no
esquema-3 onde as Angiospermae ocupam a posicao de mais evoluida,
como sinterizadora destes compostos, apresentando constituintes
flavondides mais complexos e variados, principalmente as especies

da classe Dicotyledoneae /42/. que agrupam a familia Myristicaceae.
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ESQUEMA - 3

nas plantas

Filogenia dos flavonoid

Grande variacaoc de flavonoides.
(biflavonoides sao raros)

Muitos flavondides, geralmente de e
ras simples. Biblafondides sao caracteris

Angiospermas
e85 trutu

i

)
\
I ticos.

o,
o,

Glimospermae

ESPERMATOFLTAS
Flavonoides simples estruturalmente:

F~dioxiantocianinas

Samarbai as /
T f flavonas
/ flavonois
Ileucoantoct aninas
chalconas

Licopodos
flavononas

Poucos tipos de flavondides: somente
S~dioxiantocianinas, flavonois ¢ glicofla

VOnas.

Algas verdes /

]
/
Algas vermelhas -
& flavonoides completamente ausente

f
i
:

i

i /’
H

i

TL Fingos
5

Bacterias 4
v



CAPTTULO -~ 2

CONSTITUINTES QUIMICOS DAS FOLHAS DE V.SURINAMENSIS
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2.1 « PRINCIPAIS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS EXTRATOS CLOROFORMI -

GO, ETANOLICO E METANOLICO DAS FOIHAS IE VIROLA SURINAMENSIS

A separacao cromatografica dos extratos clorofdrmico,

stanolicoe e metanolico das folhas de V. surinamensis, conduziu-

nos an isclamento de nove substancias, codificadas como: VS-1,
V6=2, VS=3, VS-4, V5-5, VS~-6, VS5~10, V5-11 e V5~-30, A identifica
cao das estruturas destes compostos foram obtidas a partir das
suas constantes fisicas e métodos fisicos espectroscopicos de IV,

EM, UV, HMN- }'H ¢ ‘}'3@.

Vie3§ - {g-sitosterol)

0 composto VS-1 foi identificado come B-sitosterol (21}

o ‘ ) 1 )

com base na anallse dos dados espectrais: 1V, RMN-"H comparados
acs rogistrados na literatura /46/ e corroboradeos com o ponto de

fusao on mistura com amostri au tentica.

21
VG=2, V5-3% e VS~5 - ARIL E RIS~ARILPROPANGIDES
As substancias VS-2, VS-3 e VS-5, foram identificadas

s F E . w* -
vamente, atraves de seus dades espectrails e constantes fisicas.
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0 arilpropandide 22 e as duas neolignanas tetrahidrofy
ranicas 23 ¢ 24, ii haviam sidos isoladas no extrato hexanico das

folhas de V. surinamensis / 7/.

e N\] . E
; \\‘ J’/ O ‘\\.“,.»*""M”“\:\‘E LT O JJ,M'“\ g - O \\i
R - ( /
> h  OMe ,J /g o
Med CMe \o - 0/
OMe
24
22 )
Me O - ,l { i
T \ o S e OMe
o ! V]
L )
Me(Q " T OMe
23

V3-6 - (Galbelgina)

O composto cristalino VS-6 apresentou ponto de fusao a
140,1-140,8°C e peso molecular 372 u.m.a., obtido por espectrcme-
tria de massa, compativel com a formula molecular szﬁngSu

0 espectro de IV (E-03, pag.114) apresenta bandas  de
absorcac em 3.0060, 1.600 e 1.510 cm“1 caracteristicas do estira-
mento C-C de anel aromatico e em 2.830, 1.260 ¢ 1.028 cmwl atri-
buidas ¢ metoxilas aromaticas /47,48/, Estes indicios foram rati-
ficados através do espectro de RMN - 1H (E-01, pag.113) onde se ob-
serva dois singletos em § 3,80 (6H) e 3,84 (61) atribuidos a qua-
tro metoxilas, enquanto os sinais registrados em campo mais Dbai-

xo deste espectro: & 6,70 - 7,24 {6H,m), foram atribuides a pro~
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tons aromaticos. O dubleto (J=6,0 Hz) observado em & 1,04 referen
te a scis protons alifaticos, sugerem a presenca de dois grupos
metilicos.

Com os dados obtidos até o presente, podemos expandixy
nossa formula para Cl%“}ﬁg {OM@)d, sugerindo uma estrutura bésica

bis-arilpropanoide 25 para o composto VS-6.

4 X (-0OMe)

25

{ indice de deficiencia de hidrogenio /49/ igual a nove,
exige além dos deis anéis benzenicos, uma dupla ligagao ou um anel
para ser completado. A estrutura contendo uma dupla ligacao & ex-

cluida, pois no espectro de RMNM;H de V5-6, o dubleto (J=9.0 Hz)jem

3

§ 4,52 (ZH) é caracteristico de protens benzilicos de carbonos 1i
gado a oxigenio. Isto nos levou a considerar uma estrutura Com um
anel contendo um dtomo de oxigénio, um anel tetrahidrofurénicoarg
forgado pelas bandas de absorcgao em 1.160 e 1.140 cmﬁlytwdbidmsno

espectro de IV para éter /47,48/. Estas consideragoes, leva-nos a

uma estrutura basica de neolignanas do tipo 7.0.7',8.8" {(26) /50/.

4 x (-0Me)

20
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() espectro de massa (E-07, pag. 116) ratifica a estrutu-

ra proposta a VS-6, através do pico base em m/e 206, resultante
da perda de 74 u.m.a. a partir do fon molecular, caracteristico

de neolignana tipo THF /51,%2/, entre outros fragmentos (Esquema-3al.

Na natureza ocorrem quatre isomeros configuracionais
de neolignanas do tipe 7.0.7°,8.8"' {Quadro~3), todas apresentando
o mesmo padrao de substituiclo: 1, 3 e 4 nos anéis aromaticos.
Estes registros /50/ estao em acordo com as bandas em 960, 830 e
300 cmwlg registradas ne espectro de IV /47/ e com os sinais em 8
6,70 -~ 7,24 para seis protons aromaticos, observados no espectro
de RMN-TH (E-01, pig.113), pertinentes ao referido sistéga,

0 composto VS8-6 apresenta rotagio Otica /a/éz = -104°
(o=1,2, CHC]B)y e assim, os isomeros 1 e 2 meso (Quadro-2), SAO0
excluidos entre os dois isOmeros restantes: 3 e 4, os grupos metl

1a do primeiro apresenta uma vizinhanga estrutural identica, 0

. . - i
que nio ocorre com 4. 0s sinais observados no espectro de RMN-TH

3

na (=43,

o

A comparacao dos dados espectrais e ponto de fusao de

V5~6 com os de galbelgina (27) registrados na literatura /50,53

547, confirmou a sua identidade.

ng e ‘E oy e - J‘N"\. -~ An.r‘ow\\.. - . PIRD
a{.}._ﬁ . 0 m\mﬂf 7Y'QM6

MeD L OMe



Neolignanas naturais tipo
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i

OUADRD - 3

ESQUEMA - 3a

27

7.0.7",8.87

Ar

Fragmentacao de neolignanas 7.0.7°,8.8"

(oY m/e 194(17%)

S — e o

(,)(11.3 U%O

(a) m/e 206(100%)

mfe 179(20%)

(b} m/e 191({37%)

-(H,
N}

m/e 176(26%)
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.
L3¢ ge neolignanas tipo 7.0.7",8.8"

Deslocamentos quimicos (§) de
As noelignanas naturais tipo 7.0.77,8.8° galgravina
veraguensina (23) ¢ galbacina (24) foram estudadas atraves
apre-

(28,
de RMN-"7C por Fonseca /%4/, o qual efetuou as atribuigoes

sentadas

abalxo.
A galbelgina (27) isolada das folhas de V.surinamensis

. . o - -
¢ a galbacina {:ﬁ) apresentam a mesma estereoquimica, o que permi
tiu através de comparacoes dos deslocamentos quimicos, juntamente

com os apresentados para a veraguensina (¢3), efetuar suas assina

. - T {37 A 1
lacbes. (E-0Z, pag.t1l3}.
12,9

iy
\‘m (/ -
Rty TR

.3 HEEEN |
Iy T
e,
J\ f};ﬁ\?’f
v

Mell_ ‘
j > E\F\# 8,2

Hy

o
(7

Mt S
- 1 Y0
o 3 -
MeO : MJ Nl e
. MeO” e w0
PH
w; et SNt
! 1
LN MeO o 0 O
R 76
NFC‘?O //L“\:-': LT ~,\Wwﬁf-/ ’\“Om
jof, Y

(24)
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V-4 (Eter dimetilice do pinoresinol)

0O composto VS~4 recristalizado em metanol apresentou
ponto de fusao 105?Ow106,40C e peso molecular 386 u.m.a. obtido
por espectrometria de massa, o qual, com auxilio da contagem de
hidrogenios efetuado no espectro de RMN~- 1 (E-09 | pdg.117)condiz
com a formula oty Og -

Através da andlise do espetro de absorcio no IV (E-04,
pig. 114) o cardter aromitico de VS-4 ficou evidenciade  através
das bandas com 3.000, 1.600 e 1.460 cmmi, ¢ as bandas em 2.950,

1 correspondendo ap v C~H e v C~0-C de metoxila

2.830 ¢ 1.260 cm
aromatica /47/,
0s dois singletos em & 3,93 (6H) e 3,97 (O6H) vregistra-
dos no espectro de RMNMIH, foram atribuldes a quatro metoxila aro
maticas, jé observadas no IV. Os sinais em 6 6,98-7,24 referem-se
a seis protons aromﬁticos,”exibindo uma feicao espetral que suge-
riu a existencia de pelo menos dois anéis benzénicos  substitui-

dos. Estes dados permitiram expandir a formula para C18H1402(OM&)4

o que conduz a um esqueleto basico biS“[Cﬁwcg) para o composto

V-4 28

.7
2x | ] 4 X (-Ove)
Z8
As bandas de absorcac em A EtOH (nm} 232 e 278 {( e
i - Lt S <L E S‘,“ - max bod =t - (:)

19,739 e 6.952) no espectro de UV (E- 06 , pag. 115 de Vs-4, exi

bem o mesmo cromoforo do composto VS-3 (24}, no entanto, este
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composto contem grupos metila alifaticos, e o espectro de RMN - 111
de V8-4 nao apresenta sinais em campo alto, que pessam justificar
a2 existencia destes grupos, excluinde assim a estrutura de neolig
nana do composto VS-3, para o composto VS-4. A presenga de um oxi
génio a mais na formula molecular de VS-4, deve acentuar as dife-
rencas espectrais observadas.

A presenca de um esqueleto de lignana tipo sesamina foi
evidenciado atraves (a) das bandas de absorcao no espectro de IV

-1

em 1.040 e 1.030 cm —, atribuidas a grupo éter (v C-0-C), (b} do

Ui

indice de deficiéncia de hidrogénio igual a dez, sendo cito insa-
turacoes correspondentes a dois anédis aromiticos, e as duas insa-
turacoes restantes, atribuidas a dois anéis tetraldrofuranicos fim
didos, justificando os dos dois atomos de oxigemio que  faltavam
sey atribuidos. ¢ os seis carbonos alifaticos, e (c) do dubleto
(F=5,0 Hz) em § 4,82 (ZH), registrado no espectre de RMNvlﬁ, atri
buido & dois prétons benzilicos em carbonos ligados a oxigenio
/547, BEstes dados nos conduzem a estrutura parcial Egy para o con

posto Vo-4.

ey

Esta proposicao foi reforgada com emprego da técnica
de dupla irradiacido /49/ atraves da qual observou-se o colapso
de dubleto para singleto dos sinais em & 4,80 (2H, 4, J=5,0 Hz) e
a simplificacio na multiplicidade dos sinais em & 4,27 (ZH, m)

gquando se irradia na regiao de § 3,17 (2H, m), sinais estes, re-
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gistrados no espectra de RMNW}H (E-09 , pag.117). O acoplamento
dos sinais assim observados., permitiu-nos atribui-1los aos protons
nos carbonos 7.9 e 8 respectivamente,

A formacio proeminente no espetro de massa (E-08, pag.
116) do composto VS-4, & constituido principalmente a partir dos
fons fragmentarios m/e 151(50%), 165(70%) e 177(70%), esquema-4,
caracteristicos de lignanas do tipo sesamina, sustentando dois
grupos metoxila em cada anel aromatico /55/. Estes dados nos con-

duzem & uma estrutura como 30,

A existéncia dos dois aneis aromaticos com o mesmo pa-
drao de substituicdo: 1,3,4, ¢ sugerido peias bandas de absorgao
em 870 e 815 cmmlﬁ observadas no espectro 1V /47/ e pela feigao

espectral dos sinais em 8§ 6,98-7,24 (6H), registrados no espectro

de RNN~1H, condizentes com a estrutura - 3£
OMe
°
l/"_ g ‘\ - OMe

A1
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As lignanas {naturais) do tipo eudesmina (5l)apresentam
os dols anéis heterociclicos fundidos em posigio c¢is, e os dois
anéis aromaticos, orientados de tres maneiras diferentes: diequato

rial, diaxial e equatorial-axial, formando assim as tres séries de

esteroisomeros: normal (3la), dia (31h)e epi (31c¢) rvespectivamente.

AT 0. o Ar 0. d/Ar
- O\\/. N {,()\?/
H ... méw I H,WX mgmgi H W?HM%wﬁig
i =_:" !‘a\ §
. P PN /') PR -
- 0 AT ] Ay 0
AT
3la 31h 3le

G estudo de RMNwlﬁ destes compostos, fizeram parte do tra-
balho realizado por Pelter e col. /56,57/, através dos quais fi~
cou estabelecido os deslocamentos quimicos dos protons em C-9 e (-9,
bem como os dos protons benzilicos, utilizades em conjunto com ou
tros dados como diapgnostico paraestabelecer aestrutura destes isomeros.

Os sinais observados no espectro de RMNwiﬁ do  composto
VS-4 em & 4,82 (2H.d,J=5,0 Hz) e em & 4,27 (ZH,m), sdo propriocs de
isomero da seérie normal /56/. Estas consideractes nos conduzem ao
é¢ter dimetilico do pinoresinol (3
em mistura com amostra autentica, e pela comparacao das constan-

tes filsicas e dados espectrais, registrados na literatura /56,58/.




ES5QUEMA - 4 28

Fragmentacao de lignana tipo sesamina o

e e e e

% m/e 219(38%}

CH =0 wm1 ¥

o
e

! m/e 151(50%)

o,
CP13C) : } .

X
Cﬁgﬂﬂ:?K>j
s

OCH% m/e 138(15%)

- i
(H 50 (yt.) /e 386(100%)

CH,

e,
T

m/e 151(50%)
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VS-10 e V5~-11 (Flavonas)

Os compostos V5-10 e VS-11, isolades do extrato cloro-
formico (pdg. 9a), apresentaram testes positivos para alcaldides
com reagentes de Dragendor{f e Mayer /59/. O fato destes compos-
tos ja terem sidos isolados em Virolas, e as indicacbes das ban-
das de absorgac em 3.500 e 1.650 - 1,300 ent para estiramento
N-H e C-N observadas no espectro de 1V destes compostos, suge-
riam a presenca de alcaldoides nas folhas de V. surinamensis.

Os dados obtidos para os compostos VS5-~-10 ¢ v5-11, fo-
ram corretamente interpretados a partir do resultado da anali-~

se elementar que apresentou ausencia de nitrogenio no composto

Vs-11.

V5-10 (7,37 ,4"~trimetoxiflavona)

O composto VS-10 recristalizado em metanol, apresentou
ponto de fusao 179.,4 - 180,OOC ¢ peso molecular 312 u.m.a. obti-
do por espectrometria de massa, o qual em conjunto com a conta-
gem de hidrogenio efetuada no espectro de RMleﬁ {E~10 , pag.l17
¢ compativel com a formula molecular ClS”lQOS'

Este composto apresentou falso-teste positivo para al-
caldides com reagentes de Mayer e Dragendorff /60/, estes indi-
cios sugeriam com base no EM, um alcaldide com nﬁmero'paT de ni-
trogenio.

Na analise do espectro de absorcao no IV (E-11 ,pag.li8)
o carater aromatico ficou evidenciado pelas bandas em 3.000,
1.600 e 1.520 cm ' (v C-H e €=C), as em 2.830, 1260 e 1.030 cm
foram atribuidas ao estiramento de C-Il e C-0-C de metoxila @rmmg
tica, ¢ a de maior intensidade em 1.660 cmml, a uma carbonila o,
B conjugada /47, 48/.

0s tres singletes observados no espectro de RMNwiH
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(E-10 , pag. 117 em & 3,96, 3,98 ¢ 4,00 com integracdo para tTes
protons cada, foram atribuidos a trés grupos metoxila aromaticas,
enguanto os sinais em & 6,65 - 8,17 estao relacionados a sete
protons em anéis aromaticos. Bstes dados nos permitiu expandir a
formula para Clsl--i?OZ {wOMe}s. A ausencia de indicios de outros
substituintes, sugeriu a partir desta formula, um esqueleto basi-
co de compostos diarvilpropanocide /61-63/, ou seja com duas unida-

des C6 e uma Cg de flavonas (33} ou isoflavonas (34).

7
o 0
| I A
- N
H b Y 3
] g
33 34

0 espectro de absorgdc no UV (E~15 | pag.120) apresenta
bandas de intensidade relativamente alta nas regioces de 300-337
nm (banda I) e em 237 nm (banda II) tabela-l, tipicas de flavonas
/647, corroborada pelo calculo da razdo entre as absortividade

molar (ao) das bandas I e II, maior do que a unidade /71/.

€4 (banda i) _ 13.350 oy
€y (banda [1) 12. 435
Para crédito da estrutura flavonica, o espectro de

Rhmhlﬂ apresenta um singleto em § 6,68 (1H) proprio de H-3 nestes
compostos /65, 66/, Alem destas consideracdes, o teste de solubi-
lidade em acido sulfGrico concentrado, dando uma solucao amarelo-
laranja /67/, ratifica a classificacao, permitindo uma estrutura

parcial 35 para o composto VS5-10.
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Os espectros de massa das flavonas, apresentam uma for-
macdo proeminente com intensidade relativa baixa, comparada a0
ion molecular (MT) pico base de espectro /67/. A fragmentacac ba-
sicamente decorre de uma retro-Diels-Alder no anel heterociclico,
permitindo estabelecer os substituintes nos anéis A e B /68,69 /.
O espectro de massa (E-14 , pag.119) do composto VS-10 apresenta
um pico em m/e 151 (6,6%) fragmento a, (Esquema-5) o qual sugere
o anel A sustentando uma metexila e pice em m/e 162 (14,3%) frag-
mento b, o anel B sustentando duas metoxilas.

A possibilidade de uma substituinte ne C-3 e excluida
pela atribuigao bem caracterizada de um prdton nesta posicio, co-
mo foi mencionado anteriormente. Estas consideragoes nos conduz a

€Strutura¥§§
OMe

OMe

Congruente com esta proposicgao, o espectro de UV exibe
a banda I com dois picos e a banda IT com um pico e uma inflexio,
caracteristicas de flavonas com €-3' e C-4' sustentando grupos me

toxilicos /04/. Uma evidéncia adicional destes substituintes nes-
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Fragmentacao de 7,3',4'-Trimetoxiflavona
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tas posicdes, € apresentada no espectro de RMN~1H, atraves dos
sinals em & 7,55 (1H, dd, J=9,0 e 2,0 Hz) atribuido a H-6', per-
tencente a um sistema ABX, integrado pelos sinais em & 7,37 (1H,

d, J=2,0 Hz) para {I-2' ¢ em & 7,0 (iH, d, J29.0 Hz) para H-5'/70,

/

73/, conforme estrutura parcial 37

OMe
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Neste ultimo espectro, o proton de mais facil atribui-
cao ¢ H-5, o qual apresenta os sinais mais desprotegidos do espec
tro: & 8,17 {iH, d, J=9,0 Hz), exigindo para este acoplamento, um
substituinte em relacio meta, isto €, o que exige uma metoxila em
C=7. Os sinais em & 7,05 (IH, dd, J=9,0 ¢ 2,0 Hz) e 7,00 (iH, 4,
J=2,0 Hz). foram correlacionados aos protons H-6 e -8 respectiva
mente, componde um sistema de acoplamento tipo ABX no anel A /72/.
Istas consideragoes nos conduz ao composto 7,3’ . 4'-trimetoxiflafo

na {38).
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0 ponto de fusao, rotacao otica e os dados espectrais

de V5-10, comparados aos registrados na literatura para 7,37,4'-

trimetoxiflavona /73,74/, confirmaram sua identificacao.

TABELA 1

Conpos to Aditivo Amax(Eg) i Solvente
neutro 237(15.264) ,300(12.059) e 337(14.679)  FEt
Sol.NaO-1N 235(13.975),307(8.970) e 380(11.950) BtCH

V5-11 S0l .HC1-IN 237(15.260) ,307(12.060) e 337(14.980) BttH
501, A1C]z~conc, 237(15.260) ,307(11.965) e 337(12.385) Me(H
Sol.AcONa 237(15.260) ,307(12.090) e 337(12.682) Me (H
Neutro 237(12.435) ,300(11.080) e 337(13.350)  Be(H

V5-10  Sol.NaCH-1IN 237(12.243) ,300(9.145) e 337(17.430) Et0H
Sol HCI-IN 232(11»438)9300(1150?3} e 337(12.310) EtOH

VS-11 (Titonina)

0 composto V5-11, recristalizado em metanol, apresentou

ponto de fusao 197,0-198,1°C ¢ peso molecular 298 u.m.a. obtido
por espectrometria de massa. 0s testes positivoes utilizando rtea-
gentes de bragendorff e Mayer, sugeriam tratar-se de um alcaldide.
Estes falsos-testes /60/ sO permitiram uma correta inferpretagﬁa,
apos analise elementar de VS~11, condizente com a formula 61%%405,

0 espectro de IV {(E- 17, pag.121) apresenta bandas de
absorgao em 3.550 cm“l, caracteristica do estiramento de - OH
2,850 e 1,250 Cmml proprias de v C-H e C-0-C em metoxila aromati-
ca ¢ em 1.625 mel atribulda a carbeonila conjugada /47, 48/.

0 espectro de absorcao no UV (B-16 , pag.120) apresenta
deslocamentoe batocromico da banda em 337 nm com adicao de duas

gotas de solucac aquosa de NaOH (20%) tabela-3, reforcando a pre-

senga de grupo hidroxila fen0Olico. A acetilacao de VS-11 em meio




a anidrido acético e pirvidina, produzindo (VS-11)Ac, foi acomp a-
nhada pelo expectro de IV (E-12 , pag.118) gue mostrou bandas em
1.765 ¢ 1,630 cmml, a primeira, caracteristica do estiramento
C=0 de ester, observando-se ainda neste espectro, a ausencia de
bandas para hidroxila. No espectro de RMNwlﬂ (B~ 19 , pag. 122) do
composto (V5-113JAc, o singleto registrado em & 2,40 para tres pﬁi
tons de um grupo acetato, esta de acorde com o espectro de massa
(E~20 , pag. 123 que apresenta o pico do Ton molecular (MT) en
m/e 340 (52,0 %), ratificando a monoacetilacio e estabelecendo a
presenca de um tmico grupo hidroxilico no composto VS-11.

O espectro de RMN- TH (E- 18 , pdag.122) do comﬁosto\@wil
apresenta dois singletos em § 4,00 e 3,98 trés prdtons cada, atri
buidos a dois grupos metoxila aromiticas, confirmando as informa
¢oes obtidas no espectro de IV, permitindo expandir a férmula mo
lecular para 015H702 (OMG}ZOH, o gue nos leva a um esqueleto ba-
sico bisarilpropandide /62, 63/ correspondente a fiavona 39, iso-

flavona- 40 ou isoflavonol- 41,
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O espectro de UV do composto V5-11 em meio neutro, exi-

be tres bandas de absorcao em 227 (banda 11}, 300 e 337 nm {(banda
1) tabela-3, sugerindo tratar-se de uma flavona-39 ou isoflavona-
40, devido a elevada intensidade da banda I caracteristica de
flavonas /04/ e pela razao entre o €o das bandas I e 11, menor do
que a unidade, gue pode ser atribuida a flavonas ou isoflavonas
/717

0 espectro de massa (E-13 , papg.119) do composto VS-11
apresenta os Seguintes picos em m/e 298 (Mf, 100%), 270(M-C0O, 38%)
148(8,8%) e 135 {(M-C0/2e, 12%), todos caracteristicos de fragmen-
tacio de flavonas /46/. Fstes indicios sio ratificadoszpeio sin-
gleto em & 6,67 (1) no espectro de RMNWIH, atribuido e H-3, pri-
prio desta classe de compostos / 72/, por ocutro lado, a ausencia
de um sinal simples na regiao de & 7,73-8,37 para prétﬂns em (-2
de isoflavonas /05, 72/, reforca a exclusao de VS5-11 desta classe
de compostos, em acordo, a banda de absorcgao em 1.625 cmnl o es~
pectro de 1V, & atribuida ao estiramento da carbonila flavonica
/77/. Portanto, os dados analisados até o presente, nos conduz a

estrutura parcial- 42

‘;? i 2 X (mOCHg)

P S I S G
|

0 teste de confirmagao com HgSog concentrado em solucao
de V5-11, efetuada posteriormente, reforgou a estrutura flavonica
indicada pela analise espectral /78/.

Os picos de maior intensidade relativa, apresentados no
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espectro de massa do composto VS-11, sao decorrentes de fragmenta
cao originada de uma retro-Diels-Alder (esquema-g}, através do
qual, torna-se facil definir a posigao dos substituintes nos anéis
A e B ou heterociclico /68/. Assim, por meio do fragmento a (m/e
151 (28%)), concluimos que o anel A & monometoxilado, e a partir
do fragmento b (m/e 148 (9,0%)), o anel B bissubstituido por um

grupo hidroxila e um metoxila, conforme estrutura parcial 43,

0 espectro de UV de V5-11 apresenta o mesmo crombforo

T

do composto V$S-10, atribuido a substituicao em 3' e 4' por grupos
-OR (R=H ou Me) /04/. A substituigado do anel B, & melhor eviden-

ciada através da comparacac dos espectros de RMN~1H de V5-11 e de
scu derivado acetilado (VS-11}Ac que permitiu visualizar a despro
ta-2). O espectro RMN*lﬁ do composto V5-11, apresenta sinais em
§ 7,60 (1, ddd, J=9,0 e 2.0 Hz) para H-6' e em & 7,50 (1iH, i,
J=2.0 Hz) para H-2' /79/, assim atribuidos, por serem estes pro-
tons os que sofrem maior efeito da conjugacao da carbonila do
anel pironico, como também, o efeito anisotropico deste grupo e
da dupla ligacao A(2—3). No espectro de RMNwlﬁ do composto {V5-11)
Ac os sinais de H-0' e H~2' sao observados em & 7,80 (1iH,dd,J=9,0
e 2,0 Hz) e em & 7,70 (1H,d,J=2,0 Hz) respectivamente. O sinal emn

§ 7,06 (1H,dd,J=9,0 e 2,0 Hz) foi atribuido ao prdoton H-5' do com




ESQUEMA - 6

Fragmentacao de 3'-~OH-7,4'~dimetoxiflavona
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posto VS-11, complementando o sistema de acoplamento ABX, confor-

me estrutura parcial 43a.

A flavona que sustentam hidroxila em C-47, ionizam-se
com acetato de sodio, usado como aditivo no espectro de UV, resul
tando num deslocamento batocromico /79/, e como tal comportamento
nao fol observado em VS-11 (tabela-2), foi reforgada a  presenca
do grupo hidroxila em C-3'.

O sinal em § 8,27 (1H.d,J=10,0 Hz} registrado no espec
tro de RMN-'H de VS-11, & tipico de H-5, e o seu acoplamento tipo
AB de um sistema ABX, nos levaram a posicionar o lnico substituin
te do anel A, grupo metoxila, em C-~7. Os sinais em & 7,02 (1H,dd,
J=10,0 e 2,0 Hz) para H-6 e em & 6,93 (1H,d,J=2,0 Hz) atribuido a
H-8, reforgam aquela proposicac conduzindo a estrutura 44 do com-

posto titonina

MeQ o~ U,




Os dados obtidos para VS-11, estao em acordo com 0%

existentes na literatura para © COmMposto 53'-0H-7,4"-dimetoxiflavo
na("tithonine") /73/. Uma evidencia adicional da identidade entre
Vo-1l e titonina foi realizada atraves da esterificagio de
V5~11 em solugao etérea com excesso de diazometano, produzindo o
composto (VS-11)Me identico a VS-10, confirmado através dos seus

dados espectrais e ponto de fusao em mistura.




CAPTTULD - 3

CONSTITUINTES QUIMICOS DAS FOLHAS DE O. PLATYSPERMUM
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3.1 . PRINCIPATIS CONSTITUINTES QUIMICOS DAS FOLHAS DE O.PLATYSPER-

MUM
As separagoes cromatograficas do extrato hexanico das
folhas de O.platyspermum (pag.100) resultaram no isclamento de
seis substanclas: dois sesquiterpenos, codificados como OP-1 e

OP-Z, e quatro diterpenos que receberam as siglas OP-3, OP,4,0P-5
e OP-6, sobre as quais passamos a tecer consideragoes acerca de
suas estruturas com base em suas constantes fisicas e dados espec

trais.

OP-1 - (Espatulenol}

0 espectro de absorcao no IV (E-2Z4 , pag.125) do compos
ticas do estiramento O-H e (-0 de grupo hidroxilico terciaric, em
3.080, 1.630 e 890 cmul, atribuidas ac estiramento C-H e C=C en

grupo metileno terminal, e em 1.380 cm™

, uma absorc¢ao tipica de
um grupo gem-dimetila /47,48 /.

Na analise do espectro RMN-YH (E-22 pag. 124}, o sinal
abservado § 4,62 (2H, bl) indica a presenca de um grupo metileno
terminal, ja observado no es@@ctro de 1V. Os trés sinais simples
registrados em & 1,03, 1,05 e 1,25, tres protons cada, estio rela
cionados a treés grupos metila quatermarios.

A presencga de um grupo hidroxilice terciario foi refor-
gada pelas tentativas infrutiferas de acetilagio em meioc a um ex-
cesso de anidrido acético e piridina bem como  pelo singleto
em & 1,25 (3H), registrado no espectro de RMNwlﬁ proprio de meti-
1a quaternaria ligada a oxigeénio.

lecular de 220 u.m.a., que em conjunto com a contagem do nimero
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de hidrogenio, efetuada no espectro de RMN~1H e com os$ dados obti
dos até o presente, levou~nos a formula Cygi,,0 para OP-1. Bsta
substancia, por conseguinte, deve conter quatro insaturacdes (in-
dice de deficiencia de hidrogenioc) e com base na biogénese /80/,um
gsqueleto sesquiterpénico triciclico tipo aromadendrano /%1/ con-

forme estruturs 45.

Os sinais em & 0,48 (1H,dd,J=16,0 ¢ 10,06 Hz) observados
no espectro de RManﬁ, foram atribuidos ao proton em C-6 do anel
ciclopropano /82/. Por outro lado, o espectro de massa (E=26,pag.
126) apresenta o pico em m/e 146 (39%) que sugere a formacao do
¢iao apresentada no esquema-7. Estas consideracdes reforcam & es-

trutura 45 para o composto OP-1.

A revisao na literatura nos levou a constatar gue os da
dos espectrais obtidos para OP-1, coincidem com agueles registra-

dos para o (+) espatulenol (47) /83-85/.
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OP-2 (8-cadinol)

0 composto 0P-2 vecristalizado em metanol, apresentou
ponto de fusao 121,2 ~123,OOC. 0 seu espectro de absorg¢ao no Ty
(E-25 , pag.125) exibe bandas nas regides de 3.300 e 1.120 cmwl,

caracteristicas do estiramento O-H e (-0 respectivamente de grupo

hidroxilico terciario, em 3.020,1.630 e 860 cmml, atribui das a
vC-1l e vC=C de ligagdo dupla trisubstituida, e em 1.380 cmhl tipi

ca de grupo gem-dimetila /47.48/.

G espectro de RMleﬁ (E-28 , pag.127) apresenta um si-
nal simples em & 1,67 (31}, proprio de grupo metila sobre ligagao
dupla. O pico largo mais desprotegido do espectro em ¢ 5,42 {1H},
¢ condizente com proten vinilico de uma ligacao dupla tri-substi-
tuida, observada antes no IV.

As infrutiferas tentativas de acetilagao do composto
OP-2 em meio a anidrido acétice e piridina sugeriram fratar»se de
uma hidroxila terciaria, como fol observado no espectro de IV, O
singleto registrado em & 1,25 (3H) no espectro de RMNwlﬁ & carace
teristico de grupo metila quaternario em carbono ligado a hidroxi
la /57/, o que reforca a presenga deste grupo.

A analise mals detalhada do espectro de RMN~1H permitiu
-nos observar dois dubletos (J=6,5 Hz) registrados em & 0,81 e
0,92, tres prétons cada, ratificando a presenga de um grupo iso-

propila.
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0 espectro de massa (E-27 , pag.126) revelou um peso mo
lecutar de 222 u.m.a. para o composto OP-2, que em conjunto com a
contagem do nimero de hidrogénios, efetuada no espectro de RMleﬁ
conduziu-nos a formula clsuzﬁow sugerindo um esqueleto sesquiter-
pénico como OP-1. O indice de deficiencia de hidrogenio igual a
trés nesta formula, indica, além da ligacho dupla ja estabeleci~
da, dois anéis alifaticos. Estas consideragdes e os dados encon-
trados na literatura sobre biogéneses de sesquiterpenos /87 /,per
mitiram-nos a proposicio de trés possiveis estruturas sesquiterpe

nicas biciclicas tipo cadinol 48, 49 e 50 /87,88 /,

OH
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Bstasestruturas foram consideradas por Dauben e col./89/
q ue atribufram ao proton H-4, os sinais em ¢ 5,42 (1l.s (1)) obser
vados no espectro de RMN - 14 (E-28 , pag.127) e através da constan
te de acoplamento entre cste préton e H-5, estabeleceram a estru-
tura 49 para o composto S-cadinol, considerando um angulo diedro

¢ de ~90Y (fig. 1) com base na equacao de Karplus /90/ indevida-
. -~ O .
mente usada, contrariande o angulo de -0 espevado para uma cons

tante de acoplamento J' /90/, conforme fig. 2.
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A revisio da literatura permitiu-nos constatar a exis-
toncia de seis esterepisomeros da estrutura 49, disolados direta-
mente da natureza (Quadro-4). O ponte de fusao, rotagao optica e

1SC) do composto (+) &-cadinol

os dados espectrals (incluindo RMN-
(49¢), registrados na litevatura /91.,92/, comparados aos do com-
poste OP-2, permitiram-nos efetivar sua identificacao. Um estudo

conformacional atraves de RMN- 3¢ 6 apresentado no capitulo IV,

op-3 {Acido(-) Kauran-1l6-en-19-o0ico)

O composto OP-3 recristalizado em metanol,  apresentou
ponto de fusao 172,1 - 1?2,90C ¢ peso molecular de 302 u.m.a, Obh =~
tido por espectrometria de massa.

0 espectro de absorgao no IV (E- 31, pag.129) apresenta
bandas em 3.500-2.300 cm b (v~OH), 1.690 e 1.255 em ', caracteris
ticas do estiramento de C=0 de acido carboxilico, e em 2,070,
1.650, 1.415 e 870 Cmnl, atribuidas a grupo metileno terminal
47,48/,

Na anilise do espectro de RMNMIH (E-30 , pag.128) obser
vou~se dois singletos em & 1,25 e 0,97 (tres protons cada), atri
buidos a dois grupos metila quaternarios. A banda larga registra-
da em & 4,80 (2H) ¢ propria de protons metilénicos exociclicos e
reforca a presenca deste grupo indicado pelo espectro de 1V.

A esterificacgao de OP-3 em solugio etérea com diazometa
ne (pag.107) produziu o composto (0OP-3}Me, cujo espectro de massa
(E-35 | pag.131) registrou o ion molecular em m/e 316, indicando
acrescimo de 14 u.m.a. a partir de OP-3, relacionada com a intro-
ducao de um grupo metila. O espectro de RMN«lH (E-%1a, pag. 128 )
do composto (OP-3)Me esta de acordo com a monoesterificacao, indi
cada pelo singleto em & 3,65 (3H). Por outro lado, o espectro de

IV (B-32 . pag.129) deste derivado apresenta uma banda de absor-




cac em 1.720 meih caracteristica do estiramento da carbonila de
Ester.

A contagem do numero de hidrogenios através do espectro
de RMN»EH do composto OP-3 e os dados obtidos até o presente, nos

conduzem a formula Copt OZ’ apresentando portanto o indice de

30

deficiencia de hidrogenio igual a seis, sugerindo um esqueleto di

terpenico tetraciclico do tipo kauranico como 50 ou sl /93/,

‘‘‘‘‘ \.g.‘_\\ g
L |
T
’ - »'Mt.‘vh\
a2l 20

A estrutura 50 & facilmente descartada por nio apresen-

tar grupo metileno terminal, ja carvacterizado atraves dos espec-

o 1 , . . o,
tros de 1V e RMN-"H. Por outro ladeo, os sinals simples em & 2,006

(2H) foram atribuidos aos protons em C-15, ¢ o sinal largo em
¢ 2,05 (1) a H-13. Estas absorcoes realizadas no espectro de

HMNle do composto OP-3 sugeriram a presenca do grupo metilencter

minal em C-16(17), reforcando assim a estrutura 51, A variacao

3

dos deslocamentos quimices apresentados pelos grupeos — metilicos

quaternarios dos compostos OP-3 e (OP-3)Me, sugerirvam o gru
po carbexila em C~-4 axial /94/. Estes dados nos levam ao acido(-)

kauran-lo-en-19-o0ico {52).
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0s dados espectrais e as constantes fisicas do acido
[~} kauran-l6-en-19-o0ico registrados na literatura /94.,95/, compa

rados aos do composto OP-3, permitiram sua identificacao.

OP~4 {{-) kauran-l6-en-19-al}

0 espectro de absorcdo no IV (E-38 , pag.132) apresen~
tou bandas em 3,000, 1.6060 e 880 cmml, atribuidas a grupo metile-
no terminal, e em 2,820, 2.720 e 1.720 cmmi, caracteristicas do
estiramento C-H e =0 de aldeido /47,96/.

0s dois singletos em & 0,90 e 0,97 (tres protons cada)
observados no espectro de RMNle, foram atribuidos a dois grupos
metilicos quaternarios, ¢ o sinal largo em & 4,78 (2H) vratifica
a presenga de um grupo metilénico exocciclico. O dubleto (J=2,0 Hz)
registrade em & 9,43 (1H) foi atribuido a préton aldeidico /97/.

A instabilidade do composto OP-4 fol constatada varias
vezes através de CCD e ponto de fusao, apds varios isolamentos e
purificacoes (pag.l01).

A reducao do composto OP-4 foi realizada com hidreto de
iitio e aluminio (pag.100) produzindo o composto  (OP-4)01 0
qual apresentou bandas de absorcao no espectre de IV (E-37 , pag.
1320 em 3,400 Cli caracteristica do estiramento O-H de grupo hi-
droxila, observando-se ausencia de bandas na regido de 1.720 mel
pars carbonila aldeidica. O espectro de RMN - 11 {(E~56 , pag. 141 )
do composto (0P-4)01 também nao apresentou sinais para protons al-
deldico, observando-se dois singletos em & 1,0 e 0,95, trés pro-
tons cada, atribuides a dois grupos metila.

0 composto (OP-4301 apresentou peso molecular de 288
u.m.a. obtido por espectrometria de massa, condizente com a formu
la C

2gll4p0 € portanto, com cinco insaturagoes (indice de deficien

cia de hidrogénie), que em conjunto com os dados espectrais suge-




rivam uwn esqueleto diterpenico tetraciclico do tipe kaurénico 21

/93/, como o composto OP-3

kl

A formacio proeminente apresentada pelo espectro de massa (B~ 33
pag. 130} do composto (OP-4)01 reforga a proposicio de um esquele-
to tipo kaurénico para o compesto OP-4 /98/. Por outro lado, 0s
deslocamentos quimicos dos grupos metilicos observados nos espec-
tros de RMN-TH dos compostos OP-4 e {0P-4)01 ja referidos, suge-
rem a posicac de grupo aldeido axial em C-4 /94/, conforme estru-

tura 53.

L P
T cHO
53

Us sinals observados em ¢ 9,43 (IH, d, J=2,0 Hz) no es
pectro de RMNW}H do composto 0P-4 e caracteristico de préton alde
idico em C-4 axial /99/, reforcando assim a estrutura do composto
{~) kauran-16-c¢n-1Y%-al para o composte OP-4,

OQutras evidencias foram constatadas através da redugio

do composto OP-3 (52) com hidreto de 1itiec e aluminio (pdg. 108 ),

produzindo o composto (0P-3)01 conforme esquema-8, o qual apresen



ESQUEMA - 8
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Reagdo de interconversido dos compostos (53) e (52)
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tou os espectros de 1V, RMleH ¢ EM, idénticos aos do composto
(OP-4)01.

Os dados espectrais e as constantes fisicas do composto

OF-4 comparados aos registrados na literatura do composto (-) kau
ran-16-en~19-al /100/, confirmaram sua identificacao. A presen-

ga deste composto nas folhas de O.platyspermum, permitiu confir-

mar sua auto-oxidacao a acide (-) kauran-16-en-19-oico, determina

da anteriormente por Tanaka e col. /101/.

oP-5 (Eperu-13-en~-8(p), 15-diol)

O composto OP-5 recristalizado em metanol, apresentou
ponto de fusiao 121°C ¢ peso molecular de 308 u.m.a., obtido por
espectrometria de massa.

Na analise do espectro de absorcgao do IV (E- 42, pag.
134) observou-se uma banda- larga em 3.250 cm ~, caracteristica do
estiramento de grupo hidroxila (~O), em 1.670 ¢ 790 cmnl bandas
atribuldas ao estiramento C=C e C-H de ligacho dupla trissubsti-
tuida, e absorgao em 1.380 cm tipica de grupo gem-dimetila /47,
48/.

A acetilagac do composto OP-5 em anidrido acético e pi-
ridina (pag.109), resultou em (OP-5)Ac. Este derivado apresentou
no seu espectro de IV (E~-41 , pag.134) uma unica banda enm 1.740
cmmi, propria do estiramento da carbonila de grupo aé@tatog perma
necendo na regido de 3.250 em™ ' uma banda larga ja atribuida a
grupo hidroxila, confirTmando assim, a presenca de pelo menos dois
grupos hidroxilicos no composto OP-5. O espectro de massa (E-43
pag.135) do composto (OP-5)Ac apresenta o ilon molecular em mn/e
550 e portanto, 42 u.m.a. acima do peso molecular de OP-5, rela~

cionada com a introdugdo de um grupo acetato, confirmado pelo O

1 , - . . .
RMN=-"H (Li-40 , pag.133) deste derivado, que apresenta um singleto



em § 2,0 {3H) caracteristico daquele
Foi ratificado no espectro
ligacao olefinica, por intermedio do

em & 5,47 (1H). O emprego da técnica

55

grupo.
de RMleﬁ a presenc¢a de uma
tripleto (J=7,0 Hz) centrado

de dupla irradiacao permitiu

simplificar o dubleto (J=7,0 Hz) apresentado em & 4,22 (2H), quan
do foi efetuade irradiacao na regiao de & 5,47, confirmando assim
0 seu acoplamento. Por outro lado, o singleto em & 1,73 (3H, d,
J=1,5 Hz) € tipico de protons metilicos de sistemas olefinicos

3).

{(fig. As informagoes obtidas até este momento sugerem a estru

tura parcial 54.
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Os sinals observados no espectro de RMNwlﬂ em § 0,83,
0,36, 0,96 ¢ 1,24 tres protons cada, foram atribuidos a quatrTe

grupos metila quaternirios.




Na analise comparativa dos espectros de RMNwiﬂ dos com
postos OP-5 e (OP-5}Ac, apresentada na tabela~l, observa-se atra
vés dos deslocamentos quimicos uma desprotec¢fo nos protons carbi-
ndlicos, assim como, uma diminuicic do efeito anisotrOpico diamag
nético da ligacido dupla sobre o proten olefinico. Estas considera
goes reforgam a proposigao 54 /107,

0 peso molecular, a contagem do numero de hidrogenio e-
fetuada no espectro de RMN-H e os dados obtidos até o presente
nos conduzem a formula CZOHBGOZ’ cujo indice de deficiencia de hi
drogénio igual a trés, sugere com base nas indicagoes encontradas
na literatura sobre biogenesis de diterpenos /10¥, um | esqueleto

diterpénico tipo labdano 55.

-

[ | 1 X -0l
E/ S O,
- -
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O sinal simples em § 1,24 (3H) registrado no espectro
de RMN«1H foi atribuido a um grupo metila em C-8, desprotegido pe
la presencga de uma hidroxila ligada ao mesmo carbono /10%, cuja
presenca foi evidenciado pela acetilacao, seletiva do composto
OP-5, além de uma hidroxila primaria. Estes dados e o valor nega-
tivo da rotagao otica /u/%z = -28,7 (c=},01§CHC13), nos levaram a
deduzir que o composto OP-5 deveria pertencer a série anantioméri

ca dos compostes labdanolicos /104/, com uma das duas estruturas

possiveis (50 oub7} de acordo com o espectro de massa (L~ 44 \
pig.135), que apresentou fragmentacbes atribulveis aos Conmpos -

tos diterpenicos labdanolico-8-0ol1 /105/. conforme esquema -9,



ESQUEMA - 9

Proposta de fragmentacao de composto (54)
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Os deslocamentos quimicos atribufdos aos grupos metili
cos quaternarios observados no espectro de RMNle dos compostos
Or-5 e (OP-5)Ac tabela-2, permitiram excluir a estrutufa 55, uma
vez que, estes dados sao condizentes com uma hidroxila em C-8
axial /103/ como em =7,

0s dados espectrais, rotacao otica ¢ o ponto de fwsao do
composto eperu-i3-en-8(8),15~diol (57}, encontrados na literatura

A103 10 . comparados aos do composto OP-5 permitiram sua identifi-

cacao.

TABELA- 2

Desiocamentos quimicos (8) do grupe metila de OP-5 e (OP-5)Ac

Composto Solvente Me-17  Me-18 Me-20 Me-19 Me-16- H-15 H-14
-5 15 0,83 0,86 0,96 1,24 1,73 5,47 4,22
(OP-5)1Ac CCiy 0,83 0,86 0,95 1,13 1,77 5,22 4,59

OP~6 (Bperu-8{20),13~dien~3(8) ,15~diol)

O composto OP-6 recristalizado em metanol apresentou ponto

o N . , .
de fusac 159,2-160,97C e peso molecular 300 u.m.a. obtido por espec
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trometria de massa. (E-49, pag.138).

Na analise do espectre de absorgao no IV (E-47 ,  pag.
137) chservou-se uma banda larga em 3.320 Qm"1 caracteristica de
grupo hidroxila em 3.070, 1.640 e 885 cmml bandas atribuidas a
prupo metileno terminal e absorgao em 1.380 cmwlj tipica de grupo
gem-dimetila /47,48/.

0 espectro de RMN - 1 (E-45 , pag.1306) do compoesto OP-6
apresenta um tripleto (J=7.0 Hz) centrado em & 5,40 (1H) e um du
bleto {(J=7,0 Hz) em & 4,16 (2H), semelhante aos exibidos no espec
tro de RMNwln (E~-3% | pig.133) do composto OP-5 e como tais, apos
aplicacio da téenica da dupla irradiacio foram tambem atribuidos
gleto em & 1,73 (3H) para grupo metila sobre dupla, indicada  no
espectro de IV, pelas bandas de absorcao em 1.680 e 840 c:mw1 atri

bufdas a ligacio dupla trissubstituida /47/.

Me CHZOH
N
o
/ <
7
R H
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O0s sinais simples em & 0,73, 0,83 ¢ 1,05 tres protons
cada, registrados no espectro de RMNwlﬂ, foram atribuidos a tres
grupos metila quaternarios. Por outro lado, a presenga de um gru-
po metileno terminal fol reforcada pelos picos largos em § 4,80
(111} e 4,85 (1), correspondentes aos dois protons vinilicos des-
te grupo.

A presenca de grupo hidroxila foi rvatificada pela aceti
lacao de OP-6 em excesso do anidride acético e piridina (pag. 109)

produzinde {(0P~-0)Ac, cujo espectro de massa (E-50 pag. 138) aprc
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senta o ilon molecular (MT) em m/e 390, condizente com a introdu
cio de dois grupos acetatos no composto OP-6. Isto fol confirmado
no espectro de RMN - (E-51 , pag.139) deste derivado atraves do
singleto em & 2,02 (o0H) para os dois grupos metila de acetato, e
no espectro de 1V (E-48 | pag.137), por intermédio da banda dupla

- . ""1 . Lad - -
na regiao de 1.740 cm ~, atribuidas aos estiramentos das carboni-

1as destes, dos dois grupos. Dstas consideracdes e a ausencia de
bandas de grupo hidrexila (v 0-H) na regiao de 3.300 cmml do es-
pectro de IV de (0OP-6)Ac¢, indicam a prescenga de apenas dois gru-
pos hidroxila no composto OP-0.

0s dados obtidos até o presente e a contagem do numero
de hidrogenio cfetuada no espectro de RMleﬂﬁ nos conduzem a for-
mula CEGHB4UZ para o composto OP-6, apresentando por conseguinte,
quatTo insaturacoes (deficieéncia de hidrogenio) que em conjunto
com as indicacdes sobre biogeneses de diterpenos /80/, sugeriram

para este composto um esqueleto diterpenico tipo labdano, confer-

me estrutura parcial 55,

: ”?_x\h_ﬂm
}“ "he s CHL0H
A lTsT
i Iy 153
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0 espectro de massa do composto OP-06 apresenta o pico
base em m/e 135, resultante da perda de 171 u.m.a. a partir do
ifon molecular, possivelmente decorrente das clivagens apresenta-
das no esquema=il, prépriag desta classe de compostos /106307 .,100 /.
Deste modo, o pice correspondente ao anel A com m/e 153, perde fa

cilmente uma molécula de agua resultande ne Ion com m/e 135 (100%).



ESQUEMA - 10

Fragmentacao de OP-6
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Estes indicios sugerem a presenca de um grupo hidroxila no anel A

do compeosto OP~6 (597,

T

L

- ‘CHZOH

e
HO~MH£%% }

0 composto OP-6 foi oxidado com reagente de Fetizon/i0B/
pag.110 produzinde o composto {OP-6)Al que apresentou bandas de
absorgao em 2.820 e 1.660 am—15 no espectro de IV (E-55 , pag.
141) atribuidas 2 & C-1 e C=0) grupo aldeido. O espectro de massa
(B~ 54 , pag.140) exibiu o fon melecular em m/e 304 (50,0%), perti
nente ao decréscimo de 2 u,m.a. a partir de 0P-6, relacionada com
a introducac de apemas um grupo aldeido, de acordo com o sinal ob
servado em & 8,26 {11,d,J=4,5 Hz) no espectro de RMN«IH (E~ 52
pag.139). A seletividade desta reacao reforga a presenca de uma
hidroxila em C-15 ¢ outra{secundaria) no anel A do compostc OP-6.

A existencia de uma hidroxila em C-3 foi sugerida pelos
deslocamentos gquimicos apresentados pelos grupos metila em C-17,
C-1% e C-20 nos compostos OP-6, (OP-6)Ac, (00) e (61) (tabela- 3

observados atraves dos seus respectives cspectros de RMleﬁ J108-

111,

TABELA -3

Desiocamentos quimicos (8) dos grupos metila

compos to Me-17 Me-18 Me~20
ar-6 1,00 0,83 0,73
{OP-6)AC 0,87 0,83 0,73
(00) 0,86 0,83 0,75

(1) 0,87 0,83 0,72
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A presenca do grupo acetato em C-3 nos compostos (61)

e {(OP-6)Ac, resulta em igual protegao aos grupos metila em L-17
enquanto os grupos Me-20 apresentam os mesmos deslocamentos em to
dos os compostos, nao sofrende nenhuma influéncia na presenca do
grupo acetato. Lstas consideracoes sugerem a existencia de grupo
hidroxila equatorial em C-3 além do grupo Me-20 em posicao £, co-
mo apresentado em {60). O0s sinais observados em § 3,27 (14, dd ,
J=10 e 4 Hz)no espectro de RMN«lﬁ ao composto OP-6, foram atri-
buidos aoc praton em C-3 em posicao o, reforcando as consideracoes
anteriores,

As informac¢oes obtidas até este momento e a rotacao op-
tica negativa /u/éz -~ 29,8 (c=1,07,CHCL;), sugerivam que o compos-
to OP-0 pertencia a série enantiomérica dos compostos labdandli-
cos, tal como OP-5, (OU) ¢ (01). Estes dados nos conduziram a es-

trutura 02 para o composto OP-6,
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"
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E
0 composto (63} foi reduzido com hidreto de litio e

aluminio produzindo (04) o qual, revelou-se através da compara~
cao dos dados espectrais, idéntico ao composto OP-6, .reforgando
2 estrutura do composto(-Jeper=8 (20), 13~dien-3 (B), 15-diol (02)

111/ proposta para o composto OP-6.
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Centllnente cedido pelo Prof. Dr. lamamura, P.M. ~ Instituto de Quimica -

Unicamp - Campinas.,
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As assinalacoes acima foram realizadas com base nos

calculos semiempiricos de Beierback ¢ col. /116/ conforme tabela

L3¢ (m-46 | pag.136 )

%a, em consonancia com os espectros de RMN-
do composto OP-6, e as assinalacoes de 60 encontradas na lite-

ratura /109/,

TABLELA - 3a

Deslocamentos quimicos (§) do composto OP-6, com base nos calculos semi-empi-
ricos de Beierback e col. /116-119/

Hidrocarboneto Alcool Olefina

Carbono HC e HC  CO Y S g cal. ths. Acal-obs
i o 13,65 1,85 - - =1,28 = - 31,84 27,8 4,0
z 5 - - 4,41 -~ - - - 22,03 21,9 0,1
3 T 13,65 1,85 - - - - - 76,49 78,9  -2,4
i 0 - 7,40 - 4,56 - - - 38,49 39,0 -0,5
5 T 22,75 5,55 - - =1,28 =~ - 52,47 54,5 -Z2,0
7 S 15,65 - - - - - 3,86 35,13 37,0 -1,87
17 p 9,10 - - - - 2,5 - 16,54 15,3 1.2
18 p I&,20 - - - - - - 25,64 28,2 ~2.06
20 P 4,55 - - ~ - 2,56 - 14,55 14,7  -0,15
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CAPTTULO -~ 4

ANALISE CONFORMACIONAL
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4.1. BSTUDO CONFORMACIONAL DO (+) §-CADINOL EM SOLUCAO

Muito embora o d-cadinol {torreyol) tenha sido isolado
a mais de 60 anos /112/, sua estrutura e conformacao preferencial
em solugao, permanecem com dividas e contradicoes, sendo a estru~

ra 49e a mais acelta no presente momento.

A existéncia de uma estrutura basica cis-decalina & bem
fundamentada /89/. A presenca de uma ligacao dupla no anel A, em
AS(d)’ pode levar esse anel a assumir a conformacao de sewmi-cadel
ra, semi-bote ou bote, ¢ o anel B, a conformacao de cadeira, bote
ou torcida, resultando em olto possfveis conformagoes para o (+)
§-cadinol, o que dificulta o seu estudo conformacional em solugao.

varios trabalhos, utilizando diferentes técnicas, foram
aplicadas aos estudos relacionados a determinacao da conforma-
cao preferencial de §-cadinol em solugao, destacando-se os de Du-
bovenko ¢ colaboradores /113, 114/, que usando (a) RMNwiH com
adicao de reagente de deslocamento quimico paramagnetico: tris(di
pivalometanato de europio (EU(@PMJS)q com aplicagao das técnicas

13,

de dupla ¢ tripla ressonancia /113/ e (b) RMN-""C, tambem COm
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adicao do mesmo reagente de deslocamento quimico (EU(DPM)B], apli
cado em combinacgio no espectro FDFF. Alem das concluses oriundas
das técnicas espectroscopicas, 0s autores compararam esses resul-
tados, com os obtidos atraves de calculos e modelos, tabela - 6
/1147,

O primeivo estudo de RMNMIH com reagente de deslocamen-
to quimico paramagnético, Eu(DPM)B, e irradiacoes seletivas, pos-
sibilitou aos autores observarem no grafico do deslocamento quimi
co vs a razao molar entre o reagente e o substrato, uma linearida
de e que foi atribuida a existéncia de uma Unica conformagio com-
plexada com Eu(D?M)B, para a gual os deslocamentos quiﬁicos e as

constantes de acoplamento dos protons H-5, H-6 e H-10, permitiam

cxclulir a conformagao bote no anel B. 0s sinais registrados no
I | _ . . -
espectro de RMN-"H. atribuidos asos prdétons em C-5 e C-10, nao

apresentarem uma constante de acoplamento > 10 Hz, esperada pela
equagao de Karplus /115 para aquela conformagao. Muito bem embasa

da, ¢ 2 exclusido da conformagio "steroid-like" ITT . Nesta os pro-

tons em C-2 ¢ C-4 deveriam sofrer uma desprotecac maior do que
. . ) 1 — -
1.5 ppm, registrado no espectrec de RMN-"H com adicae maxima de

Hu{ DPM)

‘KR Fste estudo, reforgado entre outros fatores pelos deslo
camentos quimicos de H-1 e H-10 mais proximes do sitio de coorde-~
nagao, e por isto sofrendo maior desprotecao, permitiu a Duboven-

ko atribulr a conformagao '"non-steroid-Ilike” (I} ao composto §-

cadinol.

O
/- M% RN
“.’;%lmm \:\\ .
\-w““"‘vw&éﬁ!;ﬂ E { \\ Wy
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Este resultado nao fol considerade satisfatdrio pelos
autores, 0% quais posteriormente fizeram um estudo com base nos

3. .-
I'L, com adicao do mesmo reagente de

dados obtidos atraves de RMN-
deslocamento quimico (Eu(DPM)3) /115/. Os resultados experimentais
permitiram aos autores estabelecer a conformagio "twist" (II) pa
ra o composto &-cadinol em solugao. Os deslocamentos induzidos em
-1, €-5, C-8 e C-15 pelo Hu(DPM)3 serviram de diagnostico.

0s deslocamentos quimicos obtidos através de  calculos
para as conformacoes I e II1I, nao puderam ser utilizados satisfa-
toriamente, devido a semelhanca dos resultados para estas duas con
formagbes. Soma-se a esta consideracao a falta dos calculos para
a conformagao II, sem a qual qualquer conclusac redundaria em um
possivel erro.

Apesar do alto nivel técnico dos trabalhos mencionados
anteriormente /113,114, os seus resultados contraditorios, levan
tam diovidas quanto a solucgdo do problema.

0 iscolamento do §-cadinel a partir das folhas de O.

platyspermum, pig.100), deu-nos a oportunidade de tentar contri
buir com o estudo conformacional em solugao deste composto, atra-

13

vés dos dados obtidos nos espectros de RMN-"7C (Ii-29a ¢ E-Z29b,

piag. 127) compilados na tabela~- 4

TABELA - 4

Deslocamentos quimicos dos carbonos do §-cadinol

CH ¢ Cit, CH C

27,8 35,0 36,6 133,8
23,5 31,0 43,9 124.,5
21,4 21,4 54.4 72,1

15,2 18,4 26,3
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Nossa contribuicao realizou-se através das atribuicoes
feitas com aplicagiao dos parametros de adi¢des semi-empivicas,.for
muladoes por Beierbeck e col. /116-119/, largamente utiiizados. As
definicoes dos parametros e os valores numéricos refér@nciahscom
05 seus respectivoes erros padroes, estao relacionados na tabela

5 . /116/.

0Os calcules foram realizados nas conformacoes ''nonste-
roid-like" (I), "twist" (I1} e "steroid-like (II1), considerando

em todas a dependéncia dos parametros 8 com o angulo diedro ¢,

fazendo valer as formulas (1) e (2) abaixo /16119/.

2 x HC x cos¢ (1}

2 x CC x cos¢ (2)

0s calculos dos anéis A e B nas tres conformagtes so-
freram correcdes das formulas (1) e (2), onde se observou atra-

ves de modelos dreiding, desvio do angulo diedro ¢ < 90° (# 60°) ,

na conformagao 11 em todos os carbonos e nas conformacoes I e
I - - . Yed L Tioacha d 3(4) e
LED apenas no anel A, devide a ligacao dupla em A provocar

uma deformacaoc neste anel. Como os anéis B das conformagdes I e
1i1, ja estao na forma cadeira sobre a qual foram desenvolvidos
os parametros referencias: hidrocarbonetos, hidroxila, etc./116/.
0s calculos envolvendo os carbonos do grupo isopropila nas con-
formagoes 1, 11 e 11%, foram realizados conforme as projecoes a,
bec.

O parametro hidrocarboneto no calculo do deslocamento
quimico do carbono gquaternario C-9, foi usado o valor numérico
referencial 68,7 /11%, adicionado aos da tabeia-5 . Nas tabelas
7, & e Y apresentamos 08 parametros usados, 0S angulos obser-

. . 0 S W : '
vados (A7) e os deslocamentos quimicos calculados (& cal), a



TABELA - 5

Definicbes de parametros, Valores numéricos e erros padroes
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-+

He
4.55 0.0
H

}«l{tﬁ}’

oC
1.85 0.14
C

Pl
&
2.56 .39
[N

HO- 2 ‘::/

7
~1.28 §.23

wo

&
1.86 ©.353

e

N

HN
4.0 0.26

HMN

H

N
120 0,48

/““"”’/
wNT

1l

HNC
-0.80 0.45

Hydrocarbons Alcohols Amines Kcetones Olefins
P T P C T
7.44 0.42 60.9% 0.72 28.82 0.63 202,19 0.54 125.9% 0.93

» _ e _ —
n—ﬁ\/ nc)«_cé"m/ C'“*N"“‘\7 Oj& R j
5 oc 5 B Q
17,62 (.32 1.97 Q.34 38.29 0.56 14.70 0.4} 137.80 0.59
Ny R P T
=7 (7 < J=7 N

on 0
T HO T ¥, R
2417 0.47 4.4F 0.18 43,89 0.40 —~0.22 0.73 —~8.47 6,93
i
— o S et S j{ """
LT 1o—-* !t;““/ NG o"/’é i M‘"/J
O <o Q Ya B
26,53 0.86 2.28 0,22 45.67 0.96 5.16 0.42 3.86 0.47
¢
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H
; H
|
H //‘.. R - ml 3 Mel 3 “\\“’/-”” \/ Mel 4
. : i . f«/‘ﬂ‘ - R \(u'
Meyy H
projecao-a projegao-b
H
Nb13 W‘VN”N%14
o T, C
Cy 7
H
projecgao-c
partir das conformacggoes "nosteroid-like' (I) "twist" (II) e

"steroid-1like" (II1) respectivamente.

Comparando cuidadosamente os nossos dados experimentais
{(tabela 4), e os de Dubovenko (tabela 6 ) / 114/ com os que obti-
vemos através de calculos (tabelas 7, 8 e 9), concluimos com
base nes resultados do A{cal-obs) que a conformacao ‘'nonstereid-
iike" (1) apresenta-se como a mais coerente. Isto porque os deslo
camentos quimicos calculados desta conformacao diferem pouco dos
obtidos experimentalmente, © que nao ocorre com 0s das outras duss
conformagoes (Il e 111} conforme assinalagoes apresentadas em 69,
76 e 71 para as conformagoes I, II e III, respectivamente ¢ £m

72, onde apresentamos as atribuigoes efetuadas por Dubovenko ex-

perimentalmente.
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69

As nossas assinalacoes para a conformacac 'monsteroid-
like" através destes calculos, estao em acordo com as obtidas por
Pubovenko experimentalmente /114/ tabela-6, desde gue se inver-
ta suas atribuigoes para C; e Cq. Esta inversao proposta também
foi observada por aquele autor através de calculos, mantida prova
velmente devido a inversao nas atribuicoes de H-1 e H-8, que con-
sequentemente redundou na inversao dos citados carbonos, atraves
das experiencias de desacoplamentos seletivos de carbonos.

Considerando a distancia relativa de C-1 e C-8 ao sitio
de coordenacao do metal [Eu{DPM)BJ, relacionadas aos efeitos das
interagoes de contato ¢ pseudo-contato deste reagente sobre oS
deslocamentos quimicos destes carbonos, justificariam a inversdo

dus assinalagoes proposta por Dubovenko, uma vez que (-8 em
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posicao beta (B) ao Eu(T}PM)3 devera sofrey maior efeito de des-
protegao.

Adicionalmente, o carbono secunddrio C-8 junto ao si-
tio de coordenacao do metal, sofre maior efeito das interacgoes de
contato do que o carbono terciario C-10, proporcionando ao primei
ro maior deslocamento quimico /127/. Esta consideracao nao corres
ponde ao assinalado por Dubovenko, no entanto ¢ estabelecida com
a inversao de C-1 e (-8,

A nossa proposicao € ratificada também pela equacac de
McConnel e Robertson modificada (3), utilizada em estudos de
RMN~13C com adigao de reagentes de deslocamentos qufmiéos por De~
marco e outros, com sucesso /128, 129/. A aplicacao desta equacao
as conformacdes I, il e III, apresentadas nos graficos 1, 2 e 3
do log A8 vs log v, onde A6 & o deslocamento quimico induzido pe
io EC(UPMjg (tabela-6) e T ¢ a distancia em angston (EJ do par
de eletrons (periférico) do centro de complexacgao ao carbono con-
siderado. As analises destes graficos sugerem a conformag¢ao "nons
teroid-1like' para o composto {+) §-cadinol em solucgao, visto que,
a linesridade apresentada pelo grafico-1 indica uma concordancia
entre a distancia ao centro de complexacdo aos carbones e o efei-

to de pseudo~contato observado.

log(s6) = -3 log v, + log(3 cos? ¢-1) + log k {3

Os estudos das energias potenciais atomo-atomo e de
raio-X deste composto no estado livre e s6lido respectivamente
/128, 129/, sugerem a mesma conformagao (I) proposta por nos,quan

do em solugao.

I



GRAFICCO - 1

Aplicacido da eguacao 3 na conformacac "nonstereid-ITike' (1)
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¢, e . assinalados por Beierbeck.




GRAFICO ~ 2

Aplicacao da equacgao 3 na conformagao 'twst' (II)
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GRAFICO -

81

Aplicacao da equacao 3 na conformagao "steroid-like'(III)
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5.1. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS EXTRATOS E SUBSTANCIAS ISOLADAS

DE MYRISTICACEAE

Como ja foi reportado, varias espécies da familia Myris
ticaceac sido usadas em medicina popular na regido Norte do pais
/1-5/, despertando grande interesse nas areas fitoquimica e farma
cologica.

Os trabalhos do nosso grupo de pesquisa, estao volta-
dos para folhas das espécies desta familia, por serem as partes
menos estudadas e destas resultarem os chas e emplastros usados
popularmente /4/.

A avaliacao da atividade biolégica foi realizada  ini-
cialmente com 05 extratos bexﬁnico, cloroformico e etandolico das

folhas de V. surinamensis; hexanico e clorofdrmico das folhas de

O. platyspermum e hexanico das folhas de V. sebifera e V. carina~

ta . A pre-sclecgdo dos extratos com atividade antibacteriana
fol realizado segundo a metodologia descrita por Croshwaw e cola-
horadores /13/, onde diferentes extratos destas folhas Fforam embe
bidos em papel de filtro e em seguida colocados sobre a superfi-

cie de placas de Petri, previamente inoculadas com Escherichia co

1i ou Staphylococcus aureus a uma temperatura de 37°C, por 24 ho-
ras. A atividade antibacteriana foi evidenciada por halos em tor-

ne do papel de filtro, motivado pelo nde crescimento da bactéria

testada.

* Os testes biologicos apresentados foram realizados por Marise A. Rodrigues,
sob orientagao dos Professores Dr. Lauro E. S. Barata e Dr. Wanderlei Peres

Carhos -~ Unicamp, Cawpinas, SP {1982).

o
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Com a finalidade de identificar o componente responsa-
vel pela acao antibacteriana, os extratos que apresentaram tes-
tes positivos, foram submetidos a particdo cromatografica em co-
luna, testando-se novamente todas as fracoes quanto a formagao

do hale de inibicgao, na presenca de E. coli e S. aurcus.

Dos extratos hexanicos testados inicialmente (tabela -

10) apenas o de V. sehifera nao apresentou atividade antibacteri

and.

Um bom resultado, tanto com bactéria gram-positiva (E.

como com a gram-negativa (5. aureus), foi apresentado pelo

extrato hexanice das folhas de V. surinamensis, e apos sua parti

cao cromatografica, varias fracoes também deram resultados posi-
tivos (tabela - 11, no entante, varios testes efctuados com seus
constituintes puros, nao permitiram identificar o(s) componente

P w . ot . . - o~ - . -

(s} quimico(s) responsavel{is) pela formacac dos halos de inibi-
o bacteriana {tabela - 12).

A acentuada atividade bacteriana (gram-positivo) apre-

sentada pelo extrato hexanico das folhas de 0. platyspermum,apds

particac cromatografica, revelou-se na fracao-4 (tabela ~ 10),da
qual fol isolade o acido Kauran-1l6-en~19-cico (dcido Kaurénico -
(52 ) responsavel pela formagao do halo de inibicao bacteriana
com 5. aureus. (tabela -~ 12}.

Estes vesultades, somados a outros., comprovém a impor-

tancia das especies da familia Myristicaceae, e torna aindz mais

grati ficante seu estude. além de se constituir num forte estimu-

lo para o prosseguimento das investigacoes neste campo.




OBSERVACDES :

1. * culturas utilizadas:

2. Indicacgees dos resultados:

(+)

(1)

{2) 5. aureus

producac de hale de inibigao

(++) acentuada producao de halo de inibicgao

(+)
{~)

TABLE LA~

producao de halo de inibigao irregular

nenhuma producao de halo de inibigao

10

. - * - . E ~
Lfeltos Antibacteriano dos Extratos de Virola e Osteophlocum

Testes de atividade Antibacteriana

Anos tra Parte - -
TR da diluicao difusac inoculo direto
Planta (LY (2) (1 (2 (D) {2)
e Hex. folhas  + o+ - - - -
Vo SUTINATENSLS
%'\f;:*'"t'j (}i{l'z; L folthas - ~ - - -
/. surinamensis
E\';'(‘.Xti Hm . folhas - - - - - -
S, Surinamensis
Ext. Hex. folhas - + - - - -
V. carinata
i’iﬁ':, ”‘,“ folhas - - - - - -
V. sebifera
bxt. Hex.
U. platyspermun folhas H i ) B
bxt, QIC .
13 folhas - - - * - -

O. platyspermm
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TABELA - 11

Efeito Antibacteriano® das fracdes cromatograficas dos extratos

de Virola e Osteophloeum

Testes de atividade Antibacteriana

fmostra folhas diluicao difusao indculo direto

(1 @ 1O (2 (1 (2)
Fracao IV - Ext. Hex. O.platyspermum - 4+~ 4+ - -
Fracao ITI - Ext. Hex. V.surinamensis + + - - - -
Fracoes IV a VI V.surinamensis + + - - - -
Ext. Ex.
Fracoes I1 a XIX V. sebifera - - - - - -
Ext. Hex.
Fragoces V a X1 V.surinamensis - - - - - -
Ext. Hex.

TABELA- 12

Efeito Antibacteriano* das substancias puras isoladas dos extra-

tos de V.surinamensis e QO.platyspermun

Testes de atividade antibacteriana

Amos tra cxtrato diluicao difusao inoculo direto

(L @ @ @ (1) (2)

: Ext. Hex.
Veraguensina (23) v ;}Euﬁﬁx neis " - - - - -

Ext. QiCly - - - - - -

Galbelgina (27) V. S urinamens is

7.5 4 -trimetoxi flave~  Ext. (HCljg - - - - - -

na {38) V.surinamensis

acido Kaurénico (52) Ext. Hex. - - M - -
= O.platyspermm
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EXPERIMENTAL

6.1 - MATERIAIS E METODOS

Os pontos de fusao foram determinados em placa de aque-
cimento, segundo Kofler, instalada em conjunto com um microscopio

mode lo Thermoplan (C. Reichert Optische Werk A.G.} e nao sofre-

ram correcoes.

0s valores de rotagao otica (la|p), foram obtidos em
cloroformio num polarimetro fotoelétrico Carl Zeiss de precisao
0.005°.

0s espectros de infravermelho (IV) foram obtidos wutill
zando um espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 337, em pastilhas
de KBr, Nujol ou filme, conforme indicado.

0Os espectros de ultra-violeta (UV) foram obtidos atra-
vés de um espectrofotometro DMR-21, Carl Zeiss, empregando-se eta
nol e metanol como solventes.

Os espectros de RMN-'H foram obtidos em aparelhos da
Varian Associates, modelo T-60 ou XL-100, utilizando-se CDCl4, D50
ou CC14 como solventes e TMS ou CH3CN como referéncia interna. 0s
deslocamentos quimicos foram medidos em &(ppm) e as constantes de
acoplamenteos em Hertz (Hz).

Os espectros de RMN—lSC foram obtidos no aparelho Va-
rian, modelo XL-100 (25,2 MHz) com transformada de Fourier, utili
zando-se CDCl; como solvente. Os deslocamentos quimicos foram me-
didos em &{ppm).

Os espectros de massa (EM) foram obtidos no instrumento

Massenspektrometer (MAT-311A-Varian Mat Bremen).
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As analises elementares foram realizadas no laboratdrio

da Rhodia (Divisao Paulinia).

Os critérios de pureza adotados foram:

1- Ponto de fusio dentro de uma faixa no maximo de 2°C;

2- Uma so mancha em CCD, em diversos sistemas de desen
volvimento;

3- Um Gnico pico no cromatograma, representativo de uma
substancia pura, na cromatografia liquida de alta

pressao.

Nas cromatografias em colunas foram utilizadas silica
gel (0,003-0,200mm) Merck e alumina. O diametro e altura das colu
nas variaram de acordo com a gquantidade de material adsorvido.

Para cromatografia em camada delgada (CCD), foram utili
zadas Silica Gel HFQSA ou P$254 Merck, enquanto na cromatografia

preparativa (CCD-p) fol empregado Silica Cel P¥,cy Merck.

He2 - LSOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DAS FOLHAS DE VIROLA SURINAMEN

S1s

6.2.1 - Coleta do Material

As folhas de Virola surinamensis foram coletadas em

Belem-Para, no Bairro do Guama. pelo Sr. Tenistocles, funcionario
da UFPa ¢ classificada pela Dra. Maria Elizabeth Van den Berg, bo

tanica do Museu Paraense Emilio Coeldi.

6.2.21 - Obtengao dos Extrates das folhas de Virola surina-

mensis
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As folhas coletadas foram inicialmente secas ao ar, e
em seguida postas em uma estufa a 40°¢. Apos trituragdo em moi-
nho Wiley foram feitas diferentes extracoes utilizando-se dife-
rentes solventes, em ordem crescente de polaridade. Inicialmente

com hexane (I) seguido de etanol (1) conforme esquema11.

ESQUEMA -~ 11

Folhas moidas
(1770 )

- Hexano, 51x2, t.a

- Filtrar
TORTA " Ext. Hexano(I}-55g Rdt%
*
- B, 5ixZ
conc.
BExt, EtOI(I)-49.6¢g Ext. Hexano(I) s/clorofila-15,8g
_ %
TORTA

Ext.BEtOH(I) s/clorofila-25,2g

*

Marcha sistematica para eliminar clorofila (Esquema-13).

0 estudo dos primeiros extratos ¢ as faixas de concen-
tragoes das substancias isoladas nos conduziram a novas extracoes

onde a ordem de polaridade crescente dos solventes usados nas

percolacoes, fossem menos abruptas. Para tanto foi usado a se-
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guinte ordem: hexanoc (I1), cloroformio (II) e metanol (II) con-

forme esquema - 12.

ESQUEMA ~ 12

Folhas secas e moidas
(1830 o)

1) Hexano, 67x2, (percolacao)

filtrar
Ext.Hexano(11)-51,2¢g Rt
2) GIC13, GIx?
filtrar
l
Conc.

| |
L
/%OR£XB Lxt., QICT (II)»GZ,Zg
\__/ >

3) MeQH, 061x2
filtrar

5 Conc.

;

<EOR%§> Ext.MeOH(I1)~-82,0g

As extracoes foram realizadas a temperatura

ambiente ,
protegidas de luz, por 48 horas (duas vezes). Os percolados
concentrados em evaporador rotativo a pressao reduzida, resulta

ram nos extratos estudados: hexenico (I), cloroformico (II),eta

ndolico (I) e metandlico (II)}. Os trés primeiros extratos foram
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submetidos a marcha sistematica descrita no esquema - 13, 0s ex-
tratos isentos de clorofila prestaram-se muito bem para 1solamen
to dos constituintes, através de cromatografia em coluna ou por

precipitacoes seletivas com solventes.

ESQUEMA - 13

Marcha sistemdtica para eliminacao de clorofilas e co-

rantes dos extratos

Extrato concentrado
~10,0g

1) Dissolver em 0,57 de Me(H (filtrar em
celite se necessario)

I1) Agitar ¢ adicionar 0,37 de H,0
I11) Agitar p/~6 hs.

1V) Filtrar em celite

i

Precipitado - " - . .
(clorofila) Extrato em solugao Me(H:H,0 40%

- Extrair com GiClS ~-0,31x3

Conc.

Fase aquosa Extrato sem clorofila

* A percentagem de agua pode variar, dependendo das concentra-

¢oes de clorofilas e outros corantes presentes no extrato.
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6.2.% - Isolamento dos Constituintes

Conforme o relato anterior, das folhas secas ¢ moi -

das da Virola surinamensis foram obtidas em duas etapas, diferen-

tes extratos, Hexanico (I) e Etanolico (I) na primeira etapa e
posteriormente a partir de novas folhas, os extratos hexanico (II),
clorofdrmico (L1) e metanGlico (II) dos quais apenas os dois Glti

mos foram estudados.

EXTRATO HEXANICO (I)

0 extrato hexanico bruto (Esquema-1l)produziu 55,0g
com rendimento de 3,1% e apos a aplicacao da marcha sistemética
para climinagao de clorofila (esquema-13), obteve-se 15,8g. As
cromatografias em coluna aplicadas a este extrato nao apresentou
outro resultado, se nao o ja obtido anteriormente /7/, onde foi
isolado: B-sistoterol (21), gabacina (24), veraguensina (23), Vi
rolina (1), surinamensina (2), elemicina (22) e mais hidrocarbone

tos de cadeia longa c ésteres gliceridicos.

EXTRATO ETANGLICO (I)

0 extrato etanolico (I} produziu 49,6g com rendimen
to portanto de 2,8% em relacao ao peso das folhas secas. Apos apli-
cacao da marcha seletiva para eliminar clorofila (esquema-13), te
sultou em 30,2g, dos quais 10g foram submetidas a cromatografia em
coluna (¢ix8,0 cm) de silica gel (620g; d=0,063-0,200 mm) utili-
zando como eluente hexano, acetato de etila e metanol em ordem cres
cente de polaridade, eluindo inicialmente com hexano-acetato de
etila 2.,0%. TForam coletadas 110 fragoes de ~100 ml, reunidas con-
forme o R.F. das manchas em CCD. (Tabela-13)

1

As fracbes que apresentaram através do IVe RMN- "N

como mistura de substancias alifaticas nao foram estudadas.
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EXTRATO CLOROFORMICO (I11)

0 extrato cloroformico, apos evaporagao do solven-
te em evalorador rotativo, produziu 62,2g com rendimento, portan
to de 3,4% em relacgao as folhas secas. Deste extrato foram obti-
dos 20,8g de precipitados com acetona, dos quais 10g foram subme
tidos a cromatografia em coluna (d.i.=8,0 cm) de silica gel (600
g, ¢=0,063-0,200 mm) utilizando como eluente hexano, cloroformi-
co ¢ metanol, combinados em ordem crescente de polaridade, eluin
do inicialmente com hexano-cloroformico 5,0%. Foram coletados &8
fracoes de -100,0 ml (tabela -14) reunidas de acordo com os resul
tados da CCD, realizadas paralelamente.

Foi aplicado testes com reagentes de Dragendroff ,
¢ as fracoes que apresentaram rvesultados positivos foram conside
rados prioritarias para o estudo., As fracgoes que através de 1V,
RMN-TH e CCD apresentaram misturas de substancias alifaticas,nao

foram estudadas.

EXTRATO DE METANOLICO (11)

0 extrato metanolico (30g) ap6s concentracdao em e-
vaporador relative resultou num oleo escuro de diffcil solubili-
dade nos solventes usuals.

Neste estrato fol constatado a presenga'do menossa

- . 3 - .
cartdeo manitol” atraves de cromatografia em camada delgada (CCD)

a) Isolado na madeira de V.surinamensis - lamamura, P.M., "Relatorio de Inicia
¢ao Cientifica: Inst. de Quimica. WNICAMP-Campinas-SP (1975).
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impregnada com acide borico/123,124/ utilizando anisaldeido ~ H,S0,
como revelados ¢ varios sistemas em desenvolvimento (1-3),e como

padrdes os monossacaridcos e dissacarideos abaixo /125/.

I - Sistema em desenvolvimento
1 - i-propancl-agua (4:1)
2 - Acetato de etila-piridina-agua (3:3:2)

3 - n-butanol-acido acético-agua (3:2:6)

1I- Padroes utilizados em co-cromatografia

1 - monossacarideos: f{rutose, xilose, glicose, mani
tol., manose e arabinose

,7 - -
2 - dissacarlideo: sacarose

171~ Revelador

a) Anisaldeido - H,80, (

b} Selugao alcalina com AgNOg

aquecimento brando)

6.2.4 - Isolamentos de alguns constituintes através de méto

do alternativo

Varios constituintes quimicos das folhas de V.suri-

namensis foram tambeéem obtidos diretamente a partir do extrato eta
nolico (Esquema-11}, atraves de precipitacdes seletiva, utilizando
solventes comerciais em quantidades minima necessarias para dis-

salve-lo (esquema-14), e em seguida resfriando-o a ~0°c.
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ESQUEMA - 14

Obtengao de veragensina e galbelgina por precipitagoes seletivas

Extrato etanolico
bruto (5,0g)

Marcha seletiva para eliminar
clorofila (Esquema-13)

Fase aquosa da Extrato etanolico
marcha p/eliminar sem clorofila
clorofila ~3,28
- concentrar(~0,5¢) -Eter (ppt)
- acetona (ppt) - Filtrar
Kgua-mae ppt-aglicares ou Agua-mae ppt - veraguensina
_ o subs t. glicosiladas (concentrar) ~200 mg
-MeCH (ppt)
~Filtrar
Agua-mae ppp - Galbelgina
~165 mg

Assim, as neolignanas veraguensina (23) e galbelgina
(27). além de acgucares, podem ser facilmente isoladas.

A comparagido através de cromatografia em camada delga-
da, constatamos a presenc¢a de trés agucares, um dos quais o monos

sacarideo manitol, também isolado a partir do extrato metandlico

(pag. 94 ).



TABELA - 13

(romatografia do Extrato Etanolico
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Constituintes®*

Fragoes Peso das Teste c/** Peso das
Reuni Solvente (%)  Fragoes Dragen- subst.iso-

das (2) dorft ladas (g)

1-5 Hex.,:AcOEt-2% 0,243 - -

G-7 " " " (0,138 - corantes

" " " ) +

10-14 lox, : ACOE -4 8%22 - kldg’zn;z cadeia

15-18 " " " (0,236 - ;

19-24 Hex.:AcOEt-10% 0,384 - VS~ 1* V5-1(0,062g)
26-28 Tt 0,402 - -2

29-33 Hex.:AcOkEt-20% (0,358 - ¥

34-30 " M " (0,594 -

37-52 Hex.:AcOEt-40% 0,668 - V5-2% V5-2(0,048g)
5358 " " o 0,582 - VSES*

59-65 " ' " 0,450 - ; VS-3(0,132g)
66-71 AN 0,445 . - VS-3

2=73% Hex.:AcQEt~060% 0,212 - VStS* V5-5(0,038g)
74-78 M o " 0,523 - VStG*

79-85 " " 0,244 - -

S6-9¢ " " i 0,335 + - VS-6(0,183g)
91-98  AclEt 0,216 + -

99-102 AcCEt:Me(H-2% 0.284 * -
105110 " " 10% 0,416 - -

- Recwperado 71,21%

~*Subs tancias isoladas

-** Teste com reagente de Dragenderff /59/ (-) negativo, (+) positivo

- 7 Substancia em pequena concentracgao nao isolada
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TABELA - 14

Cromatografia do Extrato cloroformico

Fraceces Peso das Teste c/** Constituintes* Peso das
Rewni-  Solvente (%) Fragoes  Dragen- (* subst. iso- subst. 1s0
das () dorff lada) tadas (g)

-4 Hex.:(HC17-5% 0,568 - Hidrocafbonetos
>~ ) R 0,460 - acidos de cadeia
9-12 " " " 0,142 - longa*
1315 "t 0,318 - corantos
16-17 Ilex.:(11(113~10‘é 0,342 - V5-17* VS-1(0,236g)
18 " h ! 0,216 - +
19-21 " " " 0,421 - ?
22-25 llex. :(11(313- 15% 0,362 -
24-25 " " " 0,210 - -
20-27 7 " " 0,103 - -
28-31 A " 0,338 - VS~ 3* Vs-3(0,185g)
32-35 Hex. :(HCIS— 30% 0,210 - +
30-37 ¢ " " 0,310 - ?
38-35 ¢ " " 0,288 - -
40-41 Hex. :G'I(Ilg—{){)% 0,201 + VS;4* VS-4(0,055g)
42-43 " " " 0,165 + V5-10*
44-45 " " " 0,345 + V5-10 V5-10(0,108g)
46-55 (11(313 (0,906 + ‘JSjll
56-58 0,584 + 3 V5-11(0,582g)
59-01  (HC1 g Me(H 2% 0,242 * VS;Il
62-65 " " " 0,283 + ?
66-68 (IIC1~:MeCH 4% 0,234 - -
6G-78 G{CIB:MG{}[ 10% 0,184 - -
79-88  (HC1z:Me(H 30% 0,300 - -
- Recuperado  73,4%
~ * Substancias isoladas
- ** Teste com reagente de Dragendorff/59/ (-) negativo, (+) positivo

“

i

substancias em pequenas concentracoes (nao isoladas)
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6.5 - ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES DAS FOLHAS DE OSTEOPHIOEUM PLA

TYSPERMUM

65.3.1 -~ Coleta de material

As folhas foram coletadas em Relem-Para, no bair-
ro do Guama pelo Sr. Benedito da Silva, funcionario da EMPRAPA-

PA-Belém e classificada como Virola pavonis. Posteriormente, Te

classificada pelo botanico William A. Rodrigues do I.N.P.A.(CNPq

(Manaus - AM) como 0. platyspermum.

6.3.2 - Obtencao do extrato

As folhas parcialmente secas ao ar foram condicio-

0, . .
nadas em uma estufa a 40°C com a finalidade de complementar a se
cagem, em seguida, triturada em moinho tipo Wiley (1,60 kg). A

extracao foi realizada com hexano {duas vezes) por 48 horas, a

temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apds a concentragao em

evaporadores rotativos a pressio reduzida, resultou o extrato

hexanico (esquema - 15),
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ESQUEMA - 14

Ohtencao do extrato hexamico a partir das folhas de O.platyspermum

Folhas secas e moidas

B¢/ Y88

1,6 kg
- Hexmo, 41x2 (t.a.}
TORTA | Extrato hexano bruto ~82g
Marcha sistematica para
eliminar clorofila
(esq. 13)
ppt
..
l
Corantes + Lxtrato hexanico s/clorofila 35 g
Subst.alifaticas
6.3.3 -~ Isolamento dos constitulntes

0 extrato hexanico brute produziu §2,0g (rendimento
de 5.5% em relacac as folhas secas)e ap0s eliminagao da clorofi-
la, fol obtido apenas 35.0g. O precipitado decorrente da aplica-
¢ho desta marcha (esquema-15), foi consideravelmente grande, apre-
sentando alem de corantes, uma mistura de hidrocarbonetos de ca-
deia longa, os quais, apos serem analisados no 1V, e RMleﬁ foram
desprezados.

0 extrato hexanico isento de clorofila (10g) foi cole
cado no topo de uma coluna cromatografica de 60,0g de silica Kie-

seligel (60-0,063-0,200mm 70-230 mesh) usando como eluentes, hexa-
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no ¢ acetato de etila, em ordem crescente de polaridade (tabela-15)
obtendo-se 104 fragoes de -80,0 ml, reunidas ap0s comparacao atra
ves de CCD.

As {ragoes 19-35 foram recromategrafados em colunas
(d.i. 3,0 ¢m) de silica gel (0,63-0,20 mm). Merck, usando COmo
cluente cloroformico-metanol, coletando fracoes de ~20 ml a par-
tir das quais foram isoladas as substancias 0P-3 (majoritaria) e
OP-4. Este Ultimo composto apresentou "impurezas' que apOs varias
tentativas de separacao, usando varias técnicas, constatou-se a
ocorréncia de uma auto-decomposicao, principalmente em solugao e
aumentande com varios fatores (pg. 51 ) nao totalmente éstabeleci

dos.
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TABELA - 15
Cromatografia do extrato hexanico das folhas de

0. Platyspermum

Pragoes Peso das  Teste de  Constituintes® Peso das

Reuni~ Solventes (%) Fragoes cor** subst.iso
das ladas (g)
1-5 Hex. :Ac(Et 2% 0,282 - Hidrocarbonetos
H-8 " " " 0,504 + OP-1%+0P -2 *+7 OP-1(0,140g)
9-14  Hex.:AcOEt 5% 0,373 + " " "

15-18 h " ! 0,216 + OP=2*+0P-3*+7 OpP-2(0,072g)
16-21 a ! i 0,321 + OP-3"+0P-4%+6

22=28  Hex.:AcOEt 10% 0,608 + " " " 0P-3(0,420g)
2935 " v " 0,334 + i " "

30-40 " " " 0,410 + Op=-3%+7 OP~4(0,121g)
41-44  Hex.:AcOEt 20% 0,283 + -

4544 " " " (0,263 + -

50-58 " " " 0,401 + -

59-60 ' ' " 0,182 + -

61-67  Hex.:AcOEt 30% 0,763 + OP~5%+7 OPm5(O,290g)

O8-72 " " " 0,312 + e

7376 " " " 0,281 + R

77-31 " " ” 0,228 + o

82-85 Hex.: AcCEt 50% 0,310 - -

86-58 nooo 0,283 + OP-6 *+7 OP~6(0,216g)
¥9-95 " " " (0,565 + v

96-102  HexiAcOEt  70% 0,208 + v

105-104  AcOit 0,368 - -

- Recuperado 75,6 %
% Sthstancias Isoladas

~** Anisaldeido - §--L,SOQ./97/ (+) positivo, (-) negativo /126/

- 7 sibstancias em pequenas concentragoes(nao isoladas).
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6.4. DADOS FISICOS E ESPECTROSCOPICOS DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

DAS FOLUAS DE V.SURINAMENSIS I DE SEUS DERIVADOS.

VS-1 {B~-sitosterol)

Ponto de fusdo: 135,0-137,0°C (MeOH-Tter) (Lit. / 46/
139 .0-140.0): IV, v ;gi01: 3,450, 2990, 2940, 1.620, 1.480,1.250,
1.140. 1.100, 1.060, 950, 840 ¢ 800 cm +; RMN-1H & (CDCL,): 0,80

(3l.s), 1.0(3H.s). 3,2(1H,m) e 5,3(1H,d)}; EM, M! em m/e 408.

VS-4 (Fter dimetilico do pinoresinol}

Ponto de fusao: 10,5~106,4OC (MeOH) ; rotacao optica

e n
Juf"=ras® (e=1.13. CHC1):; UV (E-06, pag. 115) liggH(E.) 278(6.952)
D ~ :

e 232(19.539): IV (E-04, pag. 114), v ig;_: 3,000, 2.970, 2.830,
1.600. 1.480, 1.230, 1.150, 865, 850, 810 e 755 cm '; RMN~'H (E-
09, pag.117) & (CDCI4): 3,17(2H.m), 3,93(6H,s), 3,97(6H,s), 4,27
(20,m), 4.,82(2H,d.J=5,0 Hz) e 6,98(6H,m), EM (E-08, pag.116 ) ,m/e

(abundancia relativa) 166(28.6), 165(70,5) e 151(51,8).

V-6 {galbelgina)

Ponto de fusio: 140,1-140,8°C (MeCH). rotagio optica

T . EtOH

Jo/5?==102° (c=1.18, CHC1,): UV (B-05, pag.115) » 59 (o) 233
(19.840), 278(2.660)nm; IV (E-03, pag. 114) viii 3,600, 2.830),
1.600. 1.510, 1.260. 1.160. 1.028. 820, 800 e 735 cm 1 RMN = 2H

(E-01, pag. 113 & (CDClg): i,04 (6H,d,J=5,0 Hz), 3,80(6H,s),3,84

(6H.,s} e 6,7-7,0(6H): EM (E-07, pag.116 ), m/e (abundancia relati

va): 372 (MY, 5,0) e 206 (100): RMN-1°C (E-02, pag.113): ver

pag. 23.
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VS-10 (7,3",4'-trimetoxiflavona)

Ponto de fusao: 179,4~180,OOC (MeOH) ; rotacao O&ptica

, ) . _
Jo/5P20,0% UV (B-15, pag.120) ALEOT (e.) 237(12.435), 300(11.080)

max.,.
\ o KB
e 337(13.350) nm; 1V (E-11, pag.118) v .

1; RMN- T H (E-10, pag. 117 ) &

3,000, 2.830, 1.630,
1.600, 1.480, 1.260, 960 ¢ 830 cm
(CDC14) 3,96(3H,s), 4,00(3H,s), 6,65(1H,s}, 6,95(1H,d,J=2,0 Hz},
7,00(1H,d,J=9,0 Hz)}, 7,05(1H,dd,J=9,0 ¢ 2,0 Hz) e 8,17 (1H,d,J=
9,0 Hz); EM {E-14, pag.119 ) m/e (abundancia relativa): 312 (MT .
100, 297(2.,9), 284(20,0), 162(14,5), 151(14,5), 142(10,0} e

132(7.1).

VS-11 (3'-0H-7,4"'-dimetoxiflavona)

Ponto de fusdo: 197,0-198,1°C (MeOH); UV (E-16, pag.120)
ZWECOH Ly 237015.264), 300(12.059) e 337(14.679)nm; IV (E- 17 ,

max.
KB

pag.i21 ) A, 3,550, 3,000, 2.850, 1.625, 1.600, 1.380, 1,250,

1.080, 970, 850 ¢ 830 cm T: RMN-'H (E-18, pdg.122 ) & (CDCL

3}
3.99(3H,s), 4,00(3H.,s), 6,47(1,s), 6,67(IH,m}, 6,93(1H,d,J=2,0
Hz) . 7.02(1H.dd.J=10,0 ¢ 2,0 Hz), 7.06(1H,dd,J=9,0 e 2,0 Hz),

7,50 (1H.,d,J=2,0 Hzy, 7,60 (1H,dd,J=9,0 e 2,0 Hz) e 8,27 (1H,d,
J=10,0 Hz): EM (E-13, pag. 119) m/e (abundancia rclativa): 208

(ML, 100.0), 283(3.4). 270(3.8), 255(12,6), 165(11.5) e 151(28).

Acetilagao de composto VS-11

0,250 ¢ (8,39x10”4 moles) de VS-11 foram  dissolvidos
em uma wistura de anidrido acético {2.5 ml) e piridina (2.0 ml).
A reagao foi deixada a temperatura ambiente por 24 horas, sob agi
tagao constante, em seguida a mistura reacional foi vertida em

agua gelada e extraida com éter etilico. As solugoes etéricas
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apds serem lavadas com uma solucao aquosa de dcido cloridrico a

foram lavadas com agua. A solucado etérica livre de piridina,

o
3%,

scca com sulfato de sodio anidro foi concentrada em evaporador
rotativo, resultando num residuo oleoso, o qual apos ser cromato
grafado em CCD-P (silica gel. PF254) utilizando cloroférmio/metg
nol como eluente, obtivemes 0,175 g do composto denominado (V5-11}
AC. Pste composto recristalizado de metanol apresentou ponto

de fusio 177,1-178,5°C, rotagao optica /u/%2=4,2 {c=1,38, CHClz)

EtOH

nAx (e.) 220(16.985) e 315(7.430) nm; IV

UV (E- 15, pig. 120)
(E-12, pag. 118) v;%; © 3,010, 2.840, 1.765, 1.630, 1.600, 965,

&

1. 1

175, 830 e 810 cm i RMN-I (E-19, pdg.122 ) 8 (CDCLg): 2,40(3.s),

Pe]

3.,97(6H.s), 6,68(1H,s), 0,95(1H,d,J=2,0 Hz), 7,07(1H,dd,J=10.,0 ¢
2.0 Hzy, 7,10(1H.dd.,3=9,0 ¢ 2,0 Hz), 7,63(1H,d,J=2,0 Hz), 7 .80
(1H.dd.J=9.0 ¢ 2,0 Hz) e 8,17(1H,d,J=10,0 Hz); EM (E-20, pag.123)
m/e {abundancia relativa): 340 (Mf 52.,0), 298(100), 151(22,0) ,

145(8,0) e 135(2,0): analise elementar: C 66,92; I 4,82; N 0,0.

Eterificacao do composto VS-11

0,050 ¢ (1,6Rx10—4 moles) de V5-11 foram tratados com
excesso de diazometano em sclucao etérica por 16 horas, sob tem~
peratura de T depois da evaporagao natural do reagente e do
solvente, obtivemos um residuo cristalino (0,051g) o t{uala apos
sucessivas recristalizagoes em metanol, resultou no composto de-
nominado (VS-1l1)Me. Os dados espectroscopicos do composto foram

identicos aos de VS-10.
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6.5. DADOS FISICOS E ESPECTROSCOPICOS DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

DAS FOLHAS DE Q.PLATYSPERMUM E DE SEUS DERIVADOS.

QP-1 {Espatulenol)

Composto oleoso com rotagao optica /u/%2=+520 (c=1,15
CHCLg) 1 IV (E-24, pdg.125) vi%i?ezs.ose, 2.870, 1.630, 1.380,
1.240, 890, 785 e 755 cm ©; RMN-'H (E-22, pdg.124) § (CC1,):1.03
(3H,s), 1,05(3H,s), 1.25(3H,s), 2.37(1H,m) ¢ 4,62(2H,m), EM ( E-
26, pag.126) m/e (abundancia relativa): 220 (Mr, 44,0), 205(100,0),
202(39.0), 162(56.0). 159(56,0) e 121(92,0); RMN-13¢C (E— 2% ,pag.
104) & (CHCLg): 153,3(C-10), 106,1(C-15), 81,0(C-4), 54,2(C-5) ,
53,3{C~1), 41,8(C-3), 38,9(C-9), 30,0(C-6), 28,7(C~13), 27,6(C~7})

26,7(C-2), 25,9(C~14), 24,8(C-8), 20,2(C-11) e 16,2 (C-12).

OP-2 {&-cadinol)

Ponto de fusao: 121,2—123,GOC; rotacao optica /a/%2 &
£95° (c=1,01, CHC1,): IV (E-25, pdg.125 ) vhel : 3,300,  3.020,

1,630, 1.470, 1.380, 1.245, 980, 920 4 860 Cm"l; RMN~1H { E-28,

pag. 127 § (CClg): 0,81(3H.d,J=6,5 Hz), 0,92(3H,d,J=6,5 Hz),1,25
(3H.,s), 1,67(3H,s) e 5.42(2H,b(1)})}; EM (E-27, pag.126) m/e (abun
dancia relativa): 222(M'. 1,5), 105(30,0), 95(33,0), 80(23,0)
13,

71(15,0) e 58(14,0); RMN- (E-29, pag.127): ver tabela-4, pag.

69 4,

0P-3 ((~) Kauran-1i6~en~19-0ico)

Ponto de fusao: 172,1-172,9°C (MeOH); rotacio oOptica

KBT . 2 600-2.450,
maxe.

.
/u/52=m1050 (c=0,84, CHClg): IV (E-31, pag.129) v
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3,060, 1.695, 1.480, 1.470, 1.340, 970, 920, 885 e 800 en” L -t
(E-30, pdg. 128) &§(CDClg): 0,98 (3H,s), 1,26(3H,s), 1,53(3l,m) ,
2,60(1H,m) e 4,73(2H,m); EM (E-34, pdg.130) m/e (abundancia rela
tiva): 302 (Mr, 100,0), 287(24,0), 259(40,0), 131(35,0), 107(20,0}

e 105{27.,0}.

Esterificacao do composto 0P-3

0,75¢g (2,48x10“4 moles) do composto OP-3 foram trata-
dos com excesso de diazometano em solucao etérica por 18  horas
sob temperatura de -0°, Completada a reacao, o reagenﬁe foi eva
porado naturalmente, resultando num residuo cristalino (0,076 g)
o qual ap0s recristalizacgOes sucessivas resultou o composto (OP-3)
Me com ponto de fusfo: 148,2 - 149,8 °C; rotagao optica /a/%2=
KBy

~102° (c=0,99, CHC1,); IV (E-32, pég.129) v = © 3.050, 1.720,
1

1.640, 1.380. 1.110, 1.020 e 870 cm ~: RMN-1H (E-31a, pag. 128 )
& (CDCLg): 0,83 (3M,s), 1,17(3H,s), 2,07(2H,m), 3,63(3H,s) e
4,73(2H,m) . EM {E-35, pag.131) m/e (abundancia relativa): 316

(MY, 100}, 301(25.0), 257(55,0) e 120(32,0).

CP-4 [({-) Kauran-16-en-19-al)

Ponto de fusio: -~89°C (com impurezas) (Lit./ 100/ }J40@

KBr
Vo=
max.

1,650, 1.460, 965 e 270 cm™ Y, RMN-TH (B-36, pag.131) & (CDCLy) :

H

IV (E-38. pag.132) 3.860, 2.840, 2.820, 2.720, 1.710,
O.x8(3H,s}. 0,97(6H,s), 2.07{2H,m), 4.,73(2H.,m) e 9,17(1H,d,3=2,0
Hz): EM m/e (abundancia relativa): 286 (MT, 100,0), 271(15,0} e

131(30.,0).
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Redugac do composto OP~4

0,012 ¢ (4,2x10"5 moles) do composto OP-4 foram dissol
vidos em 15 ml de éter etilico anidro e em seguida adicionamos
~25 mg de hidreto de litio e aluminio, ficando a mistura reacio-
nal sob refluxo por 10 horas.

Finda a reacgao, o excesso de LiAlH4 foi destruido com
acetato de etila e agua. O produto foi extraido com éter etilico
e os extratos reunides, secos com sulfato de sodio anidro os

quais foram concentrados em evaporadores rotativos, resultando

num residuo cristalino que apds recristalizacdes sucessivas (he-
xano/CHClg) resultou no composto denominado {OP-4)01, com ponto

de fusio: 123°C: rotacio optica /a/%%=-52.2° (¢=0,40 CHC1.) (Lit.

22 a0 . ) ) KBr .
o/ "==82° (c=0,42, LtOl) /100/): IV (E-37, pag.132) vz 3.420,

Lopwn-tH (B-56, pag.141) 8

1.660, 1.380, 1.260, 930 e 870 cm
(CDC15): 1,00(6H,s), 1,07(3H,s), 2,08(2H,m) e 4,83(2H,b(1)), EM
(E-33, pag.130) m/e (abundancia relativa) ZRR(MT, 36,05, 273(28,0)

258(24,0) e 257(100,0).

OP-5 ((-) eperu-13-en-8(R),15-diol)
Ponto de fusao: 118,5-121,0 (MeOH); rotagao optica

K%r
max.

2

7 ) -
fu/p7==20° (c=1,01, CHClg); IV (E-42, pag. 134 v

1.680, 1.380, 1.230, 920, 850 e 800 Cm—l 1

; RMN-"H (E-39, pag. 133
S(QDCIS}: 0,83(3H,s), 0,86(3H,s), 0,96(3,s), 1,25(3H,3), 1,73
(34,8}, 4,22(2H,d,J=7,0 Hz) e 5,47(1l,t,J=7,0 Hz); EM (BE-44,pag.
135) m/e (abundancia relativa: 308 (MT, 2,0), 290(12,0), 192

(100.,0) e 81(70.0}.
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Acetilagao de 0OP-5

0,070 ¢ (2,27:(?1.0"4 moles) do composto OP-5 foram subme
tidos a acetilagdo com anidrido acético (1,5 ml) e piridina (1,0
ml) ., segundo método usual (pag.104). O produto da reagao fol cro
matografade em CCD-P (silica gel PF254} usando como eluente clo-
rofdérmio/metanol 1,0%, obtendo-se 0,065 g do composto oleoso de-
nominado {OP-5)}Ac com rotacdo oOptica /u/%2=~26,70 (le,Oé,CHClS);
IV (B-41, pag. 139 v EI™:3.510, 1.740, 1.660, 1.560, 1.380,1.230,
950, 910 ¢ 780 cn”'; RMN-'H (E-40, pdg.133) § (CC1,): 0,83(3,s)
0,86({3H,s), 0,95(3H,s), 1,13(3M,s), 1,17(3H,s), 1,77(3H,S), 2,0
(3H,s), 4,50(2H,d,J=7,0 Hz) e 5,22(1H,t,J=7,0 Hz); EM (E-43,pag.
135) m/e (abundancia relativa): SSO(MT, 9.0), 335(8,0}, 256(13,0),

204(100,0), 114(37,0) e 116(70,0).

OP-6 {{-) eperu-8(20).,13-dien-3(8),15~diol).

Ponto de fusfo: 159,2-160,9°C (MeOH): rotacao dJptica

= 8l . I A o KBr .
(c=1.07, CHCLlg); IV (B-47, pag. 137 v =  3.300,

3,080, 1.680, 1.630, 1.225, 990, 875, 840 e 745 cm” t; RMN-1H (B-

232 0
/cx/D ==29 .8

45, pag. 136 & (CDC1 0,70(3MH,s), 0,77(3H,s), 1,0(3H,s), 1,52

30
(3H,s), 1,67(3H,s), 4,18(2H,d,J=7,0 Hz), 4,58(1H,s)., 4.,90(1H,s},
5,43(1H,t,J=7,0 Hz): EM (E-49, pag. 138 m/e (abundancia relati-

va): 306 (MY, 5.0). 291(10,0), 273(13.0), 135(100,0) e 107 (25,0):

k)

RMN- 100 (E-46, pag. 136} ver tabela-3a (pag. 65).

Acetilacao do composto OP-0

0,046 ¢ (1,503{104

moles) do composto OP-6 foram subme-
tidos a acetilacao com anidrido acé€tico (1,0 ml) e piridina (0,5

ml), segundo métode usual (pag.d04). O produto da reacao foi
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cromatografado em CCD-P (silica gel PF254) usando como eluente
cloroférmio/metanol 1,0%, obtendo-se 0,040 g do composto o0leoso
denominado (0OP-6)Ac que apresentou rotagdo optica /a/%zﬂ—Séo (c=

1,16, CHC1 IV (E-48, pag.137) vigimezz.osog 2,840, 1.740,1.620,

3);
1,380, 960, 885 ¢ 830 Cmﬁl; RMN“IH (E-51, pag.139) § [CC14)10,73

(3H,s), 0.83(3H,s), 0,88(3H,s), 1,73(3H,s), 2,0(6H,s), 4,47
(1H,s(1)), 4.58(1H,s(1)) e 5,25(1H,m); EM(E-50, pag.138) m/e
(abundancia relativa) 390 (M., 4,0), 375(3,0), 331(32,0), 33()

(50,0) . 135(70,0) e 61(100,0).

Oxidagao do composto OP-06

0,075 g (2,08x10m4 moles) do composto OP-6 foram dis-
solvidos em 15 ml de benzeno anidro, adicionando em seguida um
excesso (~0,40 g) de reagente de Fetizon /108/. A mistura reacio
nal foi mantida sob refluxo por 10 horas sob abrigo da luz, até
o complemento de recacao. Apds filtracao, o solvente foi evapora-
do a pressao reduzida, resultando num residuo cristalino recris-
talizado em metanol. O composto assim obtido foi denominado (OP-

6)Al e apresentou ponto de fusao 120,0-121,9 °

. KBr
141 max.

RMN- 1 (B-52, phg. 139) & (CDCI

C; 1V (E-55, pag.
3.420, 2.840, 1.660, 1.0600, 1.420, 1.030 e 900 cm_l

2

St 0.58(3H,s), 0,62(3H,s), 0,82
(3H.s), 1.78(31.d.J51.5 Hz)., 3,78(1H.b(1)), 4,08(1H,s(1)), 4,64
(1H,d.,J=6.,0 Hz) e 8,26(1H,d,J=6,0 Hz); EM (E-54, pag. 140) m/e
{abundancia relativa): 304 (MT, 50,0), 269(55,0), 260(50,0), 243

33,07, 203(25.0) ., 139(48.0), 135(100.0) e 105(75.0).
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o presente trabalho permitiu-

nos a seguinte conclusao:

1) Virola e Osteophloeum s3o géneros da mesma familia e

costumam scer confundidos como no nosso caso, no en-
tanto, suas composicgoes quimicas apresentam uma dife

renca marcante. As folhas de O.platyspermum apresen

tam sesquiterpenos e diterpenos ausente em Virola,por
outro lado, destas nao foram isoladas neolignanas ou
flavonoides marcadores bioldgicos da familia Myristi
caccae, fato que nao contraria sua classificagao qui
miotaxonomica devido estes compostos terem sido iso-

lados a partir de sua madeira.

2) As flavonas (38) e (44) isoladas das folhas de V.su-

rinamensis e {11) de V.sebifera, representam possi-

velmente um estagio de evolugado na familia Myristica
ceae. Sua presenca nestas espécies ¢ compreendida bio
geneticamente através da formacao do esqueleto C15$
produzido em plantas que apresentam produtos metabo-
licos secundarios decorrentes do acoplamento de uni-
dade CG-C3 via acido chiquimico, e trés CZ de unida-

des acetatos.

3) 0 uso conjunto dos calculos semi-empiricos de 13C for
mulados por Beierback e da equagao aproximada de Mc-
Connel ¢ Robertson, aplicados as conformacgoes I, II
e IIl, indicam claramente a conformacao ''nonsteroid-

like" para o composto (+)}d-cadinol em solucao, propo
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sigao esta, contraria a "twist' proposta por Duboven

ko e col.

As especies da familia Myristicaceae e seus constituin
tes quimicos, sdo merecedores de estudos farmacologi-
cos mais intensos e mais abrangentes. O registro nes
te trabalho de atividade bacteriana de seus componen-
tes, representam um incontestavel incentivo para o

prosseguimento destes estudos.
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