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1. INTRODUGCAO

Os =einos vegetal e animal tém sido utilizados pelo ho-
mem, desde os Porimdrdios, como fonte de substdncias necessarias pa
ra éua subsist&ncia. As plantas, em particular, proporcionaram ao
homem uma manedra de curar suas doengas, firmar—-se no meic ambien-
te e facilitaram-lhe a caga e a pesca, fornecendo-lhe substancias
gue puderam sex utilizadas como medicamentos e venenos seletivos.
Posteriormente , a necessidade de obter substdncias de interésse e-
condmico ou bieoldgicamente ativas deu origem 3 Quimica dos Produ-
tos Naturais. Atualmente, apds uma fase de transigiac, novas pers-
pectivas deste ramo da Quimica parecem estar firmando-se e ganhan-
do novos adeptwos.!

Entxe as diversas classes de compostos naturais estuda-
das, existe uma gue engloba as substéncias terpénicas. Ultimamen-
te, um crescente nimero de terpenos tém mostrado ser responsavel
pela atividade bioldgica de virios sistemas.? Certos hormbénios ju
venis de inset<s parecem ser derivados de sesguiterpencs, enguanto
gue horménios <e crescimente de plantas, como as giberelinas, sao

N

diterpenos.3” Varics sesquiterpenos revelaram atividade contra

tumores e exis tem diversos antibilticos entre os sesguiterpenos e

diterpenos."”’ >

Por outro lado, utilizadas como marcadores quimi-
cos, lactonas sesguiterpénicas permitiram a reclassificacgao das

tribos da fami lia Compositae, uma das maiores familias de plantas,

cuja classific agao sistemdtica & particularmente dificil, dada a

grande variedade de espécies,®
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Gilbext e colaboradores’ constataram que o extrato hexani
co da madeira de diversas coniferas apresentava protegao tdpica con

tra a penetraca@ao de cercarias de Schistosoma mansoni em camundon-

gos. O extrato Denzénico da casca da Araucaria angustifolia, uma co

nifera de grande porte largamente difundida no sul do Brasil, foi
submetido a tes-tes andlogos e mostrou protecdo similar,?®
Decidimos entao iniciar o estudo quimico da Araucaria an-

gustifolia pelos constituintes da casca visando:

a) contribuir para © desenvolvimento guimiotaxondmico do

génerc Araucaria, pertencente a familia Araucariaceae, onde tem si-

do verificada & ocorréncia marcante de diterpencs;

b) tentar estabelecer quais as substancias responsaveis
pela protegao contra a infecgaoc por cercarias.

Postexriormente, investigaremos os constituintes das ou-

tras partes da planta.



2. CONSTITUINTES DA FAMILIA ARAUCARIACEAE

A inwvestigagac quimica da familia Araucariaceae teve seu

ponto de partida na Agathis australis, originaria da Australia,

cuja resina, de facil obtencao, teve grande import3ncia indus-
trial na fabricagao de vernizes e lacas. Tschirch e Niederstadt,
em 1901, verificaram que a resina da A. australis consistia de
12% de material neutro, 75% de material dcido e 13% de &leo. Obti
veram da fracao acida 1,5% de um composto cristalino, denominado
acido agatico, cuja estrutura nao foi determinada.

A resina da Agathis robusta foli investigada por Baker e

Smith,?%’?! gque obtiveram, além de pineno (1)}, dois &Acidos, deno-
minados acido dunddtico (p.f. 234-235°9, IalD + 56°) e acide dun-

datdlico (p.f. 101-102°, |a|. + 219).

D
Inves tigando o Sleo essencial das folhas de Agathis aus-

tralis, obtido por destila¢@ao por arraste de vapor d'Agua, Hos=-
king,'? em 1928, verificou gue as folhas coletadas em junho con-
tinham 0,05% de dlec gque, submetido & destilagdo fracionada  sob
pressao reduzida, forneceu 75% de a-pineno (1), 6% de kaureno (2)
e 3,5% de cadinenc (3); enguanto gque o Oleo (0,16%) obtido das fo
lhas coletadas em dezembro apresentou 64% de a-pineno (1), 13% de
kaureno (2), 7% de cadineno (3), 3,2% de borneol (4), 1,4% de a-
cetaf.o de bornila (5), 1% de limoneno (6) e dipenteno j(i)-limong_a_
no){, 0,7% de c<anfeno (7), 0,6% de cineol {8), 0,2% de citronelal

(9) & 3% de resina.
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Ruzicka e Hosking,'? examinando a fracdo soliivel em éter

da resina da Agathis australis, isolaram o componente principal

da resina, um &cido, denominado agitico por Tschirch e  Nieders-

tadt,!? e detexminaram sua estrutura (10), baseando-se nas evi-

déncias quimicas obtidas através de varios derivados.,!®’1!?

COOH

(11)



Koolhaas'® obteve de uma amostra de resina de Agathis la-

billardieri, por destilagac a vapor d'adgua, 5,7-6,3% de Sleo essen

cial, que foi submetido a4 destilagao fracionada e cuja composigao
era a seguinte : o~pineno (0,6%) (1), limoneno, contendo dipenteno
(97,4%) (6), wumm Oxido de sesguiterpeno com nGcleo de cadaleno {11)
(0,5%) - cuja estrutura total nao foi determinada - e resina (0,73
De outra amostxa de resina, utilizando ¢ mesmo procedimento, obte-
ve a-pineno (31,8%) (1), limoneno, contendo dipenteno (60,3%) {6)
e um alcool sesquiterpénico (0,1%) nao identificado. O autor su-
geriu gue as resinas eram provenientes de duas variedades diferen~

tes de A, labillardieri.

A resina exudada da Araucaria angustifolia O, Ktze. (sin.

Araucaria brasiliana, A. Rich.) fol analisada por Rangel e Schnei-~-

der,!’

gue obtiveram o seguinte resultado: umidade 13%, goma (so-
livel em agua, inscluvel em 3&lcool) 40%, resina 37,2%, terebentina
5% e “"impurezas" 5,7%, Stellfeld!'® verificou que a fracao solivel
em dlcool dava reagOes para taninos.

Utilizando destilag@o a vapor d'dgua e depois destilagao

fracionada sob pressao reduzida, Birch!?® obteve limoneno {6) d&a re

sina exudada da Araucaria bidwilli,

BxiggS,“ em 1941, obteve do &leo essencial da Araucaria
excelsa 70% de a-pinenc (1), 19% de filocladenoc (12), 9% de um ses
guiterpenc nac identificado e pequena quantidade de dipenteno, pro
vavelmente formado do a~pineno durante a destilagao. Posteriormen
te, apds exaustivas cristalizagoes conseguiu separar isofiloclade-

no (13), das &Aguas-maes de cristalizagao do filocladeno. Isto foi



comprovado pel&x isomerizacaco da mistura de diterpenos com uma so-
lucdo alcodlicea de acido sulfirico a 10%, obtendo apenas isofilo-

¢ladeno. ?!?

(L2} (13)

Dryse Zius e Lindberg,*? examinando o extrato etandlico

das ralzes da Araucaria angustifolia isolaram pinoresinol (14) e

seu eter dimet I lico (1%). O eter dimetilico do pinoresinol ainda

nao havia sido isclado de fonte natural, apesar de seu antipoda

optico, eudesm:ina, ja haver sido encontradc em varias espécies de

Eucaliptus.??

(14)

OCH3

Exami.mnando o oleo essencial da Araucaria cunninghami, cu-

jo fracionamento foi feito por destilacac sob pressao reduzida,



Gallagher e Sutherland,?®" obtiveram n-nonanc, n-undecang, a-pineno

(1), 8=pineno (16}, mirceno (17), (*)-limoneno {(dipenteno) {6),

terpinoleno (18), cariofileno (19) e humuleno (20).

I
~
|
f
(16) (17) (18)
(19) (20}

Chandra e colaboradores,?® investigando o extrato de éter

de petrdleo da casca da Araucaria imbricata, isolaram e caracteri-

zaram dois novos diterpencs: labd-8(17)-en-38,15-diol (21) e &acido

3p-hidroxilabd-8(17)-en-15~cico (22). A presenca do aldeido cor~

respondente em C,; (23) também foi evidenciada.




Investigando a resina da Agathis robusta, Carman e

Dennis?®® identificaram os &cidos levopimarico (24) e comlinico (25),
gue foram isolados como ésteres metilicos, apds reagao com diazo-
metano. Nenhum dos dois acidos mostrou propriedades semelhantes

aos acidos dundatico e dundatdlico obtidos por Baker e Smith,!?’/1!

(24) (25)

O acido levopimarico possui grupo carboxila 8 (axial) em
C,, enquanto que o &cido comiunico apresenta a carboxila em posigzo
a (egquatorial). Fol a primeira ocasiaoc em gue se notou a co-ocor-
réncia de acidos diterpénicos com grupos carboxila apresentando
configuracao oposta em Cé. Carman e DPennis acharam gue este fato
era de consideravel interesse biossintético.

Ainda em 1964, Carman®’ constatou que o constituinte prin

cipal da resina da Agathis microstachya, como na A. australis,?®

era o acido agatico (l0). Este acido diterpénico, no entanto, nao

foi encontrado na Agathis robusta.?®

Gough,*® examinando os Acidos diterpénicos isolados  das
resinas de diversas Coniferas, verificou varios exemplos do feno-
meno observado por Carman e Dennis. Notou, assim, a ocorréncia

dos acidos abiético (26) e sandaracopimarico (27), oxigenados a-



guatorialmente . na resina da Agathis australis, Ruzicka e Hos~

king!*’!® 33 haaviam isolado desta espécie o acido agatico (10), o-
sxigenado axialmmente., Face a variedade de exemplos, Gough concluiu
gue a co-ocorré&ncia de diterpenos epimericamente oxigenados devia
ser um fendmenc geral e de pouca significagdo  guimio-taxondmica.
Sugeriu também gue a parte insolQvel da resina por ele  examinada
consistia predominantemente de um copolimero do &dcido cominico (25)

e comunol (28) -

'COOH

(27) I—EH2C ' (28)

A ressina da Araucaria imbricata foi estudada por Weiss-

mann e Bruns,® ° gue obtiveram o acide 3B8-hidroxilabd-8(17)-en-15-
oico (22) (*) 3 molado por Chandra e colaboradores®’ da casca da mes
ma planta. WeIssmann e Bruns, posteriormente, isolaram e determi-
naram a estrutwmira do adcide imbricatdlico (29), pela comparagao dos
derivados déste acido com os derivadeos hidrogenados do dcido aga-

tico (10).31r3 2

{(*} A nomencla-tura usada para esse e
outros compostos com esqueleto
labdanico mencionados nesta tese
baseou-se mna denominagaoc siste-

mitica de <derivados do hidrocar-

boneto saturado (labdano).
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33

Bruns , reinvestigando a resina da A. imbricata, isolou

e caracterizou o imbricatolal ({(30).

(29) (30)

0 extr ato acetbnico da madeira da Agathis australis foi

u

estudado por Erizell e Thomas®" que, além de f-~sitosterocl (31) e i-

sopimaradien~3 -0l (32), isolaram e determinaram a estrutura de
guatro cetoils diterpénicos estreitamente relacionados, gque foram
denominados araucarol {isopimar-7-en-15-ona~3f,16~-diol} (33}, a-

raucarcna {isopimar-7-en~2,15-diona-16-0l)} (34), araucarolona (i-
sopimar-7-en-2 , 15-diona-38-16~diol) (35) e araucarenolona {isopi-
mara-l,7-dien—-3 ,5-diona-2,1l6—~diol) (36) (*) e um composto fendlico
que recebeu a denominagao de agataresinol (37).

As estruturas dos cetois diterpénicos foram propostas, i~
nicialmente, conforme consideracgdes biogenéticas aceitas na época,
sendo posteriormente confirmadas através da obtencac de varios de-

rivados. O esgueleto carbonico foi estabelecido pela conversao da

{(*) A nomenclatura adotada para
ésses compostos baseou-se na
denominagac sistematica de
derivados do¢ hidrocarboneto
saturado (i sopimarano).




il

'gCHZOH
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araucarona {343 err. l6~norpimar-7-enco (38) e iscpimara~7,l15-dieno

(39).35f35137

{(38) - (39)

Thomass *° investigando o extrato acetdnico da resina exu-

dada da A. aus®_ralis isolou como constituintes principais os aci-
dos agitico (1l€»), cis-cominico (40), trans-cominico {25), sandara-
copimarico (273 e abiético (26) e também cis-comunol (41), +trans-
comunol (42), =sandaracopimaradiencl (43) e o éster monometilico do
Zcido agAtico (C44) (*). O autor observou a diminuigao da solubi-
lidade da resi=aa apds certo periodo de tempo e verificou que 1isto
era devido & peolimerizacdo dos compostos mais labeis, j& gue os a-
cidos comunico = e respectivos alcoois nao foram encontrados em re-
sinas de 2-4 adJhos, confirmando a suposiclo de Gough.?®

Exami x2ando mais detalhadamente a resina da Agathis micros-

tachya Carman < Marty’’®

verificaram que o acido agdtico {(10) con-
t+ido nesta res ina estava principalmente na forma do seu éster mo-
nometilico em <, (44). Alé&m de (+)-limonenc (6), foram  obtidos

os acidos abié tico {26), cis~cominico (40) e trans-cominico (25},

(*) Composto © Ibtidc na mesma &poca por Carman e Marty,’® da resina
da Agathis microstachya, e gue ainda nao havia sido isolado de

fonte natw xal.
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na forma de és fceres metilicos, de certas fragdes cromatograficas

submetidas 3 ¥ ezagao com diazometano. O 3cido agitico (10) e seu

éster metilico  (44) foram isolados de fragdes ndc submetidas a rea

¢30 acima e o &icido neoabiético (45) através do sal de butanolami-

na.

(42} (43)

(44)
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¥ isolaram o acido neocabidtico (45) como

Carmar: e Cowley,®
sal de butanolamonic, e os acidos abiético (26), cis~- (40) e trans-
cominico (25) como ésteres metlilicos, apds tratamento da resina da

Agathis robusta com diazometano em solugao etérica. Para investi-

gagao do acide dundatdlico a resina foi tratada da maneira descri-
ta por Baker e Smith.lees resultados obtidos permitiram aocs auto-
res sugerirem cyue o "dcido dundatdlice" era uma mistura dos &dcidos
abiétice (c. 20%), necabiéticeo {(c. 10%), trans—-cominico {c. 25%) e
cis-cominico (<. 20%), loc. cit.. A variagac do ponto de fusao
foi explicada prela polimerizacado e isomerizacdo dos acidos com@ni-
cos, a4 temperat-ura amkiente, confirmando as observacoes feitas por
Gough??® e Thomas,??®

Enzell , Hirose e Thomas"“!

identificaram como sugiresinol
(46) e hinokiresinol (47)%? dois dos componentes mencs abundantes

da Agathis australis, pels con@aragéo direta com amostras auténti-

cas. A estereoquimica do sugiresinol, ainda nao esclarecida, foi
determinada., A.s configuragoes absolutas em Cy dos dois compostos
(46 e 47), tamb>ém determinadas neste trabalho, mostraram-se idén-

* Para analisar os efeitos causados

ticas 3 do agataresinol (48).°
nos centros assimétricos dos derivados obtidos das trés substan-
cias, foi utili zada espectroscopia de ressonancia magnética nu-

clear e dispersao Optica rotatdria.

(46)
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(47}

OB

{48)

Observ &ando que a pirdlise de certos alcaldides na presen-
ca de aparas de zinco produzia pirrol e indol na fase gasosa, Lom-
bardi, Santamar i_a e Bonino'?® encontraram uma maneira de detectar
esses compostos  utilizando o extrato etandlico da madeira da Arau-

caria angustifo I ia. A adicdo de acido cloridrico concentrado a u-

ma solug¢do etan<Slica do extrato, produzia coloragoes caracteristi-
cas na presengca dagquelas substancias heterociclicas e o composto
responsavel por essas reagdes foi isolado e identificado como sen-

do o coniferalde=ido (49).

CHO

(49)

CCE .
OH
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Utili=ando cromatografia preparativa em camada delgada,

Rahman et al.™ ™ obtiveram do extrato acetdnico das folhas da A-

raucaria cunninghami e da Araucaria cooki, as duas primeiras bifla

vonas opticamernife ativas: (~)—4,4™,7, 7““tetra—(}-—metilcupressuflg_ -

vona (50) e {(+) —4',4™, di~C-metil-cupressuflavona (51).

(51)

Continuando ¢ exame da fracgac acida da resina da Agathis
robusta, da qual ja haviam sidoc obtidos os acidos cis- (40) e
trans- cominico (25), abiético (26), neocabitico (45), agdtico (10)
e monometilagdtico (44),"° Carman e Marty"® isolaram, utilizando o
reagente de Giraxd P, um novo diterpencide aldeidico, que foi ca-
racterizado e denominade acido agatilico (52).

Em 1970, Carman e Marty,*® verificaram gue © género Aga-

this, pelo menos na Austrilia, necessitava de uma revisao botanica
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e iniciaram urn estudc das resinas das diversas espécies, para ten-
tar diferenci& —las baseando-se na composigéo de suas resinas. Nes
se Interim, isolaram dois novos acidos diterpénicos da resina da

Agathis micross tachya na forma de ésteres metilicos, assim obtidos

apSs reagao da resina com diazometano em solugac etérica. Os és-
teres foram caxacterizados como l5-hidroxiabietato (53) e 15-hidrgo

widehidroabiet ato (54} de metila,

CHC (52)

Rahman, Kawano e colaboradores®’’®! pgbtiveram das folhas

da Araucaria bidwilli bilobetina (55) e as seguintes novas bifla-
vonas: 7-O-met ilagathisflavona (56), 7,7"-di-O-metilagathisflavona
(57), 7-0-meti lcupressuflavona (58) e 7-7"-di-O-metilcupressuilave

na (59).



~~OR '

{56}

(57)

(58)

(59)

RF?

R!!

R

R

i

fi

R' = H
CH3; R?
H
CH

it

i8
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Os me smos autores’® isolaram duas novas biflavonas das fo

lhas da Arauca.xia cunninghami, 4',7"-di-C-metilamentoflavona (60)

e 4',7,7"-tri— O-metilcupressoflavona {61), gue foram caracteriza-
das através de evidéncias obtidas por espectroscepia de ressonan-—

cia magnética protdnica.

(61)

A fracgac neutra da xresina da Araucaria excelsa investiga-

® zlém de torulosal (62), 19-norlabda~8

da por Caputo e Mangoni,®
(17) ,14~dien—4 ,13-diol (63) e 18-ncrlabda-8(1l7}-l4-dien-4,13~diol

(64), forneceu também manool (65), abietinal (66), abietinocl {673
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e toruloscl (6 8) como componentes principais. As estruturas dos
dois nor-diterxrjoenodiois foram confirmadas por sintese parcial, par

tindo do acidoc acetil-cupréssico (69).

i w4

H ‘\\ H
%H {66) CHZOH (67)
Q
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Const eatando a oxidagao do toruleosal (62), isolado da resi

na da Araucari zm excelsa, Caputo, Mangoni e colaboradores®®’®® su-

geriram gque os dois nor—diterpenodiois, €3 e 64, isclados da mesma
fonte,*? poderdi.am ser provenientes do aldeide diterpénico.
Contirnuando a investigagao de biflavonas nas Araucaria-

ceas Rahman, Kaawano et al.®! isolaram das folhas da Agathis alba

7-O-nmetilcupresssoflavona (38), 7,7"-di~O-metilcupressuflavona (59)

e 4¥7-di-O=-met-ilagathisflavona {70}, uma nova biflavona.

{70}

HO

Carmarz, Craig e Shaw,’? dando sequéncia ao estudo das es-
pécies do génex-o Agathis, isolaram da fracao acida da resina da A~

gathis robusta , trés novos acidos resinicos isOmercs, através de

seus &ésteres metilicos. Os trés novos compostos, 3cidos 138-hidro
xilabda-8,ld~diencico (71), 13R-hidroxilabda-7,l4-dienocico (72} e
13g~khidroxilabda~8 (17} ,1l4~diencice (73), foram caracterizados por
espectroscopia de ressonancia magnética protdnica, aliada a evi-
déncias quimicas, entre as guais a interconversao dos acidos na

presenca de 1liItio em diaminoetano.
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(713 (72) (73)

Recen-t-emente, Caputo e Mangoni,®* observando que as resi-
nas das espéciers de Agathis haviam sido estudadas extensivamente

enguanto gue as do género Araucaria haviam sido muito pouco inves-
&

tigadas, resolwreram iniciar um estudo sistem2tico nesse sentido.
Comecaram por < aracterizar maiis detalhadamente e rever a nomencla-

tura dos acidos diterpénicos por eles isolados da Araucaria bid-

willi, na forma de esteres metilicos, em 1969.°° Os compostos isg
lados apresenta ram esqueleto labdanico ou clerodinico e foram os
seguintes: enan t-8(17) ,E~13-1 abdadien~15~cato (74), enantio-3,
E-~13~clerodien- l5-cato (75}, enantio—4(18),E-13-clerodien-15=0ato
(76) , enantic—8 g~hidroxilabda—~E-13-en-15~cato (77}, 189~hidroxi-8
(17), E-l3~labdadien-l5-oate {(agatolato) (78), l9-acetoxi-8(17),E-
13-labadien-15—oato (acetilagatolato) (79), 19~aldeido-8(17),E-13~
labdadien-15~cato (80} e 8{(17) ,E~l13-labdadien~15,1l8~dicato de me-

tila (agatato de dimetila) (81),

(74) {(75] (763
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COOCH3

(79)

(81)

Caputo, Mangoni et al.’® examinande a resina exudada da

Araucaria cooki, isolaram e caracterizaram, através de evidéncias
gquimicas ¢ de espectroscopia de ressonéncié magnética  protonica,
varios diterpenos com esqueleto labdinico, alguns dos guais isola-
dos pela primeira vez da natureza. Da fracao acida (66%) obtive-
ram; acido 7,13-abietadien~18-cico {abiético) (286}, 15=hidroxi~
8(17) ,E~13~labdadien-1%-catc (isocupressato) de metila (82), 138~
hidroxi-8(17) ; l4-labadien~1%—ocatec de metila {83), 138~-hidroxi-8
(17} ,14~labdadien-1%-cato de metila (84), &cido 15-acetoxi-8(17),
E-13~labdadien—19%-oico (acetilmisocu_p_réssice) {85) e acido 13B-a-

cetoxi~8(17),14~labdadien~1%—oico (86).
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3

A fxacao neutra (34%) forneceu os seguintes composios:
7,13-abietadi en~18+-al (abietinal} (66), 8(l4),l5-isopimaradien-18-
ol {(sandaracopimaradienol) (87), 13B8-hidroxi~-8(17),l4~-labdadien~
19-al (88), 8 {(17),l4-labdadien-13g,19~diol {13~epitorulosol) (89),
13g-hidroxi~8 , 14~labdadien~19-al (90}, 8,l4-labdadien~138,15-diol
(91}, 15~=hidroxi-8,E~13~labdadien-19-al {92), 19-hidroxi-8,E-13~
labadien-15-o&to de metila (93) e 8(17),E-13~labdadien-15,19~-dicl
{agatadiol) (94}).
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2 (87) (88)

(90) 2 (91)

(92) (93) (94)

Continuando ¢ estudo da resina das Araucaridceas, Caputo,

Dovinola e Mangoni®’’*? obtiveram da resina exudada da  Araucaria

cunninghami conze diterpenos com esqgueleto labdanico, nove dos

guais eram compostos inéditos. As estruturas desses compostes fo-
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ram propostas <om base em evidéncias gquimicas e métodos fisicos.
A fragaoc acida (75%) forneceu o acide 15-hidroxi~8,E~13-labdadien-
19-cico (95), =lém dos seguintes &ésteres, obtidos apds reagdao com
diazometano: 8 €17) ,E~12,14~1abdatrien-19~cato (comunato) de metila
(96), l5~hidrox<i-8(17),E-13—l1labdadien-19~oato {isocupressato) de
metila (82), 1 5S-~acetoxi~8(l7) ,E~13~labdadien~19~-pato (acetil<iso~
cupressato) de metila (97}, 1S5~acetoxi-8,E-~13-labdadien-19%-cato de
metila (98) e 7F-oxo-l5-~acetoxi-§,E-13-labdadien-19~ocato de metila

(99) Ll

H3coocf
(96)

g
CH,OCCH,

3 (97) H,00¢ (98)
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Da fra<gao neutra (20%) foram isolados os seguintes compos-
tos: 8,E~13-la¥>odadien-15,19-diol (100), 15-hidroxi~8,E-13-1labda~
dien-19-al (92 3, lS5-acetoxi-8,E~13-labdadien-19-ol (10l), 15-ace-
toxi-8,E-13-laXkodadien-19%,al (102), 8~E~-13-labdadien-15,19~diaceta-
to (103). As e=struturas dessés compostos foram confirmadas por in

terconversac a<> diol (100), além de evidéncias espectroscdpicas.

A &
CH,OH CH,OCCH,

(100)

9
CH,OCCH,

O

HBCCOH2C

O0s autores nao excluiram a possibilidade de (99) ser for
mado por oxida<ao alllica de (98) pelo oxigénio do ar.

Nota—se, portanto, uma grande ocorréncia de diterpenos,
principalmente na resina, nas diversas espécies dos dois  géneros

da familia Arawvicariaceae: Agathis e Araucaria. Essas substancias

diterpénicas apresentaram esqueletos carbdnicos dos tipos labdani-

co, abietanico , pimaré@nico e clerodinico (Quadro 1).
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CQuadro 1

Tipos de esqueleto carbdnico das substancias

diterp&nicas encontradas na familia Araucariaceae:

labdanico abietanico

pimaranico clerodanico




3. ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA: CONSTITUINTES DA CASCA

3. &, Parte descritiva da planta

A Arairacaria angustifolia O, Ktze. (sin. Araucaria brasi-

liana A. Rich. » & uma planta da divisao Gymnospermae, classe Coni~

feropsida, fam¥ lia Araucariaceae, género Araucaria, do qual s& sao

conhecidas dua = espécies na América do Sul. A A. angustifolia ocor

re em todo o s1al do Brasil, especialmente no estado do Parana, co-
mo indica sua <denominagdco de "pinheiro do Parand". Sua ocorréncia
& também notad & em pequena area do territdrio de Missiones, na Ar-
gentina, onde & chamada "pino del Brasil". A outra espécie, Arauca

ria imbricata Xav., tem seu habitat no sul do Chile e Argentina.

9

Sequncdlo Joly,*® as Araucarias sao “"plantas de sexo sepa-

rado. Flores Xemininas reunidas em grandes e densos estrdbilos
com mais de duas centenas de flores. O ovulo nasce na axila de um
megaespordfilo pouco desenvolvide e & protegideo por uma f&lha es-
téril, a escama de cobertura, gue acaba envolvendo e encerrando o©O
dvulo fecundado, de tal sorte que o grande cone madurc & compostc
por unidades i =ssoladas, o chamado pinhao. EstrObilos masculinos
longos, onde cada microspordfilo transporta oito microsporadngics a
longados".

A A, ainqustifclia € uma arvore de tronco reto, raramente

apresentando bdifurcacao, cuja altura média, na maturidade, varia
de 25 a 36 metwxos. A madeira, geralmente branca até os 20 anos de

idade, depois amarelo-clara, forma um cerne avermelhadc nas Arvo-

29



Fig. 1. 1. Aspecto geral de 3rvore de Araucaria angustifolia. 2.

L]

EstrSbilo masculino. 3. Microspororilio com B microspo-
réngios. 4. EstrdObilo feminino (pinha) jovem. 5. Semente
(pinhao). 6. Megaspordfilc com o Ovulo & a grande escama
de cobertura por tras. 7. Pinh3c germinado. 8. Aspecto

geral da planta jovem de A. excelsa.
Extraida de Joly.?*?
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res maduras. MNos pinheiros novos, o conjunto de galhos apresenta-
se COomo um Come, mas nas arvores adultas a copa toma a forma de u-
ma taca. Nos pontos de insergao dos ramos no tronco existe um ma-
terial extremamente duro, chamado nd de pinho.

A casca & cinza-escura, espessa, de aspecto esponioso, e
varia de 2 a 15 cm conforme a idade. As folhas, incertas no tron~
co e densamente dispostas nos galhos, sao oblongo-lancecoladas de
pontas agudas . As sementes, ou pinhoes, sao comestiveis.

"a madeira & a mais importante do Brasil, pela abundincia,
pregc e prestabilidade”, de acdrdo com Rizzini,®® e tem as mais va
riadas aplicwn;ées; compensados e laminadeos, cailxotaria, embarca-
g5es leves; mOveis, instrumentos musicais, fosforos, objetos esco-
lares e de adorno e fabricagao de pasta para papel.

0 fracionamento do extrato benzénice da casca desta plan-
ta permitiu o isolamento de seis substancias denominadas AR5,
AA-8, AA-25, AA-26, AA-29 e AA-31l, além de varios compostos de ca-

deia longa.

3.2. ConsideracoOes estruturais

3.2.1. Compostos alifaticos de cadeia longa

Varios compostos alifaticos de cadeia longa foram isola-

dos do extrato benzénico da casca da A. angustifolia. Esses cons-

tituintes, no entante, nao foram identificados, sendo-lhes atribul

da apenas a designagido dos grupos funcionais mais evidentes., Esta
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Ceompostos alifiaticos de cadeia longa

v RMP ’ ~ . a

Composto nujol -1 Caracterizagao parcial
Vinax {cm ) § {CClé)

AA-1 725 1,25 hidrocarboneto
AR-2 173 ©,1240,1050,725 1,25 éster
AA~3 330 ¢, 725 1,25 dlcool
AA-4 33060, 725 1,25 alcool
An-6° 330 0, 725 1,25 | alcool
AA-10 174 Q, 725 1,25 composto carbonilico
AA-11 32290, 725 1,25 dlcool
An-12 170490, 725 1,25 composto carbonilico
AA-13 1720, 720 1,25 composto carbonilico
AA-16 3220, 1710, 725 1,25 cetol
AR=-20 33090, 725 1,25 aleool
AA-21 1710, 725 1,25 composto carbonilico

ay A caracterizagéo parcial dos compostos mencionados no capitu-

lo 3 desta tese fol baseada nas referéncias 61, 62 e 65.

b) AA~6 mostreou-se idéntico em todos os aspectos a Al-4,
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AA-8 no espectrOmetro de massa (fig. 8.35) foi andloga a do éter di

metilico do pirroresinol.
3.2.4. AR-25

0 pont-o de fuszo e ©s es-
pectros de abscrrgac no infra-verme-
lho (fig. 8.6) e de ressonancia
magnética protSnica (fig. 8.7) de
AA-25 foram idé&nticos aos de uma a-

mostra auténtica de sugiol (104). A

fragmentagac de AAR-25 no espectro~
metro de massa {fig. 8.8} mostrou-
se andloga & do sugiol.

Além o correlacionamento espectroscdpico, a identidade
dos trés compostos supra-citados fol confirmada pelo ponto de fu-
s3o misto e pela co~cromatografia em camada delgada, em varios e-

1uentés.
3.2.5, AR-26

0 composto cristalino AA-26, ponto de fusdo 201-203°, a-
presentou peso molecular 334, obtido por espectrometria de massa
(fig. 8.11).

7 0 espectro na regiao do infra-vermelho (fig. 8.9) mostrou
bandas de absoxr¢ac em 3400-2300 (~OH), 1685, 1255 béMé%IDH)g 3070,
1635, 1415 e 895 (>C=CH,) em™ Y, caracterIisticas de um icido a=8 in

saturado, possuindo um grupo metilénico terminal.®! 0O espectro de
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atribuicaoc foi Ioaseada nos espectros de infra-vermelho, ressonan-
cia magnética pxotdnica &, em alguns casos, no espectiro de massa
degses composto 8. As substdncias assim parcialmente caracteriza-
das estao relac ionadas na Takela I.

A fragac denominada intermedifria mostrou-se constituida
guase que exclu sivamente de compostos de cadeia longa. A fracao
neutra forneceu 11,81 g de AA~4 (2lcool alifdtico de cadeia longa},
componente prin«ipal do extrato benzénico da casca da A. angusti-

folia,

AA-5 apresentou ponto de
fusac e espectros de absor¢ac no in-
3

fra-vermelho (fig. 8.1} e resscnan-

cia magnética pxrotdnica (fig. 8.2)

Lo

dénticos aocs de uma amostra auténti-

ca de B-sitostexcl (31).

2 substancia RA-8 mostrou
pontc de fusao e espectros de absor-
cao no infra-vermelho (fig. 8.3) =
de ressonincia magnética protdénica
(fig. 8.4) idénticos aos de uma amos

tra auténtica de éter dimetilico dc

pinoresinol (15). A fragmentacgao de (15) CH
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absorgao no ul traviocleta indicou uma banda em 218 nm (l10g e=4,1),
que confirmou a existéncia de um grupo carboxila a-f insaturado.®?

No es pectro de ressonancia magnética protdnica (£fig.8.10)
foram observad ©s sinais em 0,90 (3H, banda simples), 1,35 (3H, ban
da simples) e 2,45 ¢ (3H, banda dupla, J = 1Hz), correspondentes a
trés grupos me tila. Em 4,65 (1H), 5,00 (1H) e 6,15 & (1H) foram
notadas bandas simples, largas, devidas a trés protons olefinicos.
Observou-se, @& inda, uma banda larga em 10,30 & (2H), que foi atri-

buida a proton s carboxilicos.,

A exi sténcia de dois grupos carboxilicos foi reforgada pe
la obtengaoc do éster monometilico, AA~26Me (Esquema 1), pelo méto-
do classico, wu-tilizando-se metanocl e Zcido sulflrico. AA-26Me a-
presentou no € spectro na regiao do infra-vermelho {fig. 8.12)
absorgoes corxreespondentes a um grupo carbonila de um éster {1725,
1230 e 11590 cmml} € a um grupo carbonila de um acido (16906 e 1275
cm ~)., O espesxtro de ressondncia magnética protdnica de AR-26Me
(fig. 8.13) mosstrou uma banda simples em 3,70 § (3H) e o espectro
de massa (fig. 8.14) indicou peso molecular 348,2293, corresponden
te 3 formula meolecular CyqH3,0,, confirmando a esterificagdo de a-
penas um grupo carboxilico.

A esterificag@o de AA-26Me, com diazometano em solugdo e-
térica (Esquema 1), levou ao éster dimetilico, AA~26diMe, cujo es-
pectro na regi&@o do infra-vermelho (fig. 8.15), nao apresentou as
absorgaes tipi<as de grupcs carboxilicos, mas permitiv wisualizarx
uma banda um pouco larga na regiao de absorgidoc de grupos carboni-

1

las de @steres (1720 cm ~). O espectro de ressondncia magnética
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protdnica (fig - 8.16) mostrou sinais em 3,65 (3H) e 3,70 & {3H)}
pertencentes a dois grupos carbometoxilicos. A esterificagdoc to-
tal foi ainda c<=orroborada pelo espectro de massa (fig. 8.17) de
AA-26diMe, cuje> peso meolecular encontrado foi 362,2462, correspon-
dente 3 formula molecular C,,H,,0,. A esterificagac direta de
AA~26 com exce ssso de diazometano forneceu um composto idéntico a
AA-263iMe., AA-—26 deve possuilr, portanto, dois grupos carboxilicos

Levandlo em consideragidc gue o espectro na regiao do in-

fra-vermelho de2 AA-26 (fig. 8.9) indicou a existéncia de um grupo
metilénico teriminal e um grupo carboxila conjugado a uma ligacgao
dupla carbono=—<<arbono, fez-se necessiric o esclarecimento dessa

conjugagao, © <ue foil possivel pela analise do espectro de resso~
nancia magnéti<a protdonica (£ig. 8.10). Este espectrc permitiu su
por gue os doiss prdtons olefinicos, cujos sinais aparecem em 4,65
e 5,00 &, podern pertencer a um grupo metilénico terminal nao con-
jugado, enguanto gue O proton visualizado-em 6,15 ¢ pode fazer par
te de um sisterna conijucado, pPois estd situado em campo relativamen

te baixo.®?

Isto sugeriu a existéncia de duas ligagoes duplas car
bono~carbono.

Por outro lado, o sinal de um dos grupos metila (2,45 ¢,
d, J = lHz) apxesenta-se em campo mais baixo gue outros dois, in-
dicando gue © deslocamento pode ser devido a efeitos diamagnéticos
anisotrdpicos qﬁe ocorrem no planc de um sistema conjugadso.®’® As-
sim, a dupla ligagao carbono=carbono deste sistema, parece conter

um proéton (6,15 6) e um grupo metila (2,45, 4, J = 1lHz). O peque-

no desdobramento do grupo metila (cbservado nos espectros de ressQ
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nancia magnéti«=a protonica de AA~26 e de seus derivados), sugere
um acoplamento alilico dos prdtons do grupo metila com o prdton o-
lefinico, loca X izado em posicgao trans.®*’8?%

Os dam-dos espectroscdpicos obtidos, as indicagdes encon-
tradas sobre a  biogénese de diterpenos®®*!e a ocorréncia predomi-
nante destes Cc>npostos - especialmente os biciclicos - nas espaé-

cies estudadas do género Araucaria, permitiram a proposi¢ac da es-

trutura parcial 105 para AA-26.

= CO0H

g

’,CmChz

e Ch3
E E*":“?’C\C_C/COOH
H e - ~

H
{105}

(*) A biogénese dos diterpenos biciclicos a partir do geranilgera-
nilpirofosfa to (106) & iniciada pela protonacaoc da dupla liga-
¢ao da unidezde isopropilidénica inicial, considerando-se a re-

gra do iscpx-eno, para dar um intermediario com esgueleto labda-
nico (107). % ©

+ . Lo CH,,OPP
H - \(,I 2

(1065 (167

Modificagaes prosteriores do labdadienc podem levar a compostos
com as carac teristicas de AL-26.
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As al ternativas para a estrutura parcial 105 foram, desta

maneira, limit.adas a 10 e 108 e seus antipodas Opticos.

COOH

Na es terificacaoc de AA-26 com metanol e dcido  sulfirico
houve reagac p referencial de um des grupos carboxila. Isto permi-
tiu supdr gue & posigac destes grupos na molécula devia ser bem di
ferente para p ermitir tal seletividade. Examinando-se a estereo-
quimica de 10 e 108 verificamos gue a estrutura 10 & a gue apresen
ta tal situaga o, pois o grupo carboxila de C, estd em posigao (a-
xial) bem menoc s favoradvel 3 esterificacZo do gue o grupo carboxila
da cadeia latexal {l0a e 108a).

Por outro lado, comparando-se o espectro de ressonancia
magnética protonica de AA-26, em piridina deuterada e clorofdrmio
deuterado, Tabela II, pode-se notar um acentuado efeito de solven—
te (0,30 ppm) mo grupo metila em 0,%0 §, indicando uma interacgao
1,3~diaxial entre este grupo e o grupo carboxila.®’

As indformagdes obtidas para AA-26 concordaram em todos os

aspectos com © s dados mencionados na literatura®’’2%/%% para o a-
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{10a)
. CH
Ch3 3
V
4 (108a)
COOH
HOO !
H
Tabela II
Deslocamentos guimicos de AA-26 (§)

Piri dina a-5 CDC1, A (ppm)
0,90 (s, 3H) 0,60 (s, 3H) 0,360
1,35 (s, 3H) 1,25 (s, 3H) 0,10
2,45 (&4, 3H, J=lHz) 2,15 (&, 3H, J=1Hz) 0,30
4,65 (£, 1lH) 4,50 (£, 1H) 0,15
5,00 (£, 1H) 4,85 (£, 1H) 0,15
6,15 (£, 1) 5,60 (£, 1H) 0,45
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cido agatico «10). Seu espectro de ressonadncia magnética protdni-

ca (fig. 8.11 » pode ser interpretado da seguinte maneira:

2,45 (4, J=1Hz)

} COCH
§{piridina d-5)

= 4,65(2)
! 5,00 (L)

2 identidade entre AA-26 e o acido agatico foi ainda evi
denciada pela xeducgac de AA—26diMe a AA-26dicl (Esqﬁem&z 1). O pon
to de fusdo, & rotagac Sptica e oz dados espectroscdpicos de
AA-26diol (Tal>ela III e fig. 8.18, 19 e 20) estao plenamente de a-
cordo com os do dicl proveniente do agatato de dimetile (81), o a-

gatadiol (95) . 2772345768

3.2.6. AA-279

A sul>stancia cristaline AA-29, ponto de fusio 183-184°,
mostrou no esizectro de massa (fig., 8.23) picce molecular em m/e 320

0 esprectro na regiado do infra~-vermelho (fig. 8.21) apre-
sentou absor¢ces em 3280, 1040 (~OH), 3500-2400, 1680, 1250
{—(llzcl:—COOH), 3075, 1655 e 905 (>C=CH,) cmm1 gue permitiram sUpOr
que AA~29 era um acido a,R~insaturado, gue possulia um grupe meti-
lénico terminal e uma hidroxila que parecia ser primaria. A exis=-
téncia do grupo carboxila a, B-insaturado foi confirmada pelo es-

pectro de absorgao no ultravioleta, gue exibiu uma banda em 218 nm

(log e=4,1).°% %

&
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Esquema 1

AA~26 AA-26diMe

CH2N2, EtZO

o°, 24 he

CHBOH, KZSO

ref. 3 hs

LiRlH,, Et,

ref, 6 hs

AA-26 e derivados.
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Tabela IIT
Desloc amentos quimicos (§) de AA~26 e derivados
. AA-26 AA-26Me AA-26diMe AR~26di0l
rotons (piridina-as) (cDC1 ) (CDCl14) (CDC15)
Cy ~CH, 0,90(s) 0,60 (s) 0,55(s) 0,65 (s)
C4._.{;H3 1,35(s} 1,15(s) 1,20(s) 1,00(s)
H,C. ,COOR 2,45 (4} 2,15 (&) 2,15(8) 1,70(4)
Cc=C
7 gy (J=1Hz) (J=1Hz) (J=1Hz)
3,65(s)
—COOCH 4 - 3,70 (s) -
3,70(s)
H 4,65 (2) 4,50(L) 4,55(L) 4,50 (2)
\C= 4
- ; 5,00(L) 4,90 (£) 4,90(2) 4,85 (L)
HoC, COOR 6,15(2) 5,65(2) 5,70 (L) 5,35 (L)
=C
’ \_1_“1_ (J~7Hz)
3,55 (gAB)
C,—CH_.OH - - -
=2 (J=11Hz)
H,C _CH,,0H 4,10(d)
c=c_ - - -
’ . (T=THz)
~OH - - - 1,50(s)
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0 espe ctro de ressondncia magnética protdnica em piridina
deuterada (fig . 8.22) mostrou, como 0s espectros na regizo do in-

fra-vermelho e ultravioleta, certas semelhangas com o do acido a-

gatico (AA-26) - Tabela IV. — excetuando-se a banda guadrupla em
3,80 § (2H, J = 1llHz). O sinal desta banda em CDCl, fol registra~
do em 3,55 §. Os sinais observados em 0,75 (s, 3H), 1,20 (s, 3H)

e 2,40 § (3, &, J = 1lHz) foram atribuidos a trés grupos metilas e
as bandas simples, largas, apresentadas em 4,60 (lH), 4,95 (1H) e
6,15 & (1H), £oram correlacionadas a trés protons olefinicos. Em
virtude dessass semelhancas supuzemos gue AA~29 podia possuir esque
leto carbdnico diterpénice similar ao do acido agatico.

A esterificagao com diazometano em solugado etérica (Es-~
gquema 2} forneceu o éster metilico, AA-29Me, conforme indicaram as

absorcoes em 1710 e 1230 om” T

, observadas no espectro de absorgao
no infra-vermelho (fig. 8.24), e a banda simples registrada enmn
3,65 & no espectro de ressonéncia magneética protonica (fig. 8.25).
0 péso molecular 334,2502, lobtido através do espectro de massa

(fig. 8.26), correspondente & formula molecular C, H,,0,, confir-

mou as indicac¢oOes acima.

0 acetato de AA-29, AA~29Ac {Esguema 2), apresentou no es

pectro de absorgac no infra—vermelho (fig. 8.27) bandas provenien=-

tes de dois grupos carbonila: de um acetato (1770 e 1245 cm_l) e

de um acido (1680 cm_l) .
0 espectro de ressonancia magnética protdnica de AA-29AC

(fig. 8.28), em CDC13, permitiu a visualizagao do sinal correspon-~
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Tabela IV

Deslocamentos quimicos [{6) pi—dSJ
AA-26 AR-29
0,9 O (s, 3H) 0,75 (s, 3H)
1,25 (s, 3H) i,2a (s, 3B
2,4 S (d, 3H, J=1Hz) 2,40 (d, 3H, J=1Hz)
4,6 5 (g, 1H) 4,60 (£, 1lEH)
5,0 0 (£, 1E) 4,95 (I, 1H)
6,15 (£, 1H) 6,15 (£, 1H)
3,80 (g, 2H, J=1lHz)

dente a um grizipc acetato em 2,15 & (s, 3H) e o deslocamento da ban
da guddrupla € 2H, J=11lEz), antes observada em 3,55 &, para 4,008.
Este deslocame=mnto sugeriu gue a banda guidrupla era devida aos pré

® A banda miltipla em

tons de carboric adjacente ac grupc acetato.®
gquestao podia ser, portante, o sinal dos protons de um grupo meti-
lénico (a intesgragaoc indicou apenas dois prdtons) gue estivesse 1i
gado a um carloono assimétrico ou cuja rotagao estivesse restringi-
da devido & esstereoquimica da molécula. Os dois protons consti-
tuiriam, assim, um sistema AB cujo sinal & uma banda guadrupla.’?
AA-29 deve posssuir, portanto, uma hidroxila priméria.

Em f=xce da similaridade espectroscdpica entre o acido aga

tico e AA-29 e das informagOes obtidas, as estruturas provavels pa
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ra AA-29 forarmy limitadas a 109 e 110.

Exam=3 mando novamente a banda guadrupla metilénica centra-

da em 3,65 (F = llHz) e comparando as medidas encontradas jsleka
Wenkert e Beal< ®° para o veouacapenol (111) e o vinhaticol (112) -
Tabela V - pwademos eliminar a estrutura 110. Portanto, AA-29 de-

ve possuir um grupo hidroximetilico em posigéo axial, como o da es

trutura 109.

0s px-Otons de Cl9 apresentam deslocamentos quimicos dife-

~Cyq-

rentes devide a restrigac na rotagdo sbébre a ligacgao C4=Cig
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Os da_los obtidos para AA-29, Tabela VI, estao de acordo
com os existent—e=s na literatura para o acido agatdlico (109).%°’7%
0 espectro de r—essonancia magnética protdnica (fig. 8.22) deste

composto pode =S €r interpretado da maneira a seguir:

2,45 (d, J=lHz)

§ {(piridina 4d~5)

Uma e-~sidéncia adicional para a confirmagac da identidade
entre AA-29 e o acido agatdlico foi a redugao de AA-29Me a  AA-29
dicl (Esquema 2), composto idéntico ao agatadiol [aA~26di0l (93)],

obtido também & partir do Zcido agdtico [AA-26 (10)].
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Esquema 2

BZn~29 AR-29Me

O
(CH3C—)ZO, Pi L1A1H4, EtzO

t.a., 24 hs ref. 4 hs

Q A
&3CCOH2C

AR-28AC

AA~29 e derivados
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Tabela VI
Des d ocamentos gquimicos de AA-29 e derivados
AA=29 AB-20Me AR-29AcC aAa-29diol
Protons AA-26diocl
{(piridina-d5) (CDCIB} (CDClB) (CDC13)
ClOwCHS 0,751(s) G,70(s8) C,70(s} 0,65 (s)
C4~c33 1,20(s) 1,00(s) 0,95(s) 1,00(s)
H3c\ _COOR 2,40(4a) 2,204} 2,15(L) 1,70(s)
- AL=C
u (J=1Hz} (I=1Hz)
—CH20COC§3 - - 2,05(s} -
~CH, OCOCH, - - 4,05 (gAB) -
{(I=11Hz)
—COOCH3 - 3,70{s) - -
o _ 4,60 (8) 4,50{&) 4,508 4,50(8)
=
R 4,95 (£) 4,85 (L) 4,85 (L) 4,85 (L)
H3C\ /COOR 6,15(£) 5,65 (L) 5,65(£) 5,35({tL)
Co=
77 u (J~7Hz)
3,80 {glB) 3,55 {gAR) - 3,55 (gAB)
C4—C§20H
(J=11Hz) {(J=11Hz) {J=11Hz)
H3C\ /ngofi 4,10(4)
A=C - - -
H {(J=7Hz)
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AA-3L

A sub =s téncia AA-31, de larga faixa no ponto de fusao (52-

600) , mostrou Xx: o espectro de absorc¢ao no infra-vermelho (fig.8.29)

- bandas caracte x Isticas de um acido (3220-2500, 1700 e 1265 em t

1

) .
contendo um gr iipo metilénico terminal (3080 e 890 cm ~}. A banda
larga em 3400 C:In_}' sugeriu a existéncia de um grupo hidroxila. Es
ta observagaco £ oi reforgada pelo espectro de ressonancia magnética
protonica (fig - 8.30) que apresentou uma banda larga em 7,75 &
(2H), indicand <> a possibilidade de uma ra3pida troca quimica entre
os prdtons de tam grupc carboxila e um grupo hidroxila.’? Néste es

pectro foram t m mbém registrados sinais correspondentes a trés gru-

pos metila em O ,55 {(banda simples, 3H), 0,90 (banda larga, 3H) e

1,25 6§ (banda = imples, 3H). Alem de uma banda triplice em 3,60 §
(J~6Hz, 2H), £ o ram observadas duas bandas simples, largas, em 4,50
(1) e 4,75 { 1H), regido tipica de protons olefinicos. 0 es~

pectro de massa de AA-31 (£ig. 8.31) apresentou pico molecular em
m/e 322.

A acet ilacgao de AA—31 (Esquema 3) forneceu AA-31Ac, em cuje
espectro de al>ssorgac no infra-vermelho (fig. 8.32) foi notada a au
séncia da band& larga em 3400 cmul. Foi observada, entretanto,mais
uma absorciaoc £orte na regiac de grupos carbonila (1740 cm”l) e uma
banda em 1240 cmﬁl, corroborandoc a cbten¢ao do acetato. O espectro
de ressonancia magnética protdnica (fig. 8.33) apresentou uma ban-
da simples em =2 ,05 § (3H) e o deslocamento da kanda triplice para

4,05 & (2H). I sto indicou gue um grupo metilénico adjacente a um
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Os espoectros de ressonfincia magnética protdnica do Acido
imbricatdlico {(fig. 8.32) e do imbricatadiol (fig. 8.39), cujos da
dos estao dispostos na tabela VII, podem ser interpretados da ma-

neira seguinte (2%a e 1lldaj:

0,20(L)

7,75

CHZOH

; 4,50 (£)
HOOC  1,25(s) 4,75(L)
7,75 (2)
6 (CDC1,)
{29a)
0,90 (£)
0,65 (s)
1,45(s)
CHEOH

3,65 (t, J=1i)
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Esquema 3

D Zw =~3] AA-31NMe

2
0%, 24 ns
HECOOC
(CH3C-)20, i LiAlﬁé, EtzO
t.a.,, 24 hs ref. 4 hs
Q
(3120CCHﬁ CH20B

Ar=-31diol

AA=31 e derivados.
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Deslocamentos guimicos (§) de

AA~-31 e derivados

AA-31 Ab=31Me Ab-31AC AA-31diol
Protons
;CDC13) (CDCl3) (CDClB) (CDCl3)
gsc CH20H 0,90(£) 0,95 (L) 0,90(L) 0,90(L)
C,~CH 1,25(s) 1,25(s) 1,25(s) 0,95(s)
43
—CH,0COCH, - - 2,05 (s) -
4,05(tl)
~CH,0COCH, - - -
{(J~6Hz)
w~CJOOCH3 - 3,60(s) - -
~c C/H 4,50(L) 4,50 (L) 4,45 (L) 4,45 (L)
<7 H 4,75 (L) 4,85(L) 4,80 (L) 4,75 (L)
3,55 (gAB)
C4—CH,OH - - -
(J=11Hz)
H3C C§20H 3,60(t) 3,80(t) - 3,65 (k)
> ' (T~6Hz) (J=8Hz) - {(J=1i)*
—OH 7,75(L)*% - - 1,45 (s)
* i = indeterminado
*%* ~OH, -COOH




4. ALGUMAS CONSIDERACOES BIOQUIMIOTAXONOMICAS

Observa-se nos dois géneros da familia Araucariaceae uma

incidéncia muito grande de diterpenos.

No género Agathis, ao lado de compostos biciclicos com es
gueleto labdanico, sao igualmente encontrados diterpencs tricicli-
cos do tipo abiet@nico ou pimardnico {(Quadro 1). A Unica espécie
gue apresentou compostos fendlicos do tipo do agataresinol (48)

foi a Agathis australis, a espécie mais estudada.

Alids, as resinas do género Agathis estdo sendo estudadas

minuciosamente, para gque os resultados obtidos possam ser utiliza-
dos na reclassificac¢ao de algumas espécies deste género. Na clas-
sificagao anterior ficaram algumas lacunas, de maneira que existem
varios trabalhos onde a mesma espécie parece ter recebido denomina

goes diferentes.*®

Nas espécies do género Araucaria, os diterpenos bicicli

cos do tipo labdanico sac mais abundantes, ao passo que oS trici

clicos sao raros. Substdncias do tipo labdanico com um grupo hi

H

droxila em Cy foram encontradas apenas na Araucaria imbricata, e

com um grupo hidroxila em C13, somente na A. cooki. A  Araucaria
=bidwilli foi a Gnica espécie a apresentar diterpenocs biciclicos
com esqueleto clerod@nico (Quadro 1) e substdncias do tipo  enan-

tio~labdanico.

A Araucaria angustifolia mostrou entre seus constituintes

um composto do tipo abietdnico - sugiol (106) - e trés Acidos re=-
sinicos com esqueleto labdanico: acidos agatico (10), agatdlico

55
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(108) e imbricatdlico (29). Substancias do tipo lignoide, como o
pinoresinel (14) e seu éter dimetllico (15), foram encontradas ex-
clusivamente nesta planta.

Os acidos resinicos se situam entre as substdncias produ-
zidas em grande escala por varias familias de plantas. Além de
conceder uma propriedade coesiva ds fibras vegetais, esses acidos,
principalmente os fendlicos, possuem uma agao antibidtica moderada
e preservam as plantas do apodrecimento pelo ataque de micrdbios.
E possivel que é cobertura resinosa de certas plantas gue apresen-
tam substancias diterpénicas tambem sirva para protegé-las contra
predadores,’ *r7?®

Gilbert e colaboradores’ verificaram que os extratos he-
xinicos de diversas conlferas conferiam prote¢ao contra cercarias

de Schistosoma mansoni, apds a aplicagao desses extratos i pele de

animais de laboratdric. Os autores sugeriram, apds testarem tam-—
bém varias substéncias puras, que a protegao era devida a presenca
de acidos diterpénicos.

Realmente, apenas a fragao &cida do extrato benzénico da

casca da Araucaria angustifolia apresentou atividade toOpica contra

a penetracao de cercarias (V. Ensaic bioldgico). Os principais
componentes acidos, diterpenos, estao sendo testados.

Se positivos, os resultados destes testes serao uma evi-
déncia adicional da atividade tdpica de acidos diterpénicos contra

a penetragac de cercarias de Schistosoma mansoni.




5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1, Materiais e metodos

1} As cromatografias em coluna foram feitas utilizando-
se slilica gel (0,05-0,20 mm) ou Oxido de aluminio neutro atividade
I da Merck A.G. Darmstadt, Alemanha. © diametro e o comprimento
das colunas de vidro utilizadas variaram de acordo com a quantida-
de de adsorvente utilizado.

2) As colunas foram preparadas fazendo-se uma suspensao

do adsorvente no solvente inicial de eluigado, introduzindo-se esta

suspensao na coluna e deixando-se o solvente correr até sedimenta-
¢ac total do adsorvente. O material a ser cromatografado era en-
tao misturado com a quantidade necessiria de adsorvente e introdu-
zido na coluna.

3) A eluicgao foi feita com solventes organicos em ordem
crescente de polaridade, coletando-se fragdes de 50 a 200 ml gue
foram, em seguida, evaporadas a vacuo num evaporador rotativo. o
controle das fragoes foi feito pelo seu peso e por cromatografia
em camada delgada. As fragoes semelhantes, de acordo com a croma-
tografia em camada delgada, foram combinadas.

4) As cromatografias em camada delgada foram feitas uti=-
lizando-se silica gel G ou GF 254 Merck A.G. suspensa em agua des-
tilada e distribuida em camada de 0,25 mm sobre placas de 5 x 20
cm, 10 x 20 cm ou 20 x 20 cm, utilizando-se um aparelho Quickfit.
Essas cromatografias foram reveladas utilizando-se uma limpada ul-
travioleta GELMAN-CAMAG (254 nm) ou iodo ressublimado.

57
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5) Os reagentes e solventes utilizados foram produtos a-
naliticamente puros das marcas Baker, Fisher, Merck, Carlo Erba e
Ki-Kion.

6) Os compostos isolados foram purificados por cristali-
zagao, ou cromatografia em coluna, até a cromatografia em camada
delgada mostrar uma s& mancha em varios eluentes e/ou o ponto de
fus@o um intervalo maximo de 2°.

7) Os pontos de fusao foram determinados em placa de a-
quecimento, segundo Kofler, instalada em um microscopio Reichert

e nac sofreram corregoes.

8) As rotagoes Opticas foram determinadas em etanol ou
cloroformio, utilizando-se um polarimetro fotoelétrico da Carl
Zeiss (precisdo 0,005°).

9) Os espectros de absorgao no infra~vermelho (IV) foram
feitos em filme da substancia triturada com nujol, da substancia
pura ou da substa@ncia contendo tetracloreto de carbono, sobre pla«
cas de NaCl, em um instrumentc Perkin-Elmer modelo 337. Foram u-

tilizadas como referdncia as absorgdes em 1601 e 1028 cm T

de um
filme de poliestireno,.

10) Os espectros de absorgao no ultravioleta foram feitos
em um instrumento DMR-21, Carl Zeiss, utilizando-se como solvente

clorofdormio ou etanol.

11) Os espectros de ressonadncia magnética protdnica (RMP)
foram obtidos em um instrumento da Varian Associates, modelo T-60,
4 temperatura ambiente. Os solventes utilizados na obtencac des~

ses espectros foram tetracloreto de carbono, clorofdrmioc deuterado
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ou piridina deuterada, usando-se tetrametilsilano como referéncia
interna. Os deslocamentos guimicos foram registrados em unidades
§ (ppm) e as constantes de acoplamento em Hz. As letras s, d, t,
g, m e 1 foram utilizadas para designar bandas simples, duplas,
triplas, quadruplas, miltiplas e largas, respectivamente.

12) Os pesos moleculares com aproxima¢ao de quatro deci-
mais e os espectros de massa de algumas substincias foram obtidos
em instrumentos CH-7, da Varian Associates, e MS-9, da Associated

Electrical Industries Ltd., por gentileza do Prof. Ernest Wenkert,

da Universidade de Rice, E.U.A.. Os demais espectros foram obti -

dos em um instrumento 1015/S8L, da Finnigan.

5.2. Coleta da casca

A casca da Araucaria angustifolia 0. Ktze., foi coletada

no municipio de Piraguara, Estado do Parana, em julho, secada ao

ar e, posteriormente, em estufa a 400.

5.3. Extracgao

A casca foi cortada em pequenos pedacos e molida em um
moinho Wiley, resultando um material similar a serragem. A casca
moida (39,5 kg) foi colocada em porgoes de 2,0 kg, em um extrator
tipo Soxhlet, e extraida durante 24 horas com benzeno (7,0 1). Pe
la evaporagéo do scolvente a vacuo, em um evaporador rotativo, fo-
ram obtidos 721,4 ¢ (1,8% do peso da casca) de um dlec viscoso mar

rom escuro gque foi denominado extrato bruto.

5.4. Fracionamento do Extrato Brutco da Casca

0 extrato bruto (721,4 g) foi dissolvido em 3,0 1 de he-
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xano obtendo-se um residuo de 64,4 g constituldo, na sua maior par
te, de material polimérico da casca. A solucao de hexano foi agi-
tada durante meia hora, & temperatura ambiente, num funil de sepa-
ragao, com uma solugao aquosa de hidrdoxido de potassio a 5%. Apds
repouso, trés fases ficaram definidas e foram separadas: uma fase
de hexano, uma intermedidria (emulsao) e uma terceira, agquosa.

0 material neutro, ou seja, a fase de hexano, foi lavado
com dgua destilada e secado com sulfato de sddio anidro, recebendo

a denominagac de fragao neutra.

A emulsao, apds varias tentativas infrutiferas de sepa-
ragdo, fol acidificada com &cido cloridrico 0,1 N até um pH 5-6 e
submetida & extragao com clorofbrmio. As fases foram separadas e
a orgéanica foi lavada com dgua destilada e secada com sulfato de
sédio anidro, recebendo a denominagao de fragao intermediaria, sen
do a fase aguosa desprezada. |

A fase aguosa, da primeira separacao, foi acidificada
com Acido cloridrico 0,1 N até pH 4-5 (papel universal Merck) e
submetida & extragao com cloroflrmio. As fases foram separadas e
a de clorofdrmio foli lavada com agua destilada e secada com sulfa-
to de sbdio anidro, sendo denominada fragdo &cida, enquanto que a
aquosa fol desprezada,

Os solventes das fases orgdnicas foram removidos por e-

vaporacao a vacuo, em um evaporador rotativo, obtendo~se 114,2 g
de fragdo neutra (0,3%), 82,1 g de fragao intermedidria (0,2%) e
16l,2 g de fraqao acida (0,4%, considerando-se o péso da casca).

Estas operagdes estfo resumidas no Esquema 4.
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Esquema 4

CASCA (39,5 kg)
I Benzeno

EXTRATO BRUTO (721,4 qg)
! Eexanoc

|

Fracdo scllvel ResiIduo insolivel (64,4 g)

KOH 5% ag.
|
{

Hexano Emulsao Aquosa (1)

14,2 g 1. HC1 0,1N 1. HCL 0,1N

NEUTRA (PH 5-6) (pH 4-5)

l ;2. CHC13 l 2. CHCl3
CHC13 Aquosa {2) CHC13 Aguosa (3)
82,1 g 161,2 g
INTERMEDIARIA ACIDA *

%

A fracao acida apresentou atividade tdpica contra a penetracio
de cercarlas de Schistcsoma mansoni. Os testes em camundongos,
similares aos efetuados por Gilbert e colaboradores,’ foram rea
lizados pelo Prof Dr. José Pellegrino, Divisdao de Imunologia e
Biologia Parasitaria, Faculdade de FllOSOfla, Universidade Fe-
deral de Minas Gerais (V. Ensaio bioldgico).
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5.5. Isolamentc dos Constituintes

5.5.1. Fracao Neutra

O material neutro (80,5ly), de cOr avermelhada e aspecto
pastoso, fol fraciconado em coluna (¢i = 6,0 cm) de silica gel
0,05-0,20 mm (1000 g) - Tabela VIII. Foram coletadas 125 fracgoes
de 200 ml., Os eluentes foram evaporados e os residuos pesados,

sendo a quantidade total de material recuperado 69,41 g.

As fragoes combinadas 1/2 (3,98 g) foram precipitadas com

acetona, separadas das aguas-maes e recristalizadas virias vezes
de &ter-acetona até a obtencao de um composto de ponto de fusao
58-60°, que foi denominado AA-1 (0,85 g) .

As fragoes 4/11 (8,11 g) foram cristalizadas diversas ve
zes de éter-acetona obtendo-se uma substdncia que fundia a 62—640,
denominada AA-2 (4,17 g).

Apbs diversas cristalizacdes, utilizando-se acetona, as
fracoes 47/59 (6,20 g) forneceram uma substadncia de ponto de fusao
78-80°, denominada AA-3 (1,56 g).

As fragoes 65/78 (19,05 g) foram cristalizadas diversas
vezes de benzeno-éter até a obtengdo de uma substincia de ponto de
fusdo 80-82°, denominada AA-4 (11,81 g).

A cristalizacao das fracgoes 82/9%5 (5,06 g), de éter-meta
nol, permitiu a obtencac de um composto cristalino que fundia a

136-138° (1,07 g), denominado AA-5.
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Cromatografia das fracoes 79/81

As fracces 79/81, Tabela VIII, mostraram duas manchas
bem definidas, além de varias manchas difusas, na cromatografia em
camada fina. As tentativas de cristalizac¢ao ndo foram bem sucedi-
das, obtendo-se um material branco que continuou a mostrar varias
manchas na cromatografia em placa. As fragoes 79/81 (4,83 g) fo~-
ram entao cromatografadas em coluna (¢i = 3,5 cm) de silica gel

0,05-0,20 mm (200 g) - Tabela IX. Foram coletadas 105 fragcdes de

125 ml. Os eluentes foram evaporados e os residuos pesados, sendo
recuperados 4,13 g do material inicial,.

As fragSes 49/56 (0,32 ¢g) foram cristalizadas diversas
vezes de benzeno-&ter até a obtencao de um composto de ponto de fu
sao 80-82° (220 ), denominado AA-6.

Apdes algumas cristalizagoes de &ter-metanol, as fragdes
71/77 (0,71 g) forneceram uma substa@ncia cristalina de ponto de fu
sdo 136-138° (290 mg), denominada AA~7,

C composto cristalino AA-8 (370 mg) de ponto de fusEO
107-109°, foi obtido das fragoes 100/103 (0,45 g) depois de varias
cristalizacoes de éter-acetona,

A cromatografia ou a cristalizagao das demais fracgoes

nao conduziu ao isolamento de substdncias puras.

5.5.2. Fracao Intermediiaria

0 material sdlido marrom—claro, denominado fragao inter-
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medidria (51,68 g), foi submetido d cromatografia em coluna (41 =
6,0 cm) de silica gel 0,05~0,20 mm (800,0 g) - Tabela -X - sendo
coletadas 120 fragoes de 200 ml, Apds a evaporagao dos eluentes,
os residuos foram pesados e a quantidade total recuperada foi
40,52 g.

A cristalizacgdo das fragdes 10/11 (0,65 g), usando-se a-
cetona, forneceu 80 mg de uma substincia, denominada Aa-10, de pon

to de fusdoc 80-82°,

As fragoes 39/47 (5,49 g) foram cristalizadas varias ve~

zes de &ter etilico obtendo-se um composto que fundia a 82-83°
(3,09 g}, denominado AA-11.

As fracoes 48/50 (5,69 g), 51/53 (3,43 g) e 54/55 (1,99
g) foram cristalizadas diversas vezes de benzeno até a obtengao de
substdncias de ponto de fusio 79-80° (2,27 g), 77-79° (1,18 g) e
80-82° (0,50 g), denominadas, respectivamente, AA-12, AA-13 e
AA-16.

Apds sucessivas cristalizacOes de éter etilico, as fra-
gées 87/104 (5,09 g) forneceram um composto (1,35 g), denominado
AA-20Q, que fundia a 79-81°,

A cristalizagdo ou a cromatografia em coluna das demais

fragoes nao levou ao isolamento de substincias puras.

5.5.3. Fracaoc icida

O material acido (75,23 g), um Sleo viscoso marrom-escu-

ro, foi fracionado por cromatografia em coluna {¢i = 6,0 cm) de si
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lica gel 0,05-0,20 mm (800,0 g) - Tabela XI- sendo coletadas 234
fragoes de 150 ml. Os eluentes foram evaporados e os residuos pe-
sados. A quantidade total recuperada foi 63,28 g.

As fragoes 20/33 (4,21 g) foram cristalizadas diversas
vezes de éter etilico obtendo-se uma substdncia de ponto de fusao
72-~74° (1,26 ¢), denominada AA-21.

As substdncias cristalinas AA-26 (2,75 g) e AA-29 (0,35
g}, de ponto de fusao 201-203° e 183—1840, respectivamente, foram
obtidas das fragoes 79/91 (9,85 g) e 104/119 (6,56 g) depois de su

cessivas cristalizagoes de metanol e, posteriormente, de metanol-

2gua.

Cromatografia das fracoes 34/50:

Depois de varias tentativas insatisfatfrias de purifica=~
¢ao por cristalizaglo, as fragles 34/59 (5,41 g), Tabela Xt, foram
submetidas a4 cromatografia em coluna (¢i = 4,0 cm) de silica gal

0,05-0,20 mm (220,0 g) - Tabela XII. Apds a evaporagio dos eluen-
tes das 161 fragCes coletadas, os residuos foram pesados e a quan-
tidade total de material recuperado fgi 4,76 g.

Ag fragées 20/46 (2,04 g) foram lavadas com acetona e,
depois de diversas cristalizagdes de &ter-acetona, forneceram 320
mg de um s8lido branco de ponto de fusio 72-74°, denominado AA-23.

As fragoes 56/59 (0,32 g) foram cristalizadas varias ve-
zes de éter-metanol obtendo-se 100 mg de um composto cristalino,

denominado AA-24 que fundia a 136-138°.
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A substdncia cristalina AA-25 (30 mg), de ponto de fusao
291-293°, foi obtida das fragoes 60/63 (0,10 g), apds varias cris-
talizagOes de acetona-metanol.

A cristalizagao ou a cromatografia em coluna das demais

fragoes nao levou ao isolamento de substdncias puras.

Cromatografia das fracoes 92/103

As tentativas de cristalizagao das fragdes 92/103 (Tabe-
la XI), de cOr marrom escura e aparéncia resinosa, utilizando-se
diversas misturas de solventes, nao apresentaram resultados satig-
fatbrios, Assim, as fragoes 92/103 (4,61 g) foram cromatografadas
em coluna (¢i = 4,0 cm) de silica gel 0,05-0,20 mm (220,0 g) - Ta-
bela XIII, Os eluentes das 114 fragaes de 150 ml coletadas foram
evaporados e os resliduos pesados, verificando-se a recuperagao de
3,08 g de material.

As fragoes 27/29 (0,99 g) foram cristalizadas varias ve-
zes de metanol e, posteriormente, de metanol-8gua, até a obtengao
de 220 mg de uma substd@ncia cristalina de ponto de fusdo 201-203°,
denominada AA-30,

As fragoes 30/41 (0,79 g) apresentaram-se coﬁo um  Oleo
viscoso, que apds secagem a vacuo tomou a forma de um sdlido espon
joso de baixo ponto de fusao (52-600), que foi denominadoc aA-31,

A cristalizagdo ou a cromatografia em coluna das demais

fragoes nao conduziu ao isolamento de substincias puras.
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Cromatografia do material neutro (80,51 g} do extrato benzénico

da casca em coluna de o6xido de aluminio neutro
Atividade I (1000,0 ¢)

Fragoes Eluentes Fragoes COmPOSLOS | peso (g)
combinadas isolados

1~ 40 | Hexano 1= 2 AA-1 3,98
3 - 4,26
4- 11 AA-2 8,11
12- 20 - 3,31
2k=- 30 - 1,14
31~ 48 - 1,11
41~ 58 Benzeno 41- B9 AA~3 6,20
59- 64 Benzeno-fter (95:5) 60~ 64 - 2,35
65~ 99 Benzeno-Eter (80:20) 65~ 78 AR~4 19,05
79— 81 Tabela IX 4,89
g2« 8% AA-5 5,06
100-111 | Benzeno-Etexr (50:50) 96~ 99 - 0,74
112-117 Eter 100-112 - 2,54
118-125 Acetato de etila C113-117 - 3,21
118-128 - 3,4%
69,41
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Cromatografia da fragao 79/81 (4,83 g) do material neutro
em coluna de silica gel 0,05-0,20 mm (200 g)

. Fragdes Compostos

Fragoes Eluentes combinadas isolados Peso (g)

1- 15 |Hexano-8ter (98:2) 1~ 15 - 0,12

16- 42 |Hexano-éter (95:5) 16~ 39 - 0,25

43- 70 |Hexano-éter (90:10) 40- 48 - 0,17

49- 56 AA-6 0,32

57=- 70 - 0,54

71~ 86 |Hexano-&ter (80:20) 71- 77 AA~T 0,71

78~ 86 - 0,59

87~ 96 |Hexano-éter (50:50) 87- 45 - 0,47

97-103 |Eter 96~ 99 - 06,41

100-103 AA-8 0,45

104~105 - 6,10
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Cromatografia da fracao intermediaria do
da casca (51,65 g) em coluna de sIlica gel

extrato benzénico

- Fragoes Compostos
Fracgoes Eluentes i ) Peso (9)
combinadas isolados
1=~ 41 | Hexano-&ter (95:5) 1- 9 - 0,26
10~ 11 AA=-10 0,65
14- 28 - 0,75
29~ 38 - 1,62
42- 57 Hexano-éter (90:10) 39- 47 AA-11 5,49
48~ 50 AR=-12 5,69
51- 53 AR-13 3,43
54~ 55 AA-16 1,99
58~ 70 | Hexano-&ter (80:20) 56~ 77 - 5,02
71~ 93 Hexano~&ter (65:35) 78~ 83 - 2,22
94-~105 Hexano~&ter (50:50) 87-104 AR-20 5,09
106-108 Eter 105-108 - 2,29
109-112 Acetato de etila 108-112 -~ 2,78
113-120 Acetona 113-120 - 3,24

40,52
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Cromatografia do material Acido do extrato benzénico da casca
(75,23 g) em coluna de silica gel 0,05-0,20 (800,0 g)

Fragoes Eluentes FragSes compogtos Peso (g)
combinadas | isolados

Benzeno 1- 10 - 1,18
11- 16 - 2,22
17~ 19 - 1,41
24~ 33 Benzeno~-Eter (98:2) 20~ 33 AA~-21 4,21
34- 67 Benzeno-Eter (95:5) 34~ 59 Tabela XIT 6,60
60—~ 67 - 1,52
68~ 91 | Benzeno-Eter (90:10) 68~ 76 - 2,24
77~ 91 BA-26 8,85
92—-124 Benzeno-Eter (80:20) 92~103 Tabela XITII 4,61
104-119 AA-29 6,56
120-124 - 1,34
125=~146 Benzeno~Eter (50:50)| 125-136 - 4,05
134-14¢6 - 6,32
147-174 Eter 147-174 - 1,18
175-188 Acetato de Etila 175-188 - 4,35
189~216 Acetato-MeOH (95:5) 189-216 - 3,05
216-234 Acetato-MeOH(20:10); 216-234 - 2,59

63,28




Tabela XII

Cromatografia da fracgao 34/59 (5,41 g) do material Acido
em coluna de silica gel 0,05+-0,20 mm (220,0 g)
Fracgoes Eluentes Fragoes compostos Peso (g)
combinadas isolados
1= 9 | Hexano-Eter (98:2) - 9 - 0,13
10- 69 | Hexano-Eter (95:5) 10~ 18 - 0,29
20~ 486 AA-23 2,04
47~ 54 - 0,33
56~ 59 AA-24 0,32
60~ 63 AA-25 0,10
| 64- 69 - 0,10
| 70= 90 Hexano-Eter (90:10) 70~ 90 - 0,39
91-113 Hexano=-Eter (80:20) 81-113 - 0,15
114-136 Hexano-Eter (50:50) 114-121 - 0,44
r 122-136 - 0,18
137-150 Eter 137-150 - 0,05
| 150-1l61 Acetato de etila 150-16l - 0,24
} 4,76
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Cromatografia da fracao 92/103 (4,61 ¢) do material
Acido em coluna de silica gel 0,05-0,20 mm (220,0q9)

. Fragoes Compostos
Fragoes Eluentes ] . Peso (g)
combinadas | isolados

1- 18 | Hexano-éter (80:20) 1- 21 - 0,12
19- 56 Hexano—~&ter (75:25) 22- 26 - 0,40
27- 29 AA-30 0,99

30- 41 AA-31 0,79

42- 56 - 0,26

57- 79 Hexano-éter (50:50) 57~ 83 - 0,24
80~ 95 Eter 80~ 95 - 0,10
96~114 Acetato de etila 96~114 - 0,18

3,08
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5.6. Constituintes da casca da Araucaria angustifolia

e seus derivados

AA~1

Ponto de fusdo: 58-60°; espectro de absorgao no infra-

vermelho: Unujol 725 c:m_l

max
1,25(s).

A”-2

Ponto de fusdo: 62-64°; espectro de
vermelho: viU3%1 1730, 1240, 1050 e 725 em L;

max
ca protonica: §(CCl,) 1,25(s).

AA-3

Ponto de fus3o: 78-80°; espectro de

1

nujol 3300 e 725 cm —; ressondncia

max
6(CC14) 1,25(s).

vermelho: v

AA-4

Ponto de fusdo: 80-82°; espectro de

vermelho: vﬁiiel 3300 e 725 cm_l; ressonancia

6(CC14) 1,25(s).

AA-5 (B-sitosterol)

; ressondncia magnética protﬁnica:é(ccl4)

absor¢ao no  infra-

ressonancia magnéti-

absorgac no  infra-

magnética protodnica:

absorcao no  infra=-

magnética protodnica:

Ponto de fusio: 136-138°; espectro de absor¢ac no infra-

vermelho: fig, 8.1 (nujol)}; ressonancia magnética protonica: fig.

8.2 (CDCl3).

AA-6

Pontoc de fusdo: 80-82°; espectro. de

absorcao no  infra-



74

vermelho: vES;Ol 3300 e 725 cm-l; ressonancia magnética protodnica:

§(CCl,) 1,25(s).

AA-T7

Ponto de fusdo: 136-138°, Esta substidncia apresentou es
pectro de absorgao no infra-vermelho (fig. 8.1} superponivel e com

portamento cromatografico anadlogo ao de AA~-5 (R-sitosterol).

AA-8 (éter dimetIlico do pinoresinol)
Ponto de fusao: 107-109°; rotacdo Sptica: {aléS + 46°
(c=1, CHC13); espectro de absorgao no infra-vermelho: fig. 8.3 (nu

jol); ressonancia magnética protdonica: fig, 8.4 (CDCl,); espectro

de massa: fig. 8.5.

AA-10

Ponto de fusdo: 67-69°; espectro de absorgao no  infra-

vermelho: vggiOl 1740 e 725 cm-l; ressonancia magnética protdnica:

§(CCLly) 1,25(s).
AA-11
Ponto de fusdo: 82-83°; espectro de absorgao no infra-
nujol 1

vermelho: Vmax 3220 e 725 cm ~; ressonidncia magnética protdnica:

G(CDClB) 1,25(s).
AA-12

Ponto de fusdo: 79-81°; espectro de absorgdo no  infra-

vermelho: ngiOl 1700 e 720 cm l; ressondncia magnética protdnica:

§(CCly) 1,25(s).



ARA-13

Ponto de fusdo: 77-79°; espectro de

1

nujol 1720 e 720 cm —; ressonincia

e lho: v
verme max

5(CC14) 1,25(s).

AA~16

75

absorgao no  infra-

magnética protdnica:

Ponto de fusao: 80-82°; espectro de absorgao no infra-

. ,nujol -1
vermelho: Vinax

tonica: 6 (CDCL,) 1,25(s).
AA-20

Ponto de fusdo: 83-84°: espectro de

vermelho: viiiOl 3300 & 725 cm '; ressondncia

5(C014) 1,25(s}.

A~=21

Ponto de fusio: 72-74°%; espectro de

1

nujol 1710 e 725 em —; ressondncia

max
o{ccl,) 1,25(s).

vermelho: v

AR-23

Ponto de fusdo: 72-74°; espectro de

nujol

vermelho: v 1710 e 725 cm“l; ressonancia
max

3220, 1710 e 725 cm ~; ressonancia magnética pro-

absorcao no  infra-

magnética protdnica:

absorgao no  infra-

magnética protdnica:

absorgao no  infra-

magnética protdnica:

6(CC14) 1,25(s). Este composto mostrou-se idéntico, em todos oS

aspectos, a AA-21,

AA-24

Ponto de fusdo: 136-138°, Esta substincia apresentou es

pectro de absorg¢ao no infra-vermelho (fig, 8.1) idéntico e compor-

tamento cromatografico andlogo ac de AA-5 (B-~sitosterol).
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AA-25

Ponto de fusdo: 291-293%; rotacdo Sptica [aigs + 20

(¢=0,5, etanol}, + 32° (e=1, piridina); espectro de absorcao no in

o

fra-vermelho; fig. 8.6 (nujol); espectro de ressonincia magnética

protdnica;: fig, 8.7 (CDCl3); espectro de massa: fig, 8.8,

AA-26 (acido agitico)

Ponto de fusfo: 201-203° ; rotaclo Sptica Laigs + 64°
(c=1, etanol) espectro de absorgao no infra-vermelho: fig. 8.9
v29391 3400-2300, 3070, 1685, 1675, 1635, 1415, 1255 e 895 cm™l;

EtOH

espectro de absorcao no ultravioleta: Mo

218 nm (log e=4,1); res
sonéncia magnética protdnica: fig. 8.10, § (piridina d-5) 0,90 (s,

3H), 1,35 (s, 3H), 2,45 (4, J=1Hz, 3H), 4,65 (£, 1H), 5,00 (£, 11m),
6,15 (£, 1H) e 10,30 (£, 2H); espectro de massa: fig. 8.11, Mt em

m/e 334.

AA-26Me (agatato de metila —Cls)

500 mg de AA-26 foram dissolvidos em 15 ml de metanol, a
dicionou-se 5 gStas de dcido sulflirico concentrado e a mistura foi
submetida a refluxo durante 3 horas. Apds neutralizagao com solu-
¢ao aquosa de NaOH a 2%, a mistura de reagao foi extraida diversas
vezes com éter etilico. Os extratos etéricos combinados foram la-
vados com agua destilada e secados com sulfato de sodio anidro. A
remogao do solvente a vacuo, em um evaporador rotativo, forneceu
um residuo oleoso (450 ng), que foi cromatografado em coluna de si

lica gel 0,05-0,20 mm, elulda com hexano-éter (80:20), obtendo-se

380 mg do éster monometIlico de Aa-26, Ap-26Me, como um Oleo vis-
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coso que cristalizou apds alguns dias de repouso. Ponto de fus3o:

60-62°; rotagdo Sptica Ia[gs + 63°, (c=1, etanol); espectro de

absorgdo no infra-vermelho: fig. 8.12, vA2J°L 3400-2400, 3080,
1725, 1690, 1650, 1275, 1230, 1150 e 890 cm—l; ressonancia magné-
tica protdnica: fig. 8.13, 6(CDC13) 0,60 (s, 3H), 1,15 (s, 3H),
2,15 (4, J=1Hz, 3H), 3,70 (s, 3H), 4,5 (£, 1H#), 4,90 (¢, 1H), 5,65
(¢, lH); espectro de massa: fig. 8.14, Mt em m/e 348,2293 (calcula

do para C, Hy,0,: 348,2302).

AA-26diMe (agatato de dimetila)

a) 200 mg de AA-26Me foram tratados com excesso de dia-

zometano em soluggo etérica durante 24 horas a OO. ApGs a evapo-
ragac do excesso de reagente e do solvente resultou um residuo o-
leoso (206 mg) do éster dimetilico (AA-26diMe). Rotacao Optica
|a];5 + 549 (e=1, CHC13); espectro de absorgao no infra-vermelho:
fig. 8.15, v:11™ 3080, 1720, 1650, 1230, 1150 e 890 cm 1; resso -
nédncia magnética protdnica: fig. 8.16, 6(CDC13) 0,55 (s, 3H), 1,20
(s, 3H), 2,15 (d, J=1Hz, 3H), 3,65 (s, 3H), 3,70 (s, 3H), 4,55 (£,
1H), 4,90 (£, 1H) e 5,70 (£, 1H); espectro de massa: fig. 8.17, M'
em m/e 362,2462 (calculado para C2233404: 362,2459),

b) 200 mg de AA-26 foram tratados com excesso de diazome
tano em solugao etérica, durante 24 horas a 0°. apds a evaporagao
do excesso de reagente e do solvente resultou um residuo oleoso

(215 mg), que mostrou-se idéntico, em todos os aspectos, ao compos

to acima citado, AA-26diMe.

AA-26dicl (agatadiol)

100 ng de AA-26diMe foram dissolvidos em 25 ml de éter e
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tilico anidro, adicionou-se 100 mg de hidreto de litio e aluminio,
e deixou~se a mistura sob refluxo. Apds 6 horas, o excesso de hi-
dreto de litio e aluminio foi destrulde adicionando-se inicialmen-
te eter etilico contendo agua e, depois, agua. A mistura foi ex~
traida varias vezes com eter etilico e os extratos etéricos foram
combinados, seguindo-se lavagem com agua e secagem com sulfato de
sbdio. A evaporagdo deo solvente em um evaporador rotativo forne-
ceu 80 mg do diol, que foi recristalizado de metanol-éter isopropil

lico e denominado AA-26diol. Ponto de fusSo: 104~106°; rotagao
. e 25 - ~ ;
optica: [o]5” + 32° (c=1, CHCl,); espectro de absor¢do no infra-

vermelho: fig. 8,18, vg:§°1 3270, 3080, 1670, 1645, 1060, 1030,995
1

e 900 cm ~; espectro de ressonincia magnética protdnica: fig. 8.19,

6(CDC13) 0,65 (s, 3H), 1,00 (s, 3H), 1,70'1,50 (s, 2H, desapareceu
apds D,0) (&, 3H), 3,55 (gAB, J=1lHz, 2H), 4,10 (d, J=7Hz, 2H),
4,50 (£, 1®), 4,80 (£, 1H}), 5,35 {(t , J~7Hz, lH); espectro de mas~
sa: fig. 8.20, M'|~ em m/e 306.

AA-29 {acido agatdlico)

Ponto de fusdo: 183-184°; rotacdo Sptica la{gs +  46°

(c=1, etanol); espectro de absor¢ic no infra-vermelho: fig. 8.21,

v;:;Ol 3280, 3500-2400, 3075, 1680, 1655, 1250, 1240, 1165, 1040 e

905 cm_l; espectro de absor¢ao no ultravioleta: Aizgﬁ 218 nm ({log
e=4,1); ressonancia magnética protdnica: fig. 8.22, ¢ (piridina

a-~3) 0,75 (s, 3H), 1,20 (s, 3H), 2,40 (s, 3H), 3,80 (g,AB J=llHz),
4,60 (£, 1H}, 4,95 (£, 1H) e 6,15 (£, 1lH); espectro de massa: fig.
8.23, M em m/e 320.
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AA-29Me (agatolato de metila)

100 mg de AA-29 foram tratados com excesso de diazometa-
no em solucao etérica, durante 24 horas a 0%, a evaporagao do exces
s0 de reagente e do solvente forneceu um residuo cristalino (104 mg)

de ponto de fusdo 71-73°. Rotagdo Sptica: [al%S + 43° (c=1, CHCl,) ;

nujol
max

3080, 1710, 1655, 1230, 1170, 1155, 1045, 885 e 870 cm_l; espectro

espectro de absorgac no infra-vermelho: fig. 8.24, v 3530,
de ressondncia magnética protdnica: fig. 8.25, §{(CDCl,) 0,70 (s, 3H),
1,00 (s, 3H), 2,20 (d,J=1Hz, 3H), 3,55 (gAB, J=11lHz, 2H), 3,70 (s,
3H), 4,50 (£, 1H), 4,85 (L, 1H) e 5,65 (£, lH); espectro de massa:

fig. 8.26, M" em m/e 334,2502 (calculado para C 334,2510) .

21349%3°

AA-29Ac {acido acetilwagatdlico)

50 mg de AA-29 foram dissolvidos em 2 ml de piridina, a-
dicionou-se 3 ml de anidrido acético e a mistura de reacgac foi dei
xada a temperatura ambiente. ApOs 24 horas, a mistura fol vertida
em agua gelada e em seguida foi extraida diversas vezes com eéter
etilico. As solugdes etéricas foram combinadas, lavadas com  uma
solucao aquosa de acido cloridrico a 5%, para eliminagdo da piri-
dina, e depois foram lavadas com agua destilada. A solugac etéri-
ca foi entdo secada com sulfato de sddio anidro e evaporada a va-
cuc em um evaporador rotativo, resultando um residuo oleosa, deno-
25 + 40° {c=1, CHCl3);espectro

D
de absorgdo no infra-vermelho: fig. 8.27, vool4 3075, 1770, 1680,

minado AA-29Ac. Rotagao oOptica: la

1640, 1240, 1035 e 890 cm—l; ressonadncia magnética protonica: fig.
g.28 5(CDC13) 0,70 (s, 3H), 0,95 (s, 3H), 2,05 (£, 3H), 2,15 (£,
3H), 4,05 (gAB, J=11Hz, 2H), 4,50 (£, 1H), 4,85 (£, 1H) e 5,65 (&,
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1H).

AA-29diol

100 mg de AA-29Me foram reduzidos segundo técnica descri
ta anteriormente, obtendo-se um composto cristalino (86 mg), deno-
minado AA-29diol, que foi recristalizado de éter etilico-@ter iso-
propilico. Ponto de fusdo: 107-109°; rotagho dptica: |a|2> + 32°

{c=l, etanol). Este composto mostrou-se idéntico, em todos os as-

pectos, a AA-26diol (agatadiol}.

AA=30

Ponto de fusao: 201-203; rotagac Opticas: {uigs + 649
{(c=1, etanol); espectro de absorgao no infra-vermelho: fig. 8.10
(nujol). Esta substancia apresentou-se idéntica, em todos os as-

pectos, a AA-26 (acido agatico).

AA~31l (Acido imbricatdlico)

Ponto de fusdo: 52-60°; rotacdo Gptica: Ialgs + 48° (c=1,
vCCl

CHC13); espectro de absorgao no infra-vermelho: fig. 8.29, max4
3400, 3220-2400, 3080, 1700, 1650, 1265 e 890 cm“l; ressonancia
magnética protdnica: fig., 8.30, §(CDC15) 0,55 (s, 3H), 0,90 (£,

3#), 1,25 (s, 3H), 3,60 (t , J~6Hz, 2H), 4,50 (£, 1H), 4,75 (£, 1H)

e 7,75 (£, 2H); espectro de massa: fig, 8.31, mt em m/e 322,

AA-31Ac (Acido acetil-imbricatdlico)

AA=31 (75 mg) foi acetilado da maneira anteriormente deg
crita obtendo-se um Oleo viscoso que foi purificado por cromatogra
fia em coluna de silicagel 0,05-0,20 mm (15 g), eluindo-se com he=-

- xano~éter em ordem crescente de polaridade, sendo obtidos 50 mg de
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AA-31Ac. Rotagao Optica: Ialgs + 45° (c=1, CHCl,); espectro de
absorgdo no infra-vermelho: fig. 8.32, vCCl4 3070, 1740, 1690,
1640, 1240 e 880 cm *; ressondncia magnética protdnica: fig., 8.33,
§(cocly) 0,60 (s, 3H), 0,90 (¢, 3H), 1,25 (s, 3H), 2,05 (s, 3H),
4,05 (t&, J~6Hz, 2H), 4,45 (£, 1H) e 4,80 (£, 1H); espectro de mas

sa: fig. 8.34, M" em m/e 364,2602 (calculado para C : 364,2616) .

221136%
AA-31Me (imbricatolato de metila)
300 mg de AA-31 foram tratados com diazometanoc em solu=-

ao etérica a 0°, durante 24 horas. Apbs a evaporacdo do solvente
¢ P porag

e do excesso de reagente resultou um residuo oleoso (310 mg) que
foi submetido & cromatografia em coluna de silicagel 0,05-0,20

(35 g), eluida com hexano-8ter (80:20). AA-31Me, assim obtido, a-

presentou rota¢do Sptica ia[gs + 47° (c=1, CHC1,); espectro de
absorgdo no infra-vermelho: fig. 8.35, vEil™ 3379, 3080, 1650,
1155 e 890 cmwl; ressondncia magnética protdnica: fig. 8.36,

6(CDC13) 0,55 (s, 3H), 0,95 (£, 3H), 1,25 (s, 3H), 3,60 (s, 3H),
3,65 (t, J=8Hz, 2H), 4,50 (£, 1H) e 4,85 (£, 1H); espectro de mas-

sa: fig. 8.37, Mt em m/e 336.

AA-~31diol (imbricatadiol)
100 mg de RA-31Me foram reduzidos conforme técnica des-
crita anteriormente obtendo-se um composto cristalino (86 mg), de-

nominado AA-3ldiol, que foi recristalizado de metanol-&ter isopro=~

pilico. Ponto de fusdo: 111-113%; rotacio optica |a 25 4 25° (c=1,
¢ D

nujol

CHCl3); espectro de absorcao no infra-vermelho: fig. 8.38, Vax

3250, 3080, 1650, 1060, 1030 e 895 cm"l; ressonincia magnética pPro
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tonica: fig. 8.39, (CDC14) 0,65 (s, 3H), 0,90 (£, 3H), 1,45 (s,
2H, desapareceu‘apés D,0), 3,55 (g AB, J=1lHz, 2H), 3,65 (t, J=i,
2H), 4,45 (£, 1H) e 4,75 (£, 1H); espectro de massa: fig. 8.40, M+
em m/e 308,2.

5.7. Ensaio biclOgico

Testes de protecac contra esquistossomose:

Foram feitos em camundongos. O material (a fragdo Aacida

do extrato benzénico da casca de A. angustifolia) foi diluido em

acetona e passado na cauda dos animais. Estes foram expostos a

cerca de 200 cercarias de Schistosoma mansoni, durante 24 horas,

pelo método de imersao da cauda. Apds sete semanas, os animais fo
ram sacrificados para perfusao do figado e vasos mesentéricos para
coleta dos esquistossdOmulos. Outro grupo de animais n3o tratados,
mas expostos ds cercarias, foi utilizado como controle para a a;\raw
liagac do grau de protegao (Tabela XIV)

O grau de protecao foi avaliado pela relagao:
o EA
Grau de protegao: 100 (1 - EE)’

EA: média de esquistossOmulos por animal tratado (com a
fragao acida do extrato benzénico da casca de Arau-

caria angustifclia).

EC: média de esguistossdmulos por animal nio tratado

{controle}.

O grau de protegao apresentado pela frac@o acida foi de
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98%. As fragoes neutra e intermediiria ndo mostraram atividade pro

tetora significativa (aproximadamente 20%) .,

Tabela XIV
Teste de protegac contra esquistossomose
w [
, 0} o n N
Araucaria an- ] &= - 0
o 0 v Yol S0 | 5™ 0
qustifolia Ly g Q > N0~ Ui
Da 0] = 0 oo g g3 O
-t O - QO - B ]
(extrato benzé- i P 4 g SE a8
i B i i - O WO m MY
) o \J oo E Y o 0 U o
nico da casca) Z o v o o ]
fud jod S o le)
N v WP
=t =
- ., 10% em
Fragac acida acetona | 11 2 0-1 1,0 98%
Controle - 11 4 35-72 47,6 -




6. RESUMO

O extrato benzénico da casca da Araucaria angustifolia O.

Ktze. foi fracionado em varios compostos alifaticos de cadeia lon-
ga, B-sitosterol, éter dimetIlico do pinoresinol e guatro substidn-
cias diterpénicas: sugiol e os acidos agatico, agatdlico e imbrica
tOlico. Os Acidos diterpénicos parecem ser os responsiveis pela

protecao contra infec¢ac por cercairias de Schistosoma mansoni.

6. ABSTRACT

The benzenic extract of the bark of Araucaria angustifo-

lia O, Ktze, was fractionated into several aliphatic long chain
compounds; f-sitosterocl, pinoresinoldimethylether and four diter-
penic substances: sugiol and agathic, agatholic and imbricatolic
acids, The diterpenic acids seem to be responsible for the pro-
tection against the infection by cercarias of Schistosoma mansoni.

84
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