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RESUMO

Aspectos quimicos da polinizacio do género Clusia e sintese da (+) - cis -
nortailoriona e 7S - isotiociang - 7,8 - di - hidro - o - bisabelena.

Cecilia Mana Alves de Oliveira

Professora Andta J. Marsaioli

Este trabalho foi dividido em dois tépicos principais:

a} Isolamento de produtos naturais. Neste primeiro tépico desenvolvemos um
estudo fitoquimico menos tradicional no que diz respeito a identificagio dos constituintes
de dleos e resinas florais de espécies do género Clusia. Buscavamos ndo somente o
isolamento de novas substincias de interesse biclégico, mas queriamos, através da
investigaco quimica, entender ¢ papel das resinas ¢ dos dleos no fendmeno de
polinizagdo ¢ na vida das abelhas. Concentramos nossa aten¢do nas resinas ¢ oleos florais
de Clusia pertencentes a seccdo Chlamydoclusia e concluimos que as resinas sio
compostas principalmente de benzofenonas poliisopreniladas, enquanto que os 6leos sdo
constituidos de derivados de 4cidos graxos. Neste trabalho reportamos a identificagdo de
5 novas benzofenonas poliisopreniladas ¢ um xantona j& descrita na literatura.
Desvendamos a quimica deste sistema biol6gico e esclarecemos que as abelhas coletam
Tesinas para construirem seus minhos e também para  protegé-los de certos
microorganismos. Neste processo de coleta de 6leos e resinas as abelhas polinizam as
flores do género Clusia. Um importante aspecto a ser mencionado € que as resinas florais
sdo recompensas extremamente raras oferecidas pelas flores no processo de polinizacio

b) Na segunda parte deste trabalho, a sintese organica foi utilizada em duas
abordagens distintas. Na primeira parte foi determinada a configuragio absoluta do novo
produto natural (+} - ¢is - nortailoriona {(1'S)- cis - 2 - [2°, 2°- dimetil - 3(3”oxobutil)-
ciclopropii] ciclopent - 2 - en - ona}, previamente detectado no o6leo essencial da

Artemisia annua . A configuragio relativa e absoluta da (+} - cis - nortailoriona foi



determinada por CG e CG/EM equipados com coluna quiral e coinje¢do do dleo
essencial com padrdes sintdticos ( racémico e homogquiral). O padrfo racémico foi
previamente sintetizado e nés obtivemos o padriio homoquiral a partir do (+)- 2- careno,
usando a reagdo de Pauson-Khand como etapa chave da sintese.

Finalmente, o 7S -isotiociano ~ 7,8 - di - hidro - o - bisaboleno foi sintetizado a
partir da reagfo do bisaboleno com HNCS. Adicionalmente a esta sintese, alguns

aspectos da cinética da adigdo de do HNCS 3 duplas ligacBes foram também
mvestigados.



CHEMICAL ASPECTS OF THE CLUSIA POLLINATION AND SYNTHESIS OF (+)-
NORTAILORIONE AND THIOCYANATE-7,8-DIHIDRO-A-BISABOLENE

Ceciliz Maria Alves de Oliveira

Prof.Anita J. Marsaioli

This work has been divided in two main topics:

a) Natural product isolation. In the first topic we have developed a non traditional
phytochemical research concerning the idemtification of the constituents of floral oils and
resins and their role in the Clusia polination phenomenon as well as their importance in the
pollinating bee’s life. We have focused on the floral resins and oils of Clusia belonging to the
Chlamydoclusia subgroup, which are mainly composed by poliisoprenylated benzophenones
while the staminal oil constituents are fatty acid derivatives. We report here the identification
of 5 novel poliisoprenylated benzophenones and a known xanthone. Having accomplished the
identification we became involved with their ecological aspects and biological activity. We
have thus brought light into the chemistry behing this ecological system where the bees collect
the resins to build theirs nests and also to protect them from certain microorganisms and in this
process they pollinate the Clusia flowers. One should mention that the type of reward (the
floral resin) in not very usual.

b) The second part focus organic synthesis from two different aspects. One envolves
the determination of the absolute configuration of a new natural product, the -+ -
nortailoriona {{1°5) - cis - 2 - [ 2, 2°- dimethyl - 3°(3”- oxobutyl)-ciclopropyl Jciclopent -2- en
-1- ona}, previously detected in the essential oil of drtemisia arma. This was accomplished
by GC and GC/MS using a chiral fused silica capilary column and racemic and homochiral
synthetic standard of the compound. The racemic standard had been previously synthetized
and we have obtained the homochiral standard fom (+)-2-carene using the Pauson-Khand
reaction in the key step of the synthetic pathways . Finally we have synthetized the natural 75-
isotiocianato-7,8-di-hidro-a-bisabolene as a consequence of a synthetic study on the chemio

and regioselectivity of the HSCN addition to terpene double bonds
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estaminddios em volta do ovario e também produzem resina (Figura 1 e
EA);

b) espécies onde o polen encontra-se misturado a uma resina fluida nas
flores masculinas. As flores femininas destas espécies, apresentam a
superficie  estigmitica umedecida por um élec e quando ocorre a
poliniza¢do este dleo mistura-se ao pélen e & resina. Podemos citar como
exemplo a espécie C. renggericides (secgdo Cordylandra). (Figura 2 e
2A).

A importdncia econdmica das Guttiferae ¢ limitada’. S6 algumas espécies
possuem frutos comestiveis ¢ as plantas, por serem arbustos, podem servir para
confecgdo de moveis trancados. Algumas espécies dos géneros Clusia e Vismia sio
importantes colonizadores de ambientes degradados na Amazénia e na Venezuela, j4
que apresentam muito pouca exigéneia quanto a qualidade do solo.

As plantas do género Clusia, como quase todos os membros da familia
Guttiferae, caracterizam-se pela presenga de latex em seus tecidos’. O latex de algumas
espécies de Clusia ¢ de outros géneros da familia ¢ utilizado na medicina popular
come cicatrizante de feridas ¢ analgésico, no tratamento de doencas da pele e
reumatismo. E ingerido por indios da Coldmbia como fortificante e como purgativo
para mulheres grividas ou ainda como contraceptivo.Os indios da Amaz6nia também
utilizam as raizes ¢ os frutos de plantas pertencentes a varios géneros da familia

Guttiferae  para o tratamento de dlcera de pele, em inalagSes para aliviar dores e

febres, ou ainda, como diuréticos’.



Figura 1. C. gandiflora masculina representando o
grupo da secgdo Chlamydoclusia caracterizado
por apresentar flores onde a resina enconira-se
separada do 6leo estaminal.

6leo estaminal |

resina floral

Figura 1A: detalhe da flor masculina com abelha
solitaria coletando resina floral.



Figura 2: espécies de C. renggerioides masculina
e feminina representando 0 grupo secedo
Cordylandra caracterizado por apresentar flores
onde a resina encontra - se fisicamente misturada
ao Oleo estaminal.

6leo estaminal e resina

Figura 2A: detalhe da flor de C.
renggerioides feminina
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1.1.1 - Fitoquimica das espécies do género (Tusia

Os dados fitoquimicos obtidos para inlimeras espécies da familia Guttiferae
revelam a presenga de uma grande diversidade de classe de compostos que inclui
flavondides, xantonas, lactonas, acidos fendlicos e sesquiterpenos’. Espécies do
género Clusia, em particular, mostraram uma predominfncia de diversos tipos de
benzofenonas poliisopreniladas, encontradas no extrato organico de folhas, frutos
e raizes .

Investigacdo quimica dos frutos da C. nemorosa’ levou, predominantemente,
ao isolamento das benzofenonas poliisopreniladas 1 e 2 e nemorosol 3, o qual foi
também encontrado nos frutos da C. multiflora®. A alguilfenilcetona 4 pertence a uma
classe de metabdlitos caracterizados por uma unidade triciclo-[4.3.1.0>"]-decano-2,9-
diénica ¢ € um exemplo tipico de benzofenonas poliisopreniladas modificadas,
encontradas em espécies de Clusia.

Extrato orgnico de folhas de C. rosea’, submetido a ensaios de atividade anti-
HIV, apresentou inibi¢do ao virus. A separacio dos constituintes do extrato ativo
levou i obtengéc das benzofenonas, gutiferona 5 e xantoquimol 6. O estudo dos frutos
de C. sandinensis' levou ao isolamento de duas benzofenonas dipreniladas 7e 8 e da
clusianona 9, uma benzofenona também encontrada nas raizes da C. congestiflora
Hifigura 3).

Mais recentemente, novos derivados de benzofenonas isopreniladas foram
isolados de C. portlandiana ¢ C. multifiora. O estudo do extrato hexénico das folhas e
galhos de C. portlandiana'®, levou ao isolamento de um par de tautdmeros que
incorporam um novo esqueleto oxatriciclico na estrutura bésica da benzofenona
{compostos 10 ¢ 11). A formagdo desses hemicetais ¢ uma interessante variagio no
modo de ciclizagdo dos precursores comuns de benzofenonas destas espécies. Um
par de regioisdmeros 12 ¢ 13 derivados do citrilideno, foram também isolados da C.
multiflora® (figura 4).

De um ponto de vista biogenético”, as benzofenonas poliisopreniladas tais

como os compostos 5 ¢ 6, podem ter sua origem a parfir de um mesmo precursor, a
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maclurina (2, 4, 6, 3'.4"- penta - hidroxibenzofenona), no qual um dos anéis benzénicos
¢ modificado para um biclico-[3.3.1]-nonano-2,4,9-triona, através da intervengdo de

varios radicais isoprenilas, sucessivas ciclodesidrogenagdes e diferentes modos de

ciclizagbes.

O OH

Macluring 14

Outra classe de compostos encontrada nos frutos da C. grandifiora'® sio os
acidos 15 e 16 derivados do S-tocotrienol, os quais possuem uma das metilas
terminais (cIs e frans, respectivamente) substituidas por um grupo carboxila,

Uma observagdo peculiar sobre o género Clusia ¢, aparentemente, a auséncia
das =xantonas, td0 comumente encontradas em espécies de outros géneros da

familia Guttiferae préximos ao género Clusia como Tovomita, Garcinia, Vismia,

etc!®.
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ngura 3: benzofenonas poliisopremladas encontradas em espécies de plantas perfencentes ao
género Clusia.
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Figura 4: benzofenonas poliisopreniladas modificadas encontradas nas espécies de plantas per-

tencentes ao genero Clusia (10, 11, 12 e 13) e derivados do 8-tocotrienol {15 e 16) encontrados
na frutos de C. grandiflora.
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1.1. 2 - As resinas florais e a ecologia da polinizacio.

As Angiospermas sdo caracterizadas por flores que possuem uwm OVArio
protegendo os ovulos os quais, depois da fecundagfio, transformam-se em sementes’
A maioria destas plantas reproduzem-se, especialmente as didicas, como as Clusias,
através do processo de polinizagdo cruzada, que pode ser uma consegiiéncia da agio
de agentes abidticos como o vento e a 4gua, ou ainda de agentes bidticos como, por
exemplo, insetos ¢ passaros que geralmente visitam as flores em busca de alimentos
como o polen e o néctar. Caracteristicas da flor como o odor, a cor ¢ o wvalor
nutricional  do  pdlen e do néctar atraem animais, estabelecendo uma parceria
polinizador - flor onde ambos os parceiros envolvidos beneficiam-se mutuamente.
Neste sistema mutualistico desenvolvem-se relagdes ecologicas finicas, onde cada
espécie vegetal possui um ou poucos polinizadores especz’ﬁcss”.

Sabe-se, 10 entanto, que alguns insetos, que também agem como polinizadores,
coletam outros recursos naturais das plantas como cera, sucos de frutas, resinas,
sementes, tricomas entre outros, com o objetivo de, além do recurso calérico, provir
suas larvas, construir ¢ defender seus ninhos.

Com base nestas observagBes, nas tltimas décadas, os ecologistas tém
demonstrado um crescentc interesse em investigar ¢ entender melhor outras
"recompensas”, além do néctar ¢ do pélen, oferecidas aos polinizadores pelas plantas
no processo de polinizagio.

A presenca de resinas florais é um fendmeno extremamente raro € s ¢
conhecido em 3 géneros de plantas : No género Clusia (Guttiferae), no género
Dalechampia L. (Euphorbiaceae) ¢ Clusiella Planch.& Triana (Guttiferae). Armbruster
e Webster” registraram a coleta de resina de dois géneros de plantas, Clusia e
Dalechampia, por abelhas femininas solitarias Megachilidae da tribo Euglossini e
sociais das tribos Meliponini € Trigonini, e observaram que muitas espécies ofereciam
estas resinas florais como recompensa is abelhas polinizadoras. Todas as abelhas que
ja foram observadas coletando resinas florais, aparentemente, usam o material em

algama fase da construgfo de seus ninhos. Estas resinas podem ser usadas tanic como
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matéria-prirna principal ou t8o somente para fechar os ninhos, ou ainda para construir
as células. Em outra instincia, foi observado que algumas abelhas contornam somente
a entrada dos ninhos com resina, indicando que, de alguma forma, este material
pode prevenir ou reduzir a infestacdo de microorganismos on outros agentes
predadores.

Apesar das especulagdes sobre o uso de resina pelas abelhas e a importincia da
mesma na construgdo dos minhos, pouco € conhecido sobre a sua quimica e sua
mmportancia na polinizaglo. Varios autores tém levantado a hipétese de que as
resinas, assim como os Oleos, serviriam somente para facilitar o transporte do polen, ou
seja, o polen seria o unico motivo que levaria a abelha a pousar na flor das espécies de
Clusia. Eles acreditam que o fato desta resina ser um material pegajoso, 2 mesma
facilitaria o transporie e a coleta do pélen. Esta hipétese foi completamente descartada
por Armbuster, pois ele argumenta que este pélen néo seria 4til 4 polinizagdo j4 que o
mesmo € muito pegajoso e nio liberaria os grios de pélen com facilidade.

Outros autores levantam a hipétese de que estas resinas possuem alto valor
energético (nutritivo) e que as mesmas serviriam de alimento para as abelhas. N3o ha
registro de nenhuma abelha alimentando-se de resina, até o momento. Outra discussio
baseia-se no fato de que, por ser a resina um material a prova d'agua, os ninhos aéreos
seriam construidos com este material apenas para protecfio das larvas e armazenamento
dos alimentos.

InvestigacBes sobre a constitui¢fo quimica da resina floral de uma espécie de
Dalechampia®, indicon que a mesma ¢ constituida de 2 a 6 triterpenos oxigenados
€ que, apareniemente, a resina de uma espécie ndo identificada do género Clusia teria
constitui¢do similar.

Um outro trabalho sobre resinas florais do género Clusia® estabelece uma
relagdo direta entre estas resinas e o propolis tropical produzido na Venezuela. Os
autores relatam o perfil fenélico de 38 amostras de propolis produzido por abelhas
meliferas e concluiram, sem grandes evidéncias quimicas, que parte dos constituintes
do prépolis tropical provinham das resinas de espécies do género Clusia .

Como ja foi mencionado anteriormente, as flores de algumas espécies do género

Clusia (sec¢o Chlamydoclusia) produzem nfio s6 resina, mas secretam o6leo que se
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localiza nos estames(figura 1 ¢ 1A). O éleo exudado pelas espécies de Clusia teria,
supostamente, a Unica fungfo de fixar methor o pélen seco no corpo dos visitantes.
Como o oleo esta nos estames e estes circundam os estaminédios onde se encontra 2
resina, quando as abelhas pousam na flor para coletar resina ou mesmo o pélen,
besuntam-se involuntariamente ¢ levam o pélen aderido ao élec. Como a maioria das
abelhas coletam o podlen da flor para alimentar suas larvas, esses 6leos misturados a0
polen sdo consequentemente ingeridos e devem ser inécuos a estes insetos,

A relag@o entre todas estas observagfes acerca do comportamento das abe-
lhas ¢ os dados preliminares sobre a composicio quimica das resinas, deu origem a um
promissor campo de pesquisa onde muitas perguntas podem ser respondidas a partir da
mvestigaclo quimica. A descoberta dos componentes quimicos das resinas e dos dleos
poderia auxiliar de forma decisiva no entendimento das interagdes ecolbgicas abelha-
flor e, consequentemente, na descoberta de novos produtos naturais de interesse

biclogico.
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1.2-0OBJETIVOS

Interessados no estudo fitoquimico das resinas e dos 6leos florais de espécies
do género Clusia, restringimos nossas investigacdes a uma secgfo particular deniro do
género, a secgdo Chlamydoclusia (= Euclusia). Nesta seccdo todas as espécies
possuem as resinas separadas dos dleos estaminais.

Foram mvestigadas 4 espécies de Clusia desta secgio (Figara 5) que estdo
disponiveis na fazenda Sta. Elisa do Instituto Agrondmico de Campinas - IAC:

C. grandiflora masc. e fem.
C. nemorosa masc. e hermafrodita
. insignis fem.

C. rdsea fem (espécie apomictica, sé plantas femininas sdo conhecidas).

O estudo fitoquimico das resinas florais das espécies do género Clusia, teve
como objetivo ndo s6 o isolamento de substincias inéditas, mas também auxiliar no
entendimento do pape! biolégico destas resinas. Nossos principais objetivos foram:

a) investigar a composi¢iio quimica das resinas das diferentes espécies da
secgdo Chamydoclusia, tanto das flores masculinas, como das flores
fenuninas e hermafroditas, comparando-as entre si. Observar qual 2 classe de
compostos predominante, comparando~os com o0s ja encontrados em folhas,
frutos e raizes de espécies do género;

b) comparar os compostos encontrados nesta secg3o com 0s COMPOStos encon-

trados em espécies de outra secedio do género Clusia (Cordylandra), cujo

trabatho vem sendo desenvolvido paralelamente em nosso laboratorio™. Esta
investigacdo seria de importincia taxondmica;

¢) verificar se estas espécies possuem xantonas na sua composigdo quimica;

d) finalmente, a partir da informagéo quimica, procurar entender melhor o inte-

resse das abelhas pelas resinas florais.

Sabendo-se que varios 6leos encontrados nas espécies do género estio

relacionados 4 polinizagfo, nosso objetivo foi, também, elucidar a composicio dos
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Oleos das  espécies da secgio Chlamydoclusia (= Fuclusia) e compara-los com os
oleos encontrados na secgdo Cordyiandra. Esta comparagdo seria tanto de interesse
taxondémico como funcional. A funcSo dos éleos estaminais no processo de

polinizagdo poderia ser melhor entendido a partir da determinacdo da composigio

quimica dos mesmos.
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Figura 5 - Espécies de Clusia estudadas neste trabatho: a) arbusto com flores de C. remorosa
masculina. b} flor de C. nemorosa masculina com abelha coletando resina.c) flor de Clusia nemorosa
hermafrodita. d} detalhe de flor de C. grandifiora feminina com abeltha coletando resina. €) flor de
C. grandiflora feminina. f) flor de C. insignis com abelha coletando resina.
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1.3-RESULTADOS E DISCUSSAQ

1.3.1-Andlise das resinas florais.

A primeira etapa do nosso trabatho esteve relacionada ao desenvolvimento de
uma metodologia adequada para a coleta das resinas florais, na qual houvesse pouca
perda e nenhuma tansformagdo quimica do material. O método mais adequado foi o
uso de bastonetes de vidro ou espatulas de metal para raspar a resina, colocando-as
diretamente dentro de um vidro com solvente organico {éter etilico ou diclorometano,
etc).

Numa primeira tentativa de separagio dos constituintes por cromatografia de
columa em silica gel, observamos que o material, antes amarelo-ouro, aos poucos
mudava de coloragfo até tornar-se totalmente preto. Mesmo assim, um tnico
componente foi isclado, mas se decompbs em poucas horas. O espectro de RMN 'H
da substancia isolada revelou a presenca de dois grupos de sinais semelhantes, com
pequenas diferengas no deslocamento quimico € em propor¢des distintas, indicando
um possivel equilibrio ceto-enélico. Optamos, entdo, pelo pré-tratamento das resinas
com CHoN,.

Os derivados metilados dos constituintes das resinas mostraram-se mais
estavels que os constituintes da resina bruta, facilitando o isclamento e caracterizacdo
por técmicas espectroscépicas de RMN 1D e 2D (COSY, HETCOR, COLOC), UV,
IV, EM e quantificacdio por CLAE,

As espécies estudadas forneceram as benzofenonas poliisopreniladas inéditas
17, 19, 21, 23, 25 ¢ uma xantona 27 (figura 6), a qual ja havia sido isolada de
espécies do género Garcinia (Guttiferae). A determinagdo estrutural das substincias
isoladas foi realizada através de analise dos dados espectrais dos derivados metilados,
cuja discussdo foi feita separadamente para cada composto isolado.

E importante esclarecer que as benzofenonas inéditas, as quais so encontradas

na resina bruta, sdo as hidroxiladas e nio os derivados metilados.
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Figura 6. compostos isolados de resinas florais de espécies plantas pertencentes ac género
Clusia.
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¢ (Composto 17

A resina metilada da Clusia grandifiora
mascuiina foi inicialmente cromatografada
em silica gel e uma mistura de dois
componenies foi extraida por eluicdo com
25 hexano: acetato de etila (90:10). O espectro
de RMN 'H exibiu dois grupos de sinais
semelhantes, com uma pequena diferenca

nos desiocamentos gquimicos e numa

proporgdo de 6:1, confirmando a presenga
de dois compostos provenientes da metilagio dos tautdmeros do equilibrio ceto-
endlico j& observado anteriormente.

Novamente a mistura foi cromatografada em silica gel e a eluicdo com hexano:
acetato de etila (95 . 5) fomeceu o composto majoritario, na forma de um sélido
incolor, opticamente ativo [a]7 = + 150°(MeOH, ¢ 8.0) de ponto de fusio 88-91°C .

A estrutura proposta para o composto 17, foi baseada nos dados
espectroscopicos de IV, EM, UV e, principalmente, nos dados de RMN 'H e RMN
PC (tabela 1) ¢ nas correlagdes 'H, 'H e °C, 'H a uma e a vérias ligacdes
observadas nos espectros de RMN 2D.

As absorgdes no ultravioleta (E - 22) em 250 nm em 280 nm foram atribuidas
a presenga de cromoéforos do tipo acetofendnico (lit. 240 nm e 278 nm)* e cetona o,B-
msaturada (lit. 245 nm). O espectro no IV (E - 21) apresentou bandas intensas para
carbonilas ndio conjugada (1726 cm™ ) ¢ conjugada (1654 cm™ e 1702 em™),

O espectro de massas (E - 20) apresentou um ion molecular de m/z 516 e
exibiu um fragmento de m/z 105 (29,6%) consistente com a unidade benzofendnica
presente na molécula (figura 9). A analise elementar {C 78%; H 8,2 %, O 13,8 %) foi
compativel com a composi¢do elementar C3,H,,0, {valor calculado: C 79%; H 8,5%:
0O 12,5%).
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O espectro de RMN 'H (E - 01 ¢ E -02) indicou a presenga de sinais
correspondentes a unidades isoprenilas caracterizados por: trés hidrogénios em & 5,00
(2H, m} e & 4.97 (1H, m); metilas vinilicas em & 1,66 {15H, s} e 8 1,55 3H, s} e 5
hidrogénios alilicos, dos quais 4 aparecem como duplos dubletes em & 3,34 - 3,25 (J
=6,8e 16 Hz) ¢ §2,56-250(J=7,1 e 13,7 Hz) e um multiplete em § 2,10.

Hidrogénios aromdticosem & 7,62 (2H, dd, J=8 ¢ 1 Hz), 8 744 (1H, 11, J=8 ¢
1 Hz) e 8 7.32 (ZH, t, J= 8Hz) foram observados como um tipico sistema AABXX,
coerente com O grupamento benzofendnico, cuja integragio referente a 5 hidrogénios
¢ compativel com um anel monossubstituido.

O espectro de RMN PC (E - 03 a E - 07) confirmou a presenga das carbonilas
conjugadas (& 197,1 ¢ 193,1) e ndo conjugada (& 207.9).

Todas informagdes acima, mais o0s centros quaternarios 5 65,1, 8 74,4, & 47,8,
uma metoxila & 61,6, e duas metilas em 8 24,4 ¢ & 16,1, juntamente com os dados de
correlago Be'H ono espectro de RMN 2D (HETCOR, E -10 a E - 13, figura 10),
sugeriram que 0 composto 17 poderia ser uma benzofenona poliisoprenilada com as
mesmas unidades estruturais (figura 7) presentes na clusianona 9 (figura 3), cujo

isolamento (frutos C.sandinensis ¢ raizes de C. congestifiora)’’ e determinagdo

estrutural i2 havia sido relatada na literatura.

Oie
NP /%(
O . .
benzofenona enona isoprenila

Figura 7: unidades estruturais presentes no composto 17,

Porém, estas informag¢&es ndo foram suficientes para indicar a estrutura correta
do composto 17, pois alguns isdmeros constitucionais da clusianona 9 poderiam ser
construidos com base nestes dados.

O espectro no UV da clusianona 9 (A = 194 e 250 nm)*’ apresentou uma banda

de absorcdo a menos que o composte 17 (A = 194, 250 ¢ 280 nm), indicando que os

croméforos do composto 9 ¢ 17 eram  diferentes.
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Por outro lado, um dos grupos de hidrogénios alilicos do composto 17 (8 3,25 -
3,34), pertencentes a uma das unidades isoprenilas, apresentavam-se mais
desprotegidos que os hidrogénios alilicos observados na clusianona 9. Adicionalmente,
a correlacdo BC 'H a longa distancia observada no espectro de RMN 2D (COLOC,
E-14aE-17, figura 10) entre aqueles hidrogénios em & 3,20 - 3, 35 e o carbono
em & 123,2, confirmou a existéncia de uma unidade isoprenila ligada a um
carbono sz_

As outras correlagles °C, 'H 2 longa distdncia, permitiram a atribuigio dos
carbonos quaterndrics, tanto da cabega de ponte quanto do sistema enol-éter,
favorecendo principalmente, a atribuigiio inequivoca dos carbonos C - 1 (correlagio
com 08 protons sobre C - 8); C -5 (correlagdo com as metilas geminais sobre o C
- 6},

As correlagdes 'H, 'H no espectro de RMN 2D (COSY, E-08 ¢ E - 09, figura
10) entre os hidrogénios 8 5,00 e os hidrogénios alilicos em 53,20-3,35 ¢ 8
2,50 - 2,56 auxiliaram na atribuigiio correta dos hidrogénios vinilicos. A
correlagdo entre o hidrogénio alilico em § 2,10 e os sinais em §1,66, permitiram
concluir que o deslocamento quimico de H-7 é § 1,66 (sobreposto pelo sinal
atribuido as metilas vinilicas).

Todas estas informagdes, porém, foram insuficientes para decidir qual a

estrutura correta dentre os dois ismeros estruturais (figura 8).

Figura 8 isbmeros 17 ¢ 18.
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O isGmero 17 teve sua estrutura confirmada por experimentos de NOEDIF (E -
18), nrradiando-se 0 grupo metoxila e observando-se incrementos positivos no grupo
metileno alilico em 3 3,25-3,34 (1,3%); grupo vinilico § 5,00 (2,1%) e nos hidrogénios
aromaticos & 7,62 (1,4%,).

O compoesto 17, na forma hidroxilada, € uma benzofenona poliisoprenilada
inédita na literatura, isolada também da resinas da C memorose masculina, C.

nemorosa hermafrodita, . rosea femininae C. grandifiora feminina.
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Figura 9 : proposta de fragmentacio para o composto 17.
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cosy (H 1) COLOC (13¢, 11 )

(29,5} 2,10 4.97¢122.5}

HETCOR (13C 1) _
£33
(7.8

Figura 10: correlagdes 'H, 'He “C,'H a n (n = 1....n) ligagdes observadas no espectro de RMN 2D
(COSY, COLOC ¢ HETCOR) para o composto 17.* Os deslocamentos quimicos dos sinais de °C
estdo entre parémtesis.
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» Composto 19

A cromatografia de coluna em silica gel da
resina metilada da C. grandiflore masculina
fornecen um segundo componente, composto
19, o qual eluiu com hexano:éter (90:10), na
forma de um liquido amarelo sem atividade
optica.

O composto apresentou um espectro no UV

(E - 41) com banda intensa em 250 nm e
banda muito fraca em 280 nm, cujo perfil diferia do perfil tipico das benzofenonas
biciclicas. Porém os espectros de RMN "C(E-25aE-30) e RMN 'H(E-23¢E -
24) exibiram um perfil muito semelhante ao perfil dos compostos que caracterizam a
classe das benzofenonas poliisopreniladas.

O espectro de massa de alta resolugéo (E - 39) apresentou fon molecular de m/z
462,2770 compativel coma composicio elementar CsoHs0, (valor calculado:
462,27701) ¢ exibiu um pico de m/z 105,1 (85%) coerente com o fragmento [Cs Hs
-CO 17, indicativo deuma unidade benzofendnica na molécula (figura 11).

A analise dos dados espectroscopicos de RMN 'H e °C (tabela 1) auxiliaram
na caracterizac@o do composto 19, revelando que o mesmo apresentava as mesmas
unidades estruturais que o composto 17, ndo sendo, no entanto, um sistema biciclico.

Os hidrogénios aromaéticos em § 7,89 (2H, dd, =74 e 1,0 Hz), 8 7,42 (2H,
t, J=7,4 Hz) ¢ 8 7,45 (1H, t, J=7,4 Hz), que formam um sistema de 5 spins AABXX,
confirmaram a presenca da unidade benzofenénica na estrutura.

Trés hidrogénios vinilicos em § 5,04 (2H, m) e em 8 4,96 (1H, m), juntamente
com 4 sinais de metilas vinilicas em 81,65 (6H), 81,54 (6H), 81,58 (3H), 51,57
(3H) ¢ protons alilicos em & 3,14 - 2,62 (6H, m), foram atribuidos a presenca de

trés unidades isoprenilas no sistema.
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Distintamente dos outros sistemas biciclicos discutidos anteriormente, o
composto 19 apresentou duas metoxilas (8 3,57 e 3,92) e pela analise do espectro de
RMN C, observamos a presenca de somente um carbono quaternario sp° (5 53,8),
O conjunto de dados espectrais até aqui resumidos, permitiu-0s sugerir uma relagdo
entre o composte 19 e a colupulona (20° ja
descrita na literatura. Esta relacfo estrutural foi
confirmada, principalmente, pela presenca dos
sinais atribuidos ao sistema enol-éter em &
188, 0 (C -1), § 123,4 (C-2), & 169,6 (C-3) e &
170,7 (C - 5). A simetria e a presenga de dois ' colpulona 20 °

grupos isoprenilas geminais, foram confirmados pela intensidade dos sinais de RMN
°C referentes aos carbonos da unidade isoprenila em § 17,9, 5 25,9, § 35,8, § 1187,
3134,6 e pela integragdo dos sinais correspondentes a esta mesma unidade no espectro
de RMN 'H.

As correlagdes homonucleares 'H, 'H (COSY, E - 31 ¢ E - 32, figura 12) e
heteronuclear °C, 'H { HETCOR (E - 33 a E - 35) e COLOC (E - 36 a E - 38), figura
12} observadas no espectro de RMN 2D, permitiu a completa atribuicdio dos sinais de
hidrogénios e carbonos e confirmaram a estrutura sugerida para o composto 19.

O composto 19, na forma hidroxilada, ¢ inédito na literatura ¢ estd presente

nas espécies (. grandiflora masculina e C. grandiflora feminina.



Hesultados e discussio - Parte [

m/z 393 { 28% ) m/z 323 { 36% }

m/z 393 ( 36%) miz 337{ 64% )

Figura 11: proposta de fragmentagéo para o composto 19.
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b5, 04 (122,55
39266106
OMe

55

(135.0) 7,45 & s

(1286} 7,42 %

HETCOR (3¢, ) % &5

{2359}
Figura 12: correlagdes 'H, 'H e “C, "H n (s = 1...n) ligaces observadas no espectro de RMN
2D (COSY, COLOC ¢ HETCOR) para o composto 19.¥0s deslocamentos quimicos dos sinais de
BC estio entre paréntesis.
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e Composto 21

A cromatografia da resina metilada de
C. nemorosa hermafrodita fornecen, por
chugdo com hexano-éter (70 : 30) o
composte 21, na forma de um sélido
incolor opticamente ativo com [a] =+
142° (MeOH, ¢.7,0) e pf. 134 - 136°C.

As absorgdes no UV (E - 58) em 250

nm em 280 nm revelaram a presenca

de cromdforos idénticos aos do composto
17. O espectrono IV (E - 57) apresentou bandas intensas para carbonilas conjugada
(1720 cm™ € 1702 cm™) e ndo conjugada (1654 cm™) e banda larga intensa em (3365
cm’™'), que poderia indicar a presenga de um grupo hidroxila no sistema.

O espectro de massa de alta resolugdo (E - 56) apresentou um ion molecular
m/z 532,3188 compativel com a composigio elementar C3,H4,05 (valor calculado:
532,31887) e exibiu um fragmento m/z 121 (34,7 %) (figura 13), consistente com a
presenca de uma unidade hidroxi-benzofendnica na molécula.

Os espectros de¢ RMN 'H (E - 42 ¢ E - 43) ¢ RMN “C (E - 44 a E - 48)
apresentaram o mesino perfil jA4 observado para composto 17, porém exibiam uma
diferenga, tanto nos deslocamentos quimicos de RMN C e RMN 'H (tabela 1),
como de imtegragdo (4H) para os hidrogénios do grupo benzofendnico. FEstas
observacOes foram indicativas de que a tdnica diferenga entre o composto 17 ¢ 21
era referente a substituicdo do anel aromatico.

A presenga de um singleto largo em § 6,12 e a correlacio 'H, °C a varas
ligagbes no espectro RMN 2D (COLOC, E- 52 a E - 54, figura 14) deste sinal com
os sinais em & 1194 e § 1152, confirmou a presenca do grupo hidroxila no anel
aromatico.

Por fim, uma confirmagdo adicional da estrutura proposta foi feita por

comparagdo dos sinais de RMN C do composte 21 com os sinais do espectro de
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P2
el

RMN "C para o 4cido 3 - hidroxi - benzéico®. Com esta comparagio, concluimos
que o sistema apresentava um padrfio de substituigio mefa para o grupo hidroxila
ligado ao anel aromético. Os dados de correlagio °C,'H observados nos espectros
RMN 2D (HETCOR, E - 49, figura 14), confirmaram a estrutura da hidroxi-

nemorosona 21. O composto 21 ¢ inédito na literatura e foi isolado somente da

resing de . nemoroso hermafrodita,

miz 532 ¢ ME— 1.3 %)

m/z 463 { 42, 8%)

+\)\“ m/z 121 { 34,7 %}

miz 69 { 43 %)

;ﬁ/
{CapH300s1 /2 367 { 1%)

m/z 339 { 160% )

Figura 13: proposta de fragmentacfo para o composto 21.
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HETCOR (13¢, 111y

coLec{ 3, 1)

{COLOC ¢ HETCOR) para o composto 21.* Os deslocamentos quimicos dos sinais de “C estfo entre
paréntesis,
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Tabela 1. deslocamentos quimicos de RMN 'H ¢ RMN™C para os compostos 17, 19 e 21 (CDClLy)

1% 17 S 23
CH 13{: LH{5} e IH{@ iBC EH@}
I (1880 - 651 - 652 -
2 11234 - 1699 - 170.0 -
3 18986 - 1232 - 1238 -
4 538 - 1931 - 193.0 -
s 11707 - 74,4 - 74,1 -
6 |118.0 - 472 47.9 -
7 |196.5 - 42.5 1.66 (1H, overlap) 42 4 1L66(1H, overlap
8 |13853 - 43,111,94 (1H. dd, J=3,4 e 12,6Hz eq.) 43,111.94(1H. dd, J=3,4 ¢ 12.6Hz eq)
1.42(1H, t, J=12 6Hz, axial) 1,42 (1H. t. J= 12,6 Hz axial)
9 112921789 (iH dd, J=7 4 ¢ 152){207 .9 - 2079 -
0 11286F 742 (AH ¢, J=74Hzy {1971 - 197 4 -
11 11330 745 (1H ¢ =74 Hxy 11370 - 138.3 -
12 11286] 742 (1M 1. =74Hzy 11284 762(1H, dd J=8 ¢ 1Hz) 115.2 T2T(IH, b
13 112921 789 (IH. dd. J=7¢ 1Hz) 1 1279 7.32(1H, ¢, F=8H) 1559 -
14 | 358 2.62 2H. m) 1323 7440 H, i, =8 and ! Hz) 1194 6,97 (1H dl, 1=7.7 Hz)
i5 {1187 4,96 (1H, m) 127.9 7.32(1H, 1, }=8Hz) 128.9 7.12 (1H, 1. =7 7Hz)
6 11346 = 1284 7.62(1H, dd, J=8 e 1Hz) 120,51 702 (1H dd. J=7.7e 1 Hn)
17 | 259 1,65 (3H 5) 23,2 3,23(1H, dd, I=16 ¢ 6,8Hz); 232% 320(1Hdd J=16¢ 6,4 Hz):
33401H dd F=16 ¢ 6,8Hz) 3.35(0H dd. J=16 ¢ 6,4 Hz)
ig | 17.9 154 CH o i21.5 5,00{1H, m) 1214 5.00 (1H. m)
19 | 358 2,62 (2H m) 1344 - 1345 -
20 11187 4.96 (1H. ny 25,8 1.66(3H,s) 25,8 1,66 (3H, s)
21 11346 - 18.0 1,66(3H. s) 17,9 1,66 (3H. s)
22 | 259 1.65 (34, s) 29,50 2,50(1H, dd, J=13,7, ¢ 7.1Hz); | 29.4| 247(1H.ddJ= 129¢ 7 Hzy;
2,56 (1H, dd. =137 ¢ 7.0Hz) 257 (1H. dd, J=12.9e 7TH»)
23 1179 1.34 3H. 5) 1196 5.00(1H, m) 1196 5.00 (1H, m)
24 1227 3314 (H. d JF=6H2y 1330 - 1331 -
25 11226 304 (1H. m) 256 1,66 (3H. s) 25.6 1,66 (3H. s5)
26 (1316 - 18,1 1,66 (3H, s) 18.1 1,66 (3H, )
27 | 256 1,58 (3H.s) 244 1,34 (34, 5) 244 1,33 (3H, s)
¢, eq.
28 {179 1,57 3H.s) 16.1 1,19(3H 5) 16,1 1,17 (3H.5)
axial axial
29 - - 276 2,10(1H.m), 1.66(1H, overlap) | 27.6 [2.09 {1H,. my; 1.66 (1H. cverlap
30 - - 122.5 4.97(1H.m) 122.4 493 (1H, m)
31 - - 133.2 - 133.2 -
32 - - 26.0 1,66(3H, s) 25,9 1.66 (3H. o)
33 - - 17.8 1,55 (3H, s) 17.8 1.54 {3H,5)
OMe | 61,6 3.92(3H. s) 616 345(3H, %) 61,6 3,50(3H.s)
59.5 3,57(3H, s)
OH 6,12(1H, sh
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e Composto 23

A cromatografia da resina metilada da Clusia
roseq feminina formeceu, além do CoOmposto
17, um segundo componente que foi eluido
com uma mistura de hexano : acetato de etila
(90:10), como um liguido incolor, com rotagdo
optica [alp =+ 486 (c. 1,4 CHCL). ©
espectro de UV (E-78) apresentou as mesmas
absorgdes e mesmo perfil do UV do COmMpOosto
17 (250 nm e 280 nm). O especwo de IV (E-

77) apresentou bandas fortes para os grupos carbonilas conjugada (1646 cm™ e
1700 cm™) e ndo conjugada ( 1724 em™),

O espectro de massa de alta resolugdo (E - 76) apresentou fon molecular m/z
516,3239 compativel com a formula molecular Ca4HyaOy (valor calculado: 516,323 95)
€ apresentou a mesma fragmentacfio observada no espectro de massa do composto 17
(figura 9), diferindo somente na intensidade dos fons.

Por analise do dados de RMN 'H (E - 59 ¢ E - 60, tabela 2), RMN 1°C (E-6la
E - 66, tabela 2) e pelas correlagdes 'H, PC inferidas a partir do espectro de RMN
2D (HETCOR, E - 70 a E - 71, figura 16), observamos que o composto 23
apresentava todas as unidades estruturais J& identificadas no composto 17 (figura 7) e
que 0s dois compostos eram isdmeros constitucionais, apresentando como diferenga
fundamental a inversdo na posicdo dos grupos isoprenila e benzofenona ligados
ao biciclo-[ 3.3.1 J-nonano - 2, 4, 9 - triona.

As principais diferencas que fundamentam esta afirmativa sdo especificadas
a seguir. Em primeiro lugar, o sinal dos hidrogénios vinilicos das unidades
isoprenilicas aparece em § 5,03, distintamente do sistema observado para o composto
17 cujos hidrogénios vinilicos aparecem como dois sinais distintos em 38 5,00 e 8

4,97.
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17 cujos hidrogénios vinilicos aparecem comeo dois sinais distintos em & 5,00 ¢ 8
4,97.

As metilas aparecem com deslocamentos distintos (8 1,69, & 1,68, & 1,67,
& 1,65, & 1,63 ¢ & 1,50) enquanto que no espectro do composto 17 observamos
somente um smal em & 1,66.

A comparagio entre os deslocamentos quimicos de RMN'H & RMN °C, mais
alguns dados de comelagio C, 'H a varias ligagtes observadas no espectro de
RMN 2D (figura 15), para o composto 23 e o composto 17, evidenciam alteracdes
nos deslocamentos quimicos dos carbonos que estio em ponte na porgio biciclica
dos dois sistemas. No composto 17, 0 C-1(565,1) eo C -5 (8 74,4) apresentam
como substituintes os radicais benzofenona e isoprenila, respectivamente. J4 para o
composto 23 os deslocamentos quimicos alteram-se para C-1(879, 2)eoC-5 (8
59,8). Estes efeitos de protegéio e desprotecdio observados quando comparamos os dois

compostos, foram atribuidos & invers3o na posicfio dos substituintes.

composte 23 nemorosonal7

Figura 15: comparagdoc entre os deslocamentos quimicos de 'H e “C e principais correlacdes
a longa distancia 'H,”C (COLOC) observadas no espectro RMN 2D entre o composto ¢
o composto 23.

As outras correlagdes homonucleares 'H, 'H (COSY, E- 67 a E - 69, figura
16) e heteronuclear °C, 'H (COLOC, E - 73 a E - 75, figura 16) observadas no
espectro de RMN 2D, permitiram a completa atribuicdo dos sinais de hidrogénios e
carbonos ¢ confirmaram a estrutura sugerida para o composto 23.

Neste ponto de nossa andlise uma importante observagfio se faz necessaria. Se
compararmos a numeragdo do composto 17 e do composto 23, podemos observar

que o substituinie benzofenona estd sobre o carbono C - 1 nas duas estruturas
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propostas, mas os grupos vizinhos préximos ac C - 1, para cada composto, sio

diferentes.

COLOC 130,55 COSY (1, Tl

1687 160

(121.3)5.05%

(62,4} 4,00
Me(

3,25 - 3,15(23,3)

S 7.38131.5)

7,23¢127,7}

(43,7) 1.66H" |
(122,6)5,05
HETCOR ( 13c,tm) _J

Figura 16: correlagdes 'H, 'H ¢ “C,'Han (n=1..1n) ligaces observadas no espectro de RMN2D
(COSY, HETCOR e COLOC) para o composto 23. * Os deslocamentos quimicos dos sinais de °C
estdo entre paréntesis.
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e Composto 25

A cromatografia em silica gel da resina
metilada de C memorosa masculina
forneceu, além do composto 17, o composto
25, que foi extraido com hexano : éter (95 :
5) na forma de um sélido branco, com [al, =
+140,7 (CHCls;, ¢3,1), O  perfil e as
absorgOes no espectro de UV (E - 96) sio

idénticas as do composte 17, com absorgdes

maximas em 250 nm e 280 nm. O espectro
de IV (E - 95) apresentou bandas de carbonilas conjugada (1654 cm "¢ 1702 cm™) e ndo
conjugada em (1722 cm™). O ion molecular de m/z 516,3239 exibido pelo espectro de
massa de alta resolugdo (E - 94) ¢ compativel com a formula molecular Ca33H,,0, {valor
calculado: 516,32395). As fragmenta¢des observadas nos espectros de massas do composto
17, do composto 23 e composto 25 sfo analogas (figura 9), indicando que os trés
compostos sdc 1sdmeros entre si.

Com base nesta observacdo, na analise dos dados de RMN C ¢ RMN 'H
(tabela 2) e nas correlagdes de 'H, 'H e C,'H inferidas a partir dos espectros de
RMN 2D {COSY (E-86¢E-87), HETCOR(E-88aE-90)e COLOC (E-91aE - 93),
figura 19}, concluimos que o composto 25 possuia os mesmos grupos estruturais e a
mesmas correlagdes 34 observados para o composto 17, diferindo somente no que se
refere 2 configuragdo relativa do centro assimétrico C- 7. As diferencas que
fundamentam esta conclusio serfo discutidas abaixo.

O espectro de RMN 'H(E-79 a E - 81) ewibiu sistemas muito semelhantes
aqueles do composto 17, com excegdo dos hidrogénios vinilicos que absorvem na forma
de 3 sinais em © 4,87, & 4,94, 5 5,03; hidrogénios alilicos H - 29 (§ 2,28 ¢ § 1,90) e um
dos hidrogénios metilénicos H - 8 (3 1,90) que aparecem mais desprotegidos que os seus
correspondentes no composto 17,

O espectro de RMN “C mostrou que o C-7 em § 48,6 estd bem mais

desprotegido que o C-7 no composto 17 (8 42,5). O espectro de RMN 2D (HETCOR) mostra
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uma correlagdo C, 'H entreo C -7 (& 48,6) e o hidrogénio em & 1,38, indicando gue o
hidrogénio H-7 aparece mais protegido no composto 25 que no composte 17 (8 1,66). A

alteragdo de deslocamento quimicodo H - 7e C -7 poderia ser atribuido a uma alteragdo

na configuracdo do C- 7 (figura 17).

Figura 17 configuracdo relativa no C-7. H-7 na equatorial & C.Hy na axial

Porém, a estrutura proposta seria muito instdvel porque apresenta interagdes
desfavoraveis do tipo 1,3-diaxial com o biciclo [3.3.1]. Buscando uma estrutura onde estas
interagOes fossem minimizadas € o grupo isoprenila permanecesse na posigdo equatorial,
sugerimos uma mudanga na conformagio do anel. A conformagio cadeira caracteristica do
composto 17, alterar-se-ia para uma conformacfo barco ou barco retorcido (figural®). Esta
conformagdo poderia explicar adequadamente o deslocamento do hidrogénio H-7 que, nesta

posigdo, estaria no cone de protegdo da carbonila, aparecendo mais protegido no espectro de
RMN 'H.

Figura 18: conformacdo barco sugerida parao composto 25
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COSY (11, 15D COLGC 43¢, 1H)

(120,8) 4,94 1,

616)
1278730 30

Figura 19: correlagdes 'H, 'H e "C,"H a n{n=1.n) ligacdes observadas no espectro de RMN
2D (COSY, COLOC e HETCOR) para o composto 25.* Os deslocamentos quimicos dos sinais
de *C estfio entre paréntesis.



HESHITAGOCS € UISCUSSHU = FRITe § 36

Composto 17

A cromatografia de coluna em silica gel da resina
metilada de C.nemorosa hermafrodita forneceu, além
do composto 21, por eluigdo com hexano: acetato de
etila (85: 15), um sélido amarelo, oticamente inativo,
com ponto de fusdo 89 - 91°C. O perfil do espectro
no UV (E - 108) mostrou-se muito distinto do das
benzofenonas poliisopreniladas, exibindo absorcdes
maximas em 245 nm, 260 nm e 315 nm.

Espectro de massa de alta resolugfo (E - 106) apresentou um fon molecular de my/z
408,19331 compativel com a férmula molecular C;5H 505 (valor calculado: 408,19337),
apresentando como um dos principais fragmentos m/z 365 (95%), resultante da perda perda
de uma unidade "~ CH; CO (figwra 21)

Por analise do espectro de RMN 'H (E-97 ¢ E - 98, tabela 2), observamos sinais que
indicavam a presenga de duas unidades isoprenilas: a) multiplete em & 5,30 (2H) que fo1
atribuido aos hidrogénios vinilicos; b) dois dubletes em § 3,42 (2H, d, ] = 6,6 Hz) ¢ 8 3,60
(2H, d, J = 6,9 Hz) os quais foram atribuidos aos hidrogénios alilicos; ¢) quatro singletes em
& 1,60, & 1,70, & 1,82, & 1,90 compativeis com as metilas vinilicas.

Na regiio de hidrogénios aromaticos observamos sinais correspondendo a 3
hidrogénios adjacentes: um duplo dublete com tipico acoplamento orto (8 7.83 J=9 Hz),
integrando para um hidrogénio, ¢ dois outros hidrogénios formando um sinal maltiplo em §
7.23.

Os sinais referentes aos carbonos quaternarios, presentes no espectro de RMN *C (E
-99a E-101) em & 181,9, 8 152,8, § 146,7, § 113,5, § 106,1, foram coincidentes com o
padrdo de sinais do esqueleto basico das xantonas® ( fgura 20).

Com as duas informagdes acima, pudemos concluir que o composto 27 era uma

xantona poliisoprenilada, porém precisavamos definir a posigdo dos radicais 1soprenilas no

esqueleto bésico da xantona.
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Figura 20: deslocamentos quimicos de “C para os carbonos C-1,C-4,C-5 C-8 ¢ para
a carbonila.

A correlagiio “C, 'H a longa distincia no espectro de RMN 2D (COLOC, E -111
e E - 112, figura 22) entre o C-1 (8158,90) € o grupo - OH (812,97); entre o C - 4°(8152,8)
¢ os hidrogénios alilicos H - 13 (83,42) e entre o C - 3 (8163,8) e a metoxila (83,84),
permitiram atribuir a posigio correta tanto do grupo isoprenila guanto da hidroxila
presentes no sistema. Todas estas observacBes e mais os dados de correlacio 'H, 'H
(COSY °C, E- 102 2E- 105, figura 22) ¢ °C, 'H (HETCOR, E - 109 ¢ E - 110, figura 22)
inferidas a partir do espectro de RMN 2D, permitiram uma conclusio inequivoca sobre a

estrutura do composto 27.

€, 1, 0,1"

353 (100%)

m/z 393 ( 18%) m/z 365( 95%)

Figura 21: proposta de fragmentagdo para o composto 21
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COSY (1m, 1)

HETCOR (3¢ 1H)

(1158)7.83

(12275538 4

(122.6)5,30 L

OH &,../

34222 5)

36227}

“OMe? 5

61,6)

Figura 22: correlagdes 'H, 'He "C,'H an (n = 1..n) ligagdes observadas no espectro de RMN 2D
(COSY, COLOC e HETCOR) para o composto 27.* Os deslocamentos quimicos dos sinais de

C estdio entre paréntesis.
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Tabela 2 : deslocamentos quimicos de RMN'H ¢ RMNPC para os compostos 23, 25 e 27 (CDCLy)

T~ THENE : R A TR T S R R O T S

c#l BC ‘H(3) 5e () C¥ | 2C

1]z - 63,4 - 1 158.9

2 11931 - 170,7 . 1 106,1

3 1268 - 122,0 - 2 1211

4 1 1731 - 193,3 - 3 163.8

51 598 - 73.0 - 4 i 1172

6 1 40,7 | 203 (1H, dd, 7= 132 3,6 | 495 & 11528

£q.)
LSO OH, £ J=13.2 axial
7 1437 1,66 (1H, overlap) 485 1,38 (1H, m) 5 148,7
8 1 488 41,9 2,12 (1H, m) 5 146,7
1,90(1H. m)
9 12073 2092 - 6 116,7 | 7.83(1H, dd, J=18¢
8.7 Hz)

10 11940 197.8 . 7 1233 7.23 (1H, m)
11 113672 1368 - 8 115,8 7,23 (13 m)
12 | 1285 745(1H, dd, =96 e 1,6Hz) | 1285 7,62(1H, dd, J=8 e 1Hz) 2 ] 1135

i3 11277 723(1H. t I=74H 127.8 7,32 (14, 1, J=8Hz) g 22,7 1360(2H, 4, 1=469 Hz)
14 1 1319 738(IH 1, 7=78 ¢ 1Hz) ! 13120 TA4(1H 1, =8 e | Hz) 01 1227 3,30 (1H, )
15112727 72315, 1, T = 7 4Hz) 1278 7,32 (1H, t, J=8 Hz) 11 | 1319

16 | 128.5] 745(1H, dd, J=9.6 ¢ 1.6Hz) | 1285 7,62 (1H, dd, I=8 e 1Hz) 12 17,9 1.82 (3H s)
171 23313,15(1H, dd, I=15e 7 2Hz) | 236 3,16 (1H, d4, J=16 ¢ 6,8Hz); 12} 258 1,70 (3H, s)

3.25 (1H, dd, =15 e 7,2Hz) 3,30 (1H, 44, J=16 ¢ 6. 8H)

18] 1213 5.03 (1H, m) 120.8 4,94 (1H, tt, J=6e 1 Hz) 14 1 225 {34202H.d J=66Hz)
19 1 1344 134,7 - 15 | 1226 5.30 (1H, m)
201 179 1,66 - 1,69 (3H, s) 258 1,66 - 1,68 (3H.s) 16 | 1318

21| 260 1,66 - 1,69 (3H, s) 18.0 1,66 - 1,68 (3H, s) 17 1178 1,90 (3H, s)
2] 29,7] 245(1H,dd.T=140 ¢ 30,2 |2,50 (1H, dd, J=210 ¢ 7.8Hz), | 18 | 25,7 1,60 (3H, 5)

6,9Hz) 2,60 (1H, dd, }=21,0, 7.8 Hz)
2,60 (1H, dd, T=140e
6,9Hz)

23 | 1195 5,03 (A m) 1194 5,03(1H, tt, J=6 e 1Hz) OMe | 61.8 400 (3. 5)
24 | 133.0 132,9 - OMe | 56,3 3.84 (3H, 5)
251 256 1,66 - 1.69 (3H, 5) 256 1,66 - 1,68 (3t s5) OH 12,97 (1H, sh
26 1 18,1 1,66 - 1,69 (3H, s 18,1 1,66 - 1,68 (3H. 5)

271 234 1,35 (3H, ) 272 eq. 1.48 (3. 5)

28 | 157 1.13GH s) 23 9axial 1,38(3H.s)

29 1 26,7 1 2,2001H, m} 1,70 (1H, m) 36,0 1228 (iHm) 1,90 (15, overlap)

30 | 122.6 5,03 (1H, m) 1249 487 (IH 1, 1=6 ¢ 1Hz)

31 | 1335 - 132.2

321 258 1,66 - 1.69 GH 5) 26,0 1,66 - 1,68(3H, 5)

331179 1,66 - 1,69 (3H, ) 17.8 1,55 (3H, s)

OMel| 62.4 4,00 (3H, 5) 61.4 3,50 (3H, s)
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1. 3.2 - ANALISE E QUANTIFICACAO DE RESINAS POR CLAE £ CG/EM;

Com o isolamento das substincias descritas anteriormente, procuramos desenvolver
um método analitico com o qual fosse possivel identificar e quantificar estes compostos em
todas as resinas das espécies da secgfio Chlamydociusia. Buscavamos um método bastante
sensivel o qual permitisse, também, analisar os ninhos contruidos pelas abelhas a
partir das resinas florais, a fim de verificar se os compostos isolados eram parte da
composicBo quimica desses ninhos.

A primeira técmica a ser testada para este propésito foi CG/ EM, mas esta
ferramenta analitica n80 se mostrou adequada para identificagdo das benzofenonas
poliisopremladas nas resinas. Os cromatogramas obtidos niio apresentavam boa resolugdo e
os picos correspondentes as benzofenonas eram disformes, sugerindo que as benzofenonas
sofriam decomposi¢do térmica. Entretanto, alguns sinais com tempo de retengdo entre 5 -
25 min. {prog. n° 7) apresentavam-se bem definidos e ndo coincidiam com o tempo de
retengdo esperado para as benzofenonas poliisopreniladas.

Buscamos identificar estes compostos através da anélise da fragmentaciio, comparagio
com espectros da biblioteca Wiley ¢, em alguns casos, indice de retencio™. Com base nesta
anélise, pudemos concluir que parte das resinas estudadas eram constituidas, além de
benzofenonas poliisopreniladas, por acidos graxos de cadeia longa e hidrocarbonetos, os
quais estdo listados na tabela 3.

Por outro lado, € importante ressaltar que todas as resinas foram previamente
metiladas € que, portanto, analisamos os ésteres metilicos derivados. Dificil afirmar, também,
se algumas substincias estariam originalmente na forma de éster metilico.

As figuras de 23 a 27 sdo referentes aos cromatogramas das resinas analisadas. As
letras sobre cada um dos sinais identificam os compostos encontrados em cada uma destas

resinas (tabela 3),
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Tabela 3: acidos ¢ hidrocarbonetos presentes em espécies do género Clusia e detectados por
CG/EM.

. rosea scido estedrico (c); 2,3 - dimetil - heptadieno (1)
C. nemorosa hermafrodita acido palmitico (g); acido linoleico (d); dcido benzoico (e};
citrato de trimetila (f); 2,3 - dimetil - heptadieno (&)
. nemorosa masculina dcido estearico {c¢); acido linoleico (d): citrato de trimetila (F)
2,3 - dimetil heptadienc (h)
C. grandiflora masculina acido palmitico (a); acido estedrico {c); acide araquidinico (b);
2,7 - dimetil - 1,6 - octadieno (2)
C. grandifiora feminina acido palmitico (a); acido estedrico (c); acido araguidinico (b);
acido benzdice (g)
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Figura 23 cromatograma da resina metilada da ¢ roseq {CG)
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Flgura 24: croma:tograma da resma metilada da C. nemorosa masculina (CG).

A



Resultados ¢ discussio - Parie [ 47

TIC of DRTR:CLUSIASZ.D

i@ﬁ% C
. 2y
2 . 3
= BE3
= o
5 487
s_,:._l%

e S—— U N § PN DSt
S 20 25
e tempc(mm}
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Na impossibilidade de analisar e quantificar as benzofenonas nas resinas através
de CG/EM, optamos pela andlise via CLAE (Cromatografia Ligmda de Alta
Eficiéncia). Ajustes nas condi¢es de anélise com respeito aos eluentes e concentracio
das amostras resultaram na escolha dos seguintes pardmetros:

Coluna de fase reversa: NOVAPAK C - 18
Fluxo: 1mL / min.
Pressdo: 140 bar

Temperatura: 40°C

Fase movel : CH3CN : H,0 (60% : 40%) — (CH;CN (100 %)(5 min).
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Depois da escolha das condicBes de andlise, fizemos a identificacdo de cada
substdncia a ser quantificada, por comparagio dos espectros no UV, tempo de
retengdo e, ern alguns casos, por coinjecdo das substincias isoladas com amostras das
resinas previamente metiladas.

A quantificagiio destes compostos foi feita pelo método de calibragio externa,
Este método baseia-se na construcio de uma curva de calibragio que relaciona
concentragGes conhecidas da substincia que se deseja quantificar com as respectivas
areas, obtidas no cromatograma. Com o coeficiente linear que resulta da curva
construida, pode-se calcular a percentagem de uma determinada substincia

relacionando -se area e massa total da amostra. Um exemplo de como foram

feitas as quantificacdes € dado a seguir.

1.3.2.1 - Curva de calibracfio para o Compeosto 17 :

Para construir a curva de calibragdo (figura 28) foram relacionadas diferentes
concentrages de uma amostra do composto 17, com as respectivas areas obtidas a

partir do cromatograma (tabela 4), injetando-se volumes iguais de solugdo.

Tabela 4 : concentragdes de solugdes padrdes do composto 17 e as respectivas areas.

2,8mg/SmL 4644
1,4mg/5mL 1972
0,9mg/5mL 1506

0,5mg/SmL 368
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Figura 28: curva de calibragdo (drea x mg) obtida para o composto 17.

A equagdo da curva obtida a partir da curva de calibragio foi a
seguinte:

Y= - 2676753 + 1770,0992.x
onde, Y = area da substdncia a ser quantificada na amostra

X = ¢oncentracdo da substincia na amostra,
Com a equacdo da curva, podemos calcular a percentagem de cada subs-

tdncia na resina a partir dos dados da tabela 5.

Tabela 5 : areas referentes ao composto 17 nas amostras de resinas das espécies de Clusia.

C. grandifiora masc. 1713 7,4 mg/5ml
C. grandifiora fem. 3763 10,0 mg/ImL
C. nemorosa herm. 3763 8,2 mg/5ml.,
C. rosea 7404 13 mg/5mL
C. nemorosa masc. 2472 14 mg/5ml.

Aplicando a equagdio da reta, por exemplo, para calcular a percentagem

do composto 17 na C. grandifiora masc. :
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1713 = -267,6753 + 1770,0992.x
x = 1,24 7,4 mg — 100%
1,24 — x x = 15,12% (percentagem do composto 17 na

resina de C. grandiflora masculina)

Atraves deste método foi possivel identificar e quantificar, em todas as resinas
da secglo estudada, cinco substincias das seis isoladas e descritas anteriormente, j&
que apresentavam tempo de eluigdo distintos. No entanto, o composto 23, presente na
resina da especie de C. rosea, nfo pode ser quantificado porque apresentava tempo de
eluigdio idéntico ac do composto 17.

A rapida identificagiio (figuras 29 a 33) e quantificacfio (tabela 6) das
benzofenonas nas resinas por CLAE, significou uma economia de tempo de trabalho,
mdo-de-obra ¢ reagentes. Cada substincia quantificada (estruturas estio mostradas

abaixo) nas espécies de Clusias, estdo relacionadas e identificadas com o nGimero,

tanto na tabela como nos cromatogramas.
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substincias isoladas, nas resinas de Clusia

Fabela 6. resultados obtidos na quantificagdo de todas as
sor CLAE.
Resinas florais de composto | composto | compesto | composte | composte compaosto
v Clusio ' 17 21 i 23 ~ 28 27
C. nemorosa Masc. 11,8% - - 47.6% -
{4mg/ 5ml)
C. nemorosa herm. 28.5% 12% - - 5,4%
{8,2mg / SmL.)
C . grondifiora 15,1% - 6% - -
masc (7,4 mg/ 5ml)
C . rosea 33%* - - 33%* - -
{(13mg/ Sml}
C . grandifiora fem. 70% - 1% - -
{10mg / 1mL)
* percentagem inchu o composto 17 ¢ o composto 23,
LC A 254,4 wf CACESS.D
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Figura

29 cromatograma da resina metilada da C. grandiflora masculina (CLAE).
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Figura 30: cromatograma da resina metilada da C .grendiflora feminina (CLAE).
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Figura 31: cromatograma da resina metilada da C. nemorosa masculina (CLAE).
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Figura 32: cromatograma da resina metilada da C . rosea (CLAE).



Resultados e discussio - Parte 48

82y
o]
8y
7y
S84
584

Absortinres

B35

384

, i
23 il a1 J !
] 12 | :
§ P I f#‘ﬂ)b L_,u\_

4] 28 33

wmpo { em

Figura 33: cromatograma da resina metilada da (. nemorosa hermafrodita {CLAE).

1.3.3- ANALISE DOS OLEOS ESTAMINAIS

Além de investigar a composigio quimica das resinas, era nosso objetivo
também, mvestigar a composigio quimica dos 6leos estaminais produzidos por
algumas espécies da secgiio Chlamydoclusia.

Para este propdsito, os éleos produzidos nos estames das flores foram coletados
de duas maneiras:

a) com o auxilio de um capilar e uma lente de aumento, as goticulas de
dleo que se encontram sobre os estames foram coletadas e colocadas em um vidro
com solvente (CCly ou hexano, etc.);

b) com o auxilio de pequenos pedagos de papel de filtro, as goticulas de
6leo foram absorvidas e o papel encharcado foi colocado dentro de um vidro com
solvente.

Os oleos das espécies masculinas de C, grandiflora, C.insignis e espécies
masculina e hermafrodita de C. nemorosa foram analisadas por CG/EM, e as
substancias foram identificadas por comparagio com dados da biblioteca Wiley e
indice de reten¢do, apresentando a seguinte composi¢do:

C. nemorosa herm. - somente 4cido oleico (figura 35);

C. nemorosa masc - 4cido oleico, 4cido estearico, acido palmitico (figura 34).
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Figura 34: cromatograma do dleo estaminal de;g nemorosa masculina (CG).
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O 6leo estaminal das espécies de C. grandifiora masculina e C.  insignis
masculina, t€m, aparentemente, a mesma composi¢do (espectros de RMN 'H e RMN
BC sdo idénticos). Algumas reagBes foram feitas com o 6leo estaminal (aparentemente
o Oleo destas duas espécies ¢ constitnido de somente uma substidncia) na tentativa
identificar a sua estrutura. A analise dos dados espectroscopicos (E-189 a E-190)
sugeriram a presen¢a dos seguintes grupos funcionais:

a) um grupo CH>0 que pode explicar o triplete em § 3,65 no espectro de RMN

'H, cuja presenga € reiterada pelo sinal em § 66,0 no espectro de RMN °C.

b) um grupo CH,C=0 que pode explicar o triplete em & 2,40 no espectro de

RMN 'H. Sinais referentes a carbonos quaternarios no espectro de RMN °C,

entre & 176 - 178 podem sugerir que a carbonila presente no sistema ¢ de um

grupamento éster.

¢) um grupamento olefinico, caracterizado pelo multiplete em & 5,40 no

espectro de RMN 'H ¢ pelo sinal em  130,0 presente no espectro de RMN C.
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Com base nestas observages, optamos pela redugfio da suposta carbonila, na tentativa
de 1dentificar a substincia presente no 6leo.

O resultado da redugdio com LiAIH, em condi¢des classicas™ {(figura 36), resultou no
dialcool 28, cuja caracterizagio foi feita com base nos dados de RMN 'H (E - 194) ¢ RMN
BC(E-195¢E - 196).

O espectro de RMN 'H mostrou uma absorgfio larga centrada em 38 1,15 que pode
explicar a presenca de uma cadeia longa de hidrocarbonetos na estrutura do &lcool. Além
disso, os sinais para hidrogénios olefinicos em & 5,40 e para os hidrogénios do grupo CH,OH
63,60, integrando para 2 e 4 hidrogénios, respectivamente, ¢ o ion molecular de m/z 284
exibido pelo espectro de massas, confirmam a estrutura do didlcoo! simétrico 28

A estrutura pode ser reiterada pelos sinais presentes no espectro de RMN 2°C
em 6 130,0 ¢ 6 63,6 que foram atribuidos ao carbonos olefinicos e ac carbono do grupo
CH-OH, respectivamente. A cadeia longa de hidrocarbonetos ¢ justificada por absorcdes entre
8 36,0 - 26,0 e que aparecem com sinal invertido no espectro DEPT 90° ¢ 135°,

Porém, a identificacdo do didlcool 28 obtido na reducdo, nfo foi suficiente para
identificar a estrutura da substdncia presente no éleo. No entanto, parece-nos claro que a
substdncia em questdo sofreu uma clivagem redutiva resultando no didlcool 28 e mais uma
outra substincia que néo pode ser isolada (talvez por ser uma substéncia volatil).

A partir destas informagdes, podemos inferir que o éleo ¢ um éster que possui um
grupamento olefinico ¢ uma cadeia de hidrocarbonetos. A ndo identificagdo da estrutura, até o

momento, ¢ devido a dificuldade em estabelecer a posigdo correta destes grupamentos e como

eles estariam ligados entre st

éleo estaminal de C. grandiflora
e (. insignis

i LiAlHy4

HOL__~

digleoot 28

Figura 36: reagdo de reducdo com LiAlH, do dleo estaminal presente nas espécies de
grandiflora e C. insignis.
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1.3 .4 - ENSAIOS BIOAUTOGRAFICOS COM RESINAS FLORAIS DE CLusIA

Como foi mencionado na introdugdio deste capitulo, algumas abelhas solitarias e
socials empregam as resinas das espécies de Clusias como principal matéria-prima na
construgdo ¢ protegdo dos seus ninhos. Com base neste fato, varias hipéteses tém sido
levantadas para explicar a atragdio das abelhas pelas resinas.Uma das hipOteses argumenta
que o papel das resinas seria o de proteger ¢ ninho contra a wmidade €, além disso, proteger
também contra a infestagdo de microorganismo. Este argumento pode ser fundamentado por
duas importantes observagdes de campo:

a) os minhos s3o construidos em lugares dmidos e sujeitos ao ataque de

MICTOOTganismos,;

b) as abelhas, mesmo depois de comstruirem seus ninhos, continuam a coleta
sistematica de resina. E importante esclarecer que as resinas decompdem-se com 0 tempo e
isto talvez justifique a frequéncia com gue os insetos as coletam.

Diante destes fatos, optamos por justificar experimentalmente os argumentos expostos
acima, investigando se as resinas possuem, de fato, alguma atividade biologica. Para realizar
0s testes de atividade biologica escolhemos, entre os vérios métodos descritos na literatura, o
da bioautografia.

A bioautografia®’ é uma técnica baseada na resposta biologica (crescimento ou
inibi¢do) de uma determinada substdncia em analise, quando a mesma ¢ exposta a agio de
microorganismos. A técnica € um método de detecgio da  atividade bioldgica em
Cromatografia de Papel (CP) e Cromatografia em Camada Delgada (CCD), através da
visualizacdo de halos que se formam sobre a superficies, exatamente sobre as substincias
jue inibem ou promovem ¢ crescimento do microorganismo ao qual foi exXposto.

As culturas de microorganismos empregados para estes testes, bem como os meios
le cultura, foram adquiridos na Fundacgdo Tropical André Tosello em Campinas. Os
nicroorganismos escolhidos foram: Escherichia coli. (CCT 5050), Bacillus subtilis (CCT
JO89), Stafilococcus aureus (CCT 4295) e o fungo Candida albicans (CCT 0776).

Os testes de atividade biologica revelaram que as resinas sdo ativas contra

nicroorganismos somente quando estio na forma nativa e perdem atividade ao serem
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metiladas. Foi comprovada a atividade contra Bacillus Subiilis e Stafilococcus aureus de
algamas benzofenonas poliisopreniladas presentes nas resinas da seccdo estudada
(pagina 52a e 52b).

Com relag@o a otimizagdo do método de bioautografia, devo esclarecer que o8
mesmos foram realizados pelos alunos André M.Porto € Marize Nogueira (IQ - Unicamp).

Maiores detalhes sobre a manipulagio e execucdio deste trabalho estio descritos nas teses

de mestrado e doutorado destes alunos,

1.4 - CONCLUSAQ:

Como conclusdo deste capitulo podemos afirmar que a classe de compostos
predominante, presente nas espécies do género Clusia, sdo as benzofenonas poliisopreniladas.
Além das benzofenonas, as resinas sdo também conmstituidas de varios 4cidos graxos
de cadeia longa e alguns hidrocarbonetos.

Os resultados experimentais da nossa investigagdo quimica contribuiram para um
melhor entendimento do papel das resinas na vida das abethas. Baseados nestes
resultados, pudemos concluir que a resina ¢ um material que se polimeriza, endurece e
decompde ao longo do tempo. Esta propriedade polimérica ¢ a comprovada atividade
biologica das mesmas, podem ser as causas principais do uso destas resinas pelas abelhas.

A atividade biologica e a facil decomposigio pode também explicar a avidez ¢ a
frequéncia com que as abelhas coletam as resinas. O objetivo da coleta sistematica seria o de
sempre repor as substéncias ativas.

O cruzamento dos dados obtidos para as diferentes espécies da secgdo mostron,
principalmente, a presen¢a do composte 17 em todas as resinas como componente
majoritario. Exceto para C. nemorosa masculina, que apresentou como principal componente
o composto 285,

O composto 23, s foi isolado das espécies de C. rosea e, infelizmente, ndo pode
ser quantificado por CLAE separadamente, pois apesar de varias modificagdes introduzidas

no sistema de eluentes , ndo foi possivel separa-lo do composto 17.



acillus subtilis-resinas de Clusias
c=cloranfenicol; 2=C. grandiflora masculina; 3=C. grandiflora feminina;
4-C. insignis, 5= C. nemorosa hermafrodita.
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Stafilococcus aureus-resinas de Clusias
c=cloranfenicol; 2-C. grandiflora masculina; 3-C. grandiflora
feminina; 4-C. insignis, 5-C. nemorosa hermafrodita.
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A comparag@o do perfil das resinas florais desta secgfio com as resinas florais das
espécies da secgdo Cordylandra permitiu concluir que somente dois componentes, composto
23 ¢ composto 235, aparecem nas duas secgdes do género Clusia. As espécies da seccdo
Chlamydoclusia mostraram, no entanto, componentes muito polares que, infelizmente, ndo
puderam ser identificados nas resinas devido a rdpida decomposicdo dos mesmos. A
xantona 27, Gnica encontrada nas espécies do género, sé foi detectada na resina da C
nemorosa hermafrodita.

Porém, diferentemente da clusianona 9 isolada das espécies da secgdo Cordylandra e
também detectada no ninho das abelhas, nenhuma das benzofenonas poliisopreniladas
encontradas nas especies da secgdo Chlamydoclusia foram identificadas nos ninhos.
Pode-se supor, entretanto, que as benzofenonas isoladas das espécies desta secgio seriam

mais instaveis e mais suscetiveis a decomposicio do que  clusianona 9.



DETECCAO, SINTESE E DETERMINACAO DA CONFIGURACAQ
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2.1 - INTRODUCAQ:

Artemisia annua L. ¢ uma Asteracea originaria da Asia, conhecida pela

producdo de compostos anti - malaria como a artemisinina 29 %,
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A grande imporidncia farmacologica desta espécie e os alios indices de
mortalidade por malaria ainda registrados nos paises subdesenvolvidos, incentivaram
pesquisadores a tentarem aclimatar esta planta no Brasil, a fim de obter uma melhor
resposta no que diz respeito a producdo do principio ativo e a potencialidade
econémica da mesma. Além de monitorar a produgdo da artemisinina, o propésito
da pesquisa fol também determinar a composigio quimica e a razdo dos
microconstituintes volateis e nfo volateis presentes na espécie aclimatada no
Brasil.

Os constituintes voléteis da Artemisia annua .. estio presentes num dleo
essencial de sabor amargo, aroma doce e refrescante € odor tipico de graminea com
toques de canfora que ¢ utilizado como fragréncia em produtos de perfumaria e
cosmeéticos apresentando também, atividade antimicrobiana e antimicética®. Este
6leo essencial tem sido estudado nas suas diferentes fases vegetativas e a analise
quimica do dleo de plantas originadas da China ¢ do Vietn3 mostrou, principalmente,
a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos como componentes majoritarios.

O monitoramento da composi¢io quimica do dleo, durante o processo de
aclimatacdo da planta no Brasil, mostrou 2 presenga de véarios constituintes ja

conhecidos, tais como canfeno (30), ledeno (31), 2-carenc (32), bomeol (33),
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cubebeno (34), gurjuneno (35), entre outros’ (figura 37). O 6leo apresentou,
tambeém, como componentes minoritarios varias substancias com perfil cromatografico
de sesquiterpenos oxigenados, que, no entanto, ndo puderam ser identificados por
comparagdo com os dados da literatura, biblioteca Wiley, nem por coinjecdo com

padres j& existentes.

Canfeng 348 2. caene 32

L EERTEE]

A OH

Borneol 33

Cubebeno 34 Gurjuneno 35

Figura 37: substincias presentes no Oleo essencial da Arremisia annua

Um destes componentes, em particular, mostrando um fon molecular de m/z
220 e um pico base de m/z 43, chamou atengdic. O fon molecular foi compativel com
o espatulenol (36)°!, mas apresentava o espectro de massa ¢ indice de retengdo

completamente distintos.

espatulenc] 36
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O pico base de m/z (43)"° foi tomado como um indicio da presenca de um
grupamento metil cetona na estrutura. Varias estruturas foram sugeridas com base na
fragmentacdo do espectro de massa e no indice de retencgdio relativo, mas nenhuma
delas foi coerente com a fragmentagiio do composto encontrado no dleo essencial da
Artemisia annua,

Buscando uma estrutura mais compativel com a fragmentagdo do espectro de
massa da substancia desconhecida, chegamos a estrutura 38, com base no fato de que
o sistema enzimético da Arfemisia annua é muito agressivo, e este composto poderia
ter sido formado a partir da clivagem oxidativa de um derivado do ledeno (37). O
sistema enzimatico oxidativo da espécie pode ser exemplificado pela artemisinina 29

¢ o composto 39 (figura 38) que se formam a partir do 4cido artemisininico.

T
a) -
H i
37 . 7 % 38
" ™SCOOH
/ icido artemisininico
H i
)
arfemisinina 29 39

Figura 38: a) possivel clivagem de um derivado do ledeno 37 levando ao composto 38.
b) exemplo do sistema enzimético oxidative da Ariemisia annug.
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2.2-0BJETIVOS

A possibilidade de isolamento de 38 a partir do 6leo essencial da Artemisia
annua com ¢ intuito de confirmar a estrutura sugerida, foi descartada, pois uma grande
quantidade de oleo (1L) seria necessario para obtencdo de uma quantidade minima do
composto. A abundincia do mesmo no élec é extremamente baixa {(aproximadamente
0,01%). Devido a esta limitagfo, foi visualizada a sintese do produto natural, a qual
seria muito mais viavel que o isolamento do mesmo a partir do 6leo essencial.

Tendo em vista que a maior ferramenta para identificagio do composto era a
técnica de CG/EM, elaboramos uma estratégia de sintese que permitisse a identificacio
estrutural inequivoca da substincia natural com no méximo duas rotas sintéticas.
Assim, optamos pela sintese ¢ caracterizagdo da mistura racémica (3) cis ‘rans 38
onde, a partir de uma razdo diastereoisomérica pré-determinada e coinjec¢fo da
mistura racémica com o doleo essencial, poderiamos saber qual a configuragdo relativa
da substdncia desconhecida, ou seja, se o produto natural era o isbmero cis ou trams.

Com a defini¢lio da configuragio relativa do composto 38 e a separagio da
mistura rac€mica cis/trans em coluna quiral, consideramos que a configuracfio absoluta
do produto natural emergiria automaticamente da sintese homoquiral de um dos
1s0meros cis ou frans (previamente determinado) e pela coinjecdo do mesmo com o

dleo essencial.
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2.3 -DISCUSSAO

A mistura (%) cis / trans de 38 (figura 39) foi sintetizada pela Dra.Vera L.
Ferracini,” a partir do alcino racémico 40 que era um intermediario comum a outras
tentativas de sintese de esqueletos sesquiterpénicos desenvolvidas em nosso
laboratério. A mistura () cis / trans (3 : 1) da nortailoriona 38 foi obtida a partir de
uma nmustura (&) cis 7 frans de alcino 40 {2 : 1) via uma reacdo de Pauson-Khand e foi

caracterizada por espectrometria de massas de alta resolucio e por espectroscopia de
RMN'H e RMN C.

41: R=H 43 cis/trans-44
42: R=S8i{Me)3_|a

. +) cisi -
cis/trans- 40 {£) cis/trans-38

Figura 39 rota smtética para a obtencdo da {I)-cis/trans-nortailoriona 38 a) HMDS/TMSCI (77%);
bYTCCP, 170 °C, 16h (55%); ¢) BuLi, éter anidro, -78 °C; d) CrO;, H,S80,, acetona t.a, 1h (88 %
duas etapas); e) Co(CO)s, PhMe, t.a., 5h; entio CO, eteno, PhMe, 90°C, 48 h (43 %),

Por cromatografia gasosa, utilizando uma coluna capilar de silica fundida DB-5
da J&W Scientific, a mistura sintética (+)-cis/trans-nortailoriona 38 (esta coluna
associada a uma programagfio de temperatura adequada, possibilitou uma perfeita

separagdo dos isdmeros cis ¢ frons), juntamente com o Sleo essencial da Ariemisia
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annua foram injetadas pela Dra, Mary Ann Foglic™ e uma perfeita coeluigio do
produto natural presente no O6leo com o sinal referente ao isdmero cis foi
observada. O perfil do composto sintético e da substdncia natural no espectro de
massas eram idénticos, confirmando a estrutura proposta para o terpenc inédito 38.

Com a determinagfio da configuragio relativa - a conclusfio foi de que a
substancia natural era um dos isdmeros cis - 2 proxima etapa seria a determinacfo da
configuragfo absoluta. Para este proposito, inicialmente a mistura (£)-cis/frans 38 foi
resolvida emn coluna quiral heptakis-(2,6 - metil - 3 - pentil)-(- ciclodextrina) e os 4
picos referentes aos 4 isdmeros (os isémeros cis apresentaram uma methor separagio
que os isGmeros frans) foram observados (figura 40). Os indices de retencdio foram
obtidos a partir da coinjecio da mistura cis / frans com uma série normal de alcanos ¢

calculados pela equaciio de van den Dool e Kratz™: 1906 {trans); 1910(rans);
1927(cis};, 1932 (cis).

- 31.88

ns3

30.67
3o

L o,
Heaers

TEMPO {min}

Figura 49 : separacfic em coluna quiral 4 isdmeros cis/ftrans da nortailoriona.

Com a certeza de que os 2 isdmeros cis podiam ser separados em coluna quiral,

a sintese de um dos isdmeros ¢is da nortailoriona foi idealizada, considerando-se trés

pontos essenciais
a) uma rota sintética cujo caminho levasse ao intermedidrio chave, o alcino

quiral 38. O alcino (£)-cis/trans 40 j4 havia sido utilizado na sintese racémica e
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¢ mostrou-se um excelente  substrato para a formagdo da ciclopentenona

atraves da metodologia de Pauson - Khand;

b) uma rota siniética a partir de um substrato possuindo os centros assimétricos

referentes ao ciclopropano, ja definidos;

¢} e ainda, considerando-se principalmente os aspectos estereocquimicos,

propusemos uma rota sintética onde supunhamos, nenhuma fransformagio

ocorreria nos centros quirais referentes ao ciclopropano.

Todos estes aspectos foram considerados na escolha da rota sintética para
obtengdo da cis-nortailoriona quiral 38. Devido a dificuldades encontradas no
desenvolvimento da rota A, outra rota alternativa foi visualizada (rota B) e somente
depois da obtengdo do alcino 40a pela rota B, a rota A foi otimizada.

A seguir serdo descritas as duas rotas sintéticas que levaram a obtencdo da
cis-nortailoriona 38, tendo como intermediario comum as duas rotas desenvolvidas o

alcino 40a {(alcino protegido)
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2.3.1 - Desenvolvimento da rota sintética A para a obtencio da

(+) - cis - nortailoriona 38

cis38a: X = :0
4] g

cis38 :X=0 %

Figura 41: rota smtélica A para a obtengio da (+)-cis - nortailoriona 38a) 05,CH,Cl,; -78° b)
PPh;; ¢) CBry/ PPh;, CHCL, 0°C (42% nas duas etapas); d) (CH,OH),, p - TsOH, benzeno (100%); &)
Buli, THF, -78° (85%), f) Co, (CO)s, tolueno, em seguida CO, etileno, 70° (30%); g) H,0, acetona e
PPTS. t.a (98%).

Nesta rota sintética, visualizamos a sintese do intermediario chave, o alcino
40a, a partir do aldeido 45 através da metodologia de Corey-Fucs™. O aldeido 45 foi
obtido através de uma reacio de ozondlise que foi otimizada com base em método des-
crito na literatura >,

Qz6nic foi borbulhado em uma solugdio de (+)-2-careno em diclorometano
durante 2hsa -78°C e a reacdo foi interrompida antes que a cor azul, tipica do
excesso de 0zOnio no meio reacional fosse observada. Em seguida, N> foi borbulhado
através da solugdo € Ph; P foi adicionada ao meio reaciomal. Devido a grande
instabilidade do aldeido obtido, 0 mesmo nfo pode ser isolado e foi utilizado
diretamente na etapa seguinte da reacdo.

O aldeido 45 foi adicionado 4 solugde do complexo CBry/PPh; em

diclorometano a 0° C, e ap6s 10 min. de reagfio, o solvente foi evaporado. A



EHesuitados © AFISCHSSHY- Vaie 42

purificaggo do produte bruto por cromatografia em coluna forneceu a bromoolefina
46 { [alh =~ 39,4 (CHCL;, ¢. 4,0) } em 42% de rendimento.

A identificag¢do deste composto foi feita com base nos dados espectroscopicos
(figura 42). O espectro de RMN "H (E - 113), exibiu dois hidrogénios em 3 6,10
(dublete) e & 1,40 (triplete) com acoplamento J = 8,6 Hz, ¢ com integragéc
proporcional a um hidrogénio cada. Estes sinais puderam ser atribuidos ao hidrogénio
olefinico H- 1" ¢ a um dos hidrogénios do ciclopropanc H- 1.

O espectro de RMN C (E - 115) mostrou a presenca de um sinal em & 88,1
correspondente a um carbono quaternirio. Por comparagfio com sistemas similares
descritos na literatura®, este sinal pode ser atribuido ao carbono sp’ ligado aos dois
atomos de bromo (C-27).

O sinal em & 208,9 foi atribuido ao grupo carbonila, cuja presenca na estrutura
foi também confirmada pela banda de absorgio em 1715 cm™ no espectro de IV
(E-117) ¢ pelo pico base de m/z 43 presente no espectro de massas (E - 118).

A presenga das duas metilas geminais sobre o carbono C - 2 foram confirmadas
também pelos sinais em 81,12 ¢ 31,00 no espectro de RMN H, os quais foram

atribuidos por comparago com as metilas geminais também presentes no substrato de

partida.
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AL71- 1,50

§ 18

§ 13¢

Figura 42: deslocamentos quimicos de RMN 'H e “C para a bromoolefina {-) - 46

Na etapa posterior, a carbonila da bromoolefina precisou ser protegida e o
grupo protetor escolhido deveria satisfazer as seguintes exigéncias :

a) ser suficientemente estivel e compativel com as etapas posteriores de

formagdo do alcino e com a metodologia da cicloadicio de Pauson Khand;

b) ser eficientemente removivel de modo a permitir a regenerago da carbonila

na tltima etapa de reagfio.

A protegio com etileno glicol em benzeno, na presenga de p - TSOH?,
surgiu como a alternativa mais vidvel . A mistura reacional foi aquecida a refluxo
durante 5 horas num baldo munido de um condensador Dean-Stark e o produto 46a
(100% de rendimento), apos filtragdo em silica gel, foi caracterizado através da
andlise dos dados espectroscopicos (figura 43).

O espectro de RMN ' H (E - 119) apresentou um singlete largo em & 3,95
com integragdo referente a 4 hidrogénios, atribuidos ao grupo (CH,0), . A presenca
deste grupo na estrutura pode ser também confirmada pelo sinal no espectro de RMN

BC(B-121) em & 64,5 para carbonos metilénicos.
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O espectro de 1V, mostrou a auséncia da bandade absorcio referente a carbonila
(1715 cm™') presente no composto anterior, confirmando a presenga do grupo protetor

na molécula.

8 1H

§ 13¢

Figura 43: deslocamentos quimicos de RMN "He “C para a bromoolefina protegida 46a.

A bromoolefina protegida 46a em solugfio de tetraidrofurano, foi tratada com
uma solug@o de BuLi em pentano, sob atmosfera inerte de N, e a - 78° C, obtendo-
se o alcino 40a apds 2h de reaglio. Purificagio do produto bruto por cromatografia de

coluna forneceu o composto 40a { [al) =+ 2,8 (CHCL, ¢3,0)} em 85% de

rendimento, cuja caracterizagdc estrutyral foi feita com base nos dados
espectroscopicos (figura 44) e por comparagio com os dados de literatura.®’

O espectro de IV (E - 129) evidenciou a presenga de uma banda correspondente
4 absorgdo de ligagdes triplas (2116 cm e o desaparecimento da banda intensa
em 766 cm ', caracteristica da higagdo C - Br.

O espectro de RMN 'H (E - 125) apresentou um dublete em & 1,89 (J = 2,4 Hz)
e um duplo dublete em 6 1,16 (J = 2,4 ¢ 84 Hz) com integragio proporcional a
um hidrogénio cada. Estes hidrogénios puderam ser atribuidos ao hidrogénio sobre a
tripla ligagdo (H - 2”) e a um dos hidrogénios do ciclopropane (H - 3),

respectivamente.
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Figura 44: deslocamentos quimicos de RMN 'H e PC para o alcino protegido (+3-40a.
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2.3.2 - Desenveolvimento da rota sintética B para a obtencie da (+) - cis -

nortailoriona 38.

e

{+) Z-carenc

o ;
{(+)-cis- 38a X {03 j
(o} i
{(+)cis-38 X =0

Figura 45 rota smtética B para a obtengdo da (+) - ¢is - nortailoriona 38: a) 0;,CH,Cly;- 78° b)
Me,S (89%); <) (CH;OH),;, p - TsOH, benzeno; refluxo (100%); d) LiHAL, THF, 0° (64%) ¢)
Periodinano (Reagente de Dess - Martin), £} CBry/ PPha, CH,Cl,, 0°C (31% nas duas etapas), g) Buli,
THF, -78° {80%) ; h) Co, (CO)s, tolueno, em seguida CO, etileno, 70° { 30%) ; 1) H,0, acetona e
PPTS (98%)

O (+)- cis - nortailoriona 38 foi também obtido através da rota siniética B. A
rota alternativa foi desenvolvida como conseqiiéncia da dificuldade na obtengfio do
aldeido 45, muito instavel, via ozondlise do (+) - 2 - careno. Durante a otimizagfo
das condigBes de ozondlise, ao invés do aldeido obtinhamos sempre o éacido

carboxilico 47 em altos rendimentos. Com uma grande quantidade de acido
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disponivel e diante da impossibilidade de obtengio do aldeido diretamente da
ozonolise, optamos por um outro caminho de sintese (figura 45) através do qual o
aldeido 45a foi obtido via oxidagio do lcool 48. O 4cido carboxilico 47 foi obtido™
borbuthando-se ozénic numa solugfo metandlica de (+) - 2 - careno durante 3hs, a -
78° C até a solugdo tornar-se ligeiramente azulada. Em seguida, N, foi borbulhado
através da solugio paré eliminar o excesso de ozbnio ¢ Me,S foi adicionado ao meio
reacional. A evaporagfo do solvente ¢ a filtrago em silica gel, conduziu ao acido 47
em 90% de rendimenio, cuja caracterizacio for feita a partir de dados
espectroscopicos e por comparacdo com dados da literatura (figura 46).

O espectro de RMN 'H (E - 131) evidenciou a formacdo do 4cido e exibiu
um singlete largo em & 8,26 referente ac hidrogénio do grupo carboxila. A presenca
deste mesmo grupo na molécula foi confirmada pelo sinal de carbonila no espectro
de RMN PC (E-133) em 51780 e pela banda larga de absorciio em 3422 cm™
(E - 137) no espectro de IV.

28,1 i59

8 13¢ & 1H

Figura 46 . deslocamentos quimicos de RMN 'H e C para o 4cido 47

A protecio da carbonila sobre o C - 37 se fez necessaria, ja que na etapa
seguinte desejidvamos reduzir somente a carbonila do Acido carboxilico. A carbonila
foi entdo protegida com etileno glicol em benzeno, na presenca de uma quantidade

catalitica de p-TSOH e forneceu o acido protegido 47a em 100% de rendimento.
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O espectro de RMN 'H mostrou a presenga de hidrogénios metilénicos
em 83,95 evidenciando a presenca do grupo protetor (CH,0), na estrutura,

O acido protegido 47a foi submetido 4 uma reago de reducdo sob condigdes
classicas com LiAIH,, fornecendo o alcool 48 em 64% de rendimento, apos
purificagdo com hexano : acetato de etila (70 : 30). A redugdo da carbonila do acido
foi confirmada por anilise do espectro de RMN'H (E-138) onde verificamos o
aparecimento de um duplo dublete em 8 3,60 (J = 2,4 ¢ 7,5 Hz) condizente com o sinal
esperado para os hidrogénios metilénicos ligados ao grupo OH. Todos os demais dados
espectroscopicos de RMN 'H estdo coerentes com a transformacdo efetuada. Os
dois quartetos em 8 0,82 e 8 0,58 puderam ser atribuidos aos hidrogénios H- 1 e H - 3,
respectivamente, por comparagdc com sistemas semelhantes encontrados na
literatura™ .

O sinal em & 59,8 observado no espectro de RMN °C (E - 141) ¢ atribuido ao

grupo CH,OH, reitera a formacdo do élcool primério 48.

8 IH § 13¢

Figura 47: deslocamentos quimicos de RMN'H ¢ ¥ C para o alcool 48.

Em continuacfio a sintese proposta, o alcool 48 foi transformado no aldeido

45a através da metodologia de Dess-Martin™ que utiliza periodinanc como agente
2 q p £
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oxidante. A reagdo foi conduzida a 0° C sob atmosfera inerte de N, usando - se como
solvente CH,Cl; anidro.

G aldeido 45a, devido a instabilidade mencionada anteriormente, ndo foi
isolado. A solucdo resultante da oxidagdo do 4lcool foi tratada com NaHCO; e
em seguida adicionada ao complexo CBry/ PPhs, resultando na bromoolefina 462 em
31% de rendimento, calculados com base no nimero de moles do alcool 48.

O alecino (+) 40a foi, entdo, obtido da mesma forma 34 descrita anteriormente.

2.3.3 - Sintese da (+) - cis - nortailoriona 38 via metodologia de

Pauson - Khand

A reaglo de Pauson-Khand ¢ uma cicloadigio que envolve alcinos, alcenos e
monéxido de carbono (CO) para gerar ciclopentenonas em um processo de cicloadicdo
[2+2+ 171" Esta metodologia publicada em detalhes pela primeira vez em 1973
por Thsan U. Khand ¢ Peter L. Pauson, foi descoberta a partir de um estudo de
preparagdo e caracterizagdo de complexos de alcenos e alcinos com octacarbonila -
dicobalto [Cox(CO)].

Em termos gerais, a reagio ocorre por aquecimento de uma mistura de alceno
com um complexo de aicino-Co, (CO) em solugdo de hidrocarbonetos ou éter, O
mecanismo da reagdo envolve, primeiramente, a formagio do complexo Co, (CO), .
RiC =CR; com consequente complexagdo do alceno por um dos dtomos de cobalto
¢ perda de uma molécula de CO. Na sequéncia, ocorre migragdo de uma ligacdo
Co - CO, adigio de outra molécula de CQ, eliminagdo redutiva de Co(CO);. A perda
do fragmento Cox(CO)s completa o processo (figura 48).
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Figura 48 : mecanmismo da reagfo de Pauson - Khand.

A reagdo de Pauson-Khand ¢ um meio bastante eficiente de obtenciio de
ciclopentenonas onde um controle da regio e estereosseletividade ¢ possivel. A
regiosseletividade em relagdo ao alceno ¢ determinada por fatores estéreos e
dependendo do tamanho dos substituintes do alceno, a conformag8o preferencial do
complexo alceno - alcino - CoyCO)s é sempre orientada de tal forma que o0s
substituintes mais pesados do alceno alinhem-se na diregdo de um dos grupos
carbonila e longe da ligacdo formada pelos carbonos do alcino (figura 49). Esta

conformacdo fixa a regiosseletividade do substituinte do alcino, colocando-o na

posicdo 2 do anel ciclopentenona.
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Figura 49 . regiosseletividade observada em relagdo ao zlceno.

O complexo formado por alcinos terminais e Cox(CO) reage lentamente com
stileno 4 temperatura ambiente® mag melhores resultados sfio alcancados em
condigdes mais drasticas tais como, temperatura entre 80° - 160°C, pressio entre 50
- 120 atm em autoclave. Os alcinos terminais fornecem predominantemente cetonas 2-
substituidas (figura 50) e os fatores que determinam a regiosseletividade da reacdo em

relagdo ao alcino ndo sfo claramente determinados.

85%, 120 atm
ﬂwCsﬂﬂcﬁCH.Cﬁg(CQ)ﬁ + CH{-‘-—-”*CH‘? -
tolueno, 36 hs

&0

61

Figura 50: reacdo do complexo formado por um alcino terminal e stileno.

Esta metodologia nos pareceu bastante adequada para a sintese do {(+) - cis -38
partindo-se de um alcino terminal (aicino 40a) e um alceno ndo substituido (etileno),
em presenga de monéxido de carbono.

A reacdo do alcino quiral 40a com hexacarbonﬂa—dicobako, levou inicialmente
a formagdo do complexo 40b (figura 51). Depois de formado, o complexo 40b fo;
fiitrado em alumina neutra, dissolvido em tolueno, colocado numa ampola de vidro
e CO e etileno foram borbulhados, concomitantemente, na solug3o durante 10 min.

A ampola foi entdo selada e aquecida durante 48 hs 2 70°C. Em seguida, 0 solvente
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foi evaporado e ¢ produto bruto purificado por cromatografia de coluna, fornecendo

cis - nortailoriona 38z em 40% de rendimento.

Figura 51: sintese da nortailoriona protegida a partir do alcino 40a.

A estrutura proposta foi totalmente caracterizada pelos dados espectroscopicos
de IV, RMN 'H, RMN *C, e EM.

O espectro no IV (E - 150), comparativamente zo alcino 40a de partida,
mostrou 0 desaparecimento da banda em 2110 cm ™ e o aparecimento de uma absorgdo
forte em 1684 cm™ evidenciando a presenga de uma carbonila conjugada no sistema.

O espetro de RMN 'H (E -144) mostrou dois multipletes em § 2,58 & § 2,36
ambos integrando para dois hidrogénios, que foram atribuidos ac H-4 e H - 5 da
ciclopentenona formada. Pelo mesmo espectro podemos verificar o aparecimento de
um multiplete em § 7,25, com integracdo referente a um hidrogénio, o qual foi
atribuido ao hidrogénio vinilico do anel de cinco membros formado.

A formagHo do anel foi também confirmada pela presenga de um sinal no
espectro de RMN C (E-146 aE - 149) em & 210,9, atribuido 3 carbonila -1
¢ pela presenca do sinal referente ac carbono quaternaric em 6 143,2 atribuido ao
C-2.
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Figura S52: atribuicdes dos sinais de RMN 'H ¢ RMN “C paraa cis-nortailoriona 38a.

A cis-nortailoriona 38 foi obtida adicionando-se uma quantidade catalitica de
PPTS™ e gotas de 4gua em uma solugdo do composto 38a em acetona. Depois de trés
horas de reacfio, o solvente foi evaporado, o residuo dissolvido em éter etilico, lavado
com H;O e seco sobre Na,8SO;. A solugfio foi filtrada sobre silica gel fornecendo a
nortailoriona 38{ [aly =+26; (CHCl; ¢.1,0)}

A desprotegdo foi confirmada pela auséncia dos hidrogénios metilénicos
(OCH,CH,0) no espectro de RMN "H (E - 151) e pela presenga da banda de absorgio
no IV em 1707cm . As correlages H', 1! (COSY, E - 158, figura 53) ¢ ch, H
(HETCOR, E - 156, figura 53) observadas no espectro de RMN 2D, confirmaram a

estrutura do composto (+) - ¢is - nortailoriona 38.
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HETCOR (1g, 13¢) CosY (1n, 1l

Figura 53: atribuicBes dos sinais de RMN 'H e "°C ¢ dados de correlagio 'H, 'H (COSY) Hetcor
(°C, 'Hy de RMN 2D para o composto (+) - ¢is - nortailoriona 38 (1'S).

Coinjegéo de (+) - cis - nortailoriona 38 (1'S) com a mistura (%) cis /trans 38
(figura 54) em coluna quiral heptakis - (2,6 - metil - 3 - pentil) -B- ciclodextrina,
revelou que este composto coeluia com o isdmero que apresentava indice de

retengio IR = 1932. Com base nesta coinjegfio, pdde -se garantir que o composto

com IR = 1927 era o outro isdmero {-) -cis - 38 (1'R).

H i
9 0 20 ... 30
Figura 54: coinjec¢do da mistura () cis /trans 38 com o padrio quiral (+) - ¢is -
nortailoriona 38 (1'S).
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Fimalmente, coimjecdo do 6leo Artemisia annua com o padrio revelou que
a substdncia mnatural era o (+) - cis - 38 (I'S) (figura 55). Na figura 56 podemos
comparar ¢ espectro de massas de (+) - ¢is - 38 (1' S) com o espectro de massas do

produto natural presente no Gleo.

13 ig38

o]
i
3]

Figura 55: a) dleo essencial de Artemisia annua; b) expansio do cromatograma ;
¢} comnjecdodo oleo essencial com o padrio sintético (+) - cis - 38.
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Figura 56¢ a) espectro de massas de {(+) - cis - 38 sintético; b) espectro de massas
do produto natural presente no dleo.
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3.1 - INTRODUCAQ

No século passado muitos compostos de enxofre de origem vegetal
atrairam a aten¢do pelas propriedades e habilidade dos mesmos de prevenir o
apodrecimentc de comida e sucos de frutas. Duas dessas substdncias foram
identificadas  como sendo isotiocianatos, sendo este o primeiro registro da
ocorréncia natural dessa classe de compostos organicos.

Os isotiocianatos ocorrem na forma de glicosinatos em plantas de
familias das Angiospermas, principalmente da familia Cruciferae. Estes compostos
sdo liberados junto com a D-glucose e os hidrogenossulfatos durante a hidrélise
enzimatica dos glicosinatos™,

Por outro lado, uma variedade de isotiocianatos terpénicos de origem marinha
vem sendo 1solados principalmente de esponjas da ordem das Halicondrida,
Axinellida, Liuristida e caracterizam-se por possuirem uma marcante atividade
anticAncer, antielmintica, antimicrobiana, antinutricional, citotoxica e ictiotéxica™. A
maioria desses compostos possuem férmula molecular C¢HxsNS e  estio,
invariavelmente, relacionados aos correspondentes sesquiterpenos isolados  de
organismos terrestres tais como isoprendides, cadinanos, amorfanos, aromadendrano
e bisabolanos™. Observa-se também que a inser¢do do grupo NCS estd sempre
associada a um carbono tercidrio onde, nos sesquiterpenos isolados de espécies
vegetais, encontram-se hidroxila ou duplas liga¢des. Os isotiocianatos alifaticos de
cadeia iongafw sd0 raros e os isotiocianatos olefinicos®™ sfo os primeiros nio

terpénicos isolados de organismos marinhos (figura 57).
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Figura 57 : isotiocianatos isolados de organismos marinhos.

As sinteses desses produtos naturais relatadas na literatura estio voltadas,
principalmente, para a formagfio dos esqueletos terpénicos, dando muito pouca
énfase 24 introducdo do nitrogénio tercidrio para a construgio do grupo
isotiocianato. As  tentativas de sintese destas substdncias por introduciio de um
nitrogénio terciario nos esqueletos basicos de sesquiterpenos mostraram-se longas
e ineficientes.

O trabalho desenvolvido em nosso grupo de pesquisa pela Dra. Cleuza C.
Silva”, tinha como objetivo principal a sintese de isotiocianoterpencs facil e
direta, que permitisse obter quantidades razodveis de produto com a finalidade de

auxiliar pesquisadores na determinacgdo das estruturas e na realizaciio de ensaios
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biologicos. A busca de uma metodologia que permitisse introduzir diretamente a
funcdo nitrogenada na forma de isotiocianato (NCS), revelou que a reagdo de
adigdo de HSCN 2 duplas ligacGes era a opgdo mais adequada e eficiente para a
sintese de isotiocianoterpenos. Esta reagdo ja havia sido amplamente estudada na
literatura, mas sO foi utilizada mais recentemente, na sintese de produtos

naturais.

Alguns aspectos sobre o mecanismo e alguns exemplos da aplicagdo desta

metodologia serdo relatados a seguir,

3.1.1 - O 4acido Isotiocidnico/tiocidnico (HNCS/HSCN).

O é4cido tiocidnico € um composto volatil cujo valor de pKa € bastante
discutido ma literatura®® O 4cido existe nas formas tautoméricas H-S-C=N ¢
H-N=C=25 com predomindncia do tautdmero isctiocidnico e polimeriza-se

facilmente formando uma variedade de compostos heterociclicos.
3.1.2 - Adicio de HNCS /HSCN as duplas ligacoes

O acido tiocidnico comporia-se como eletrdfilo na reagdio com alcenos,
adicionando-se 4 dupla ligagfo da mesma forma que os haletos de hidrbgenio.

O énion tiocianato/isotiocianato difere do 4nion haleto, por ser um nucléofilo

bidentado, devido a ressonéncia :

8§-C=N - §=C=N"

a qual resulta na estrutura hibrida e na distribuicdo de carga mostrada abaixo :

Consequentemente, as reacdes do fon tiocianato com compostos organicos
podem levar ou a derivados tiocianatos, através do ataque do dtomo de enxofre,

ou a derivados isofiocianatos, através do ataque do stomo de nitrogénio, ou ainda a
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mistura de ambos. A nucleofilicidade relativa do enxofre e do nitrogénio dependem
de fatores como a natureza do contra-ion, catalisador, concentragdo, temperatura ¢
estrutura do substrato. Tendo em vista estes fatores, a adigfio de HNCS a duplas
ligagdes ¢ regiosseletiva, obtendo-se uma mistura de derivados tiocianatos e
isotiocianatos, com orientacdo segundo Markovnikoff.

A primeira reagdo de adigdo de HNCS 2 dupla higaglo foi feita com
metilpropeno a temperatura ambiente e levou a formagio de 62% do derivado

isotiocianato e de 32 % do derivado tiocianato” .

3
™~ HSCN

C=CH, ——» (CH,),CNCS + (CH,),CSCN
CH, 62% 32%

Figura 5B: adicdo de HNCS ao metilpropeno.

Entretanto, a reacdo de adigdo de HNCS ao estireno levou, exclusivamente,

a formagdo do derivado isotiocianato !

PhCH(NCS)CH,

Figura $9: adi¢do de NHCS a0 estireno.
HNCS adiciona-se  também, regiosseletivamente, em duplas o.p -
insaturadas de compostos carbonilicos dando ou isotiocianatos, tiocianatos ou uma
mistura dos dois, de acordo com a natureza dos substratos. Um exemplo tipico €

mostrado abaixo com cetonas esteroidais o, B - insaturadas.
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Figura 60 adicdo de HINCS 2 ssterdide.

3.1.3 - Isomerizacio de Tiocianatos a Isotiocianatos,”™

Com ja foi mencionado anteriormente, a regiosseletividade ¢ consequéncia
do carater ambiguo do ion bidentado NCS que reage com um determinado substrato
levando a isotiocianatos (R - NCS), tiocianato {R - SCN) ou a ambos, dependends
das condigbes de reagio ¢ da natureza do substrato. Neste ponto, € importante
ressaltar que, em muitos ¢asos, o Atomo de enxofre comporta-se como um melhor
nucledfilo que o tomo de nitrogénio (mais basico) e, como resultado disso, temos a
formagdo de tfiocianatos como os produtos cinéticos em muitas reagdes.

Por outro lado, ¢ sabido também, que uma das reagdes mais comuns
envolvendo fiocianatos ¢ a isomerizagdo a isotiocianatos. Esta isomerizagiio é
consequéncia da alta labilidade da ligacdio C - S que tem como forga diretora a
formagdo da ligacdo C - N que € mais estavel e mais forte.

Varios experimentos tém suportado o processo de isomerizagdo de tiocianatos
a isotiocianatos. Estudos cinéticos e experimentos com trocas  isotopicas,
evidenciaram que esta conversfo ocomre por diferentes mecanismos, dependendo

intimamente da natureza do radical orgénico presente na molécula.

R-8-C=N

R-N=C=§

Os tiocianatos saturados e benzilicos, secundarios e terciarios, isomerizam-
se através de iomizagdo e recombinagdo via mecanismo S w1, j4 que tém a
capacidade de formar carbénios. No caso de tiocianatos saturados secundérios a
1somerizagdo ocorre na presenca de um catalisador, que pode ser uin acido de Lewis,
e sob aquecimento. Os terciarios isomerizam-se também sob catalise, mas 2

temperatura ambiente. Os tiocianatos benzilicos, porém, ndo necessitam de
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catalise acida para a isomerizaclo. Pode-se dizer, entfio, que a facilidade de
isomerizac@o esta associada a estabilidade do ion carbénio resultante da quebra da
ligagdo 1abil C-S.

De acordo com a discussdo acima acerca da labilidade da ligagiio C-§, do
carater mais nucleofilico do enxofre e da facilidade de isomerizagdo de tiocianatos a
isotiocianatos, podemos concluir que, em geral, os tiocianatos (R-SCN) sfo os
produtos cinéticos e os isotiocianatos (R-NCS) sdo os produtos termodindmicos de
rea¢des envolvendo o ion bidentado (INCS «» SCN).

Sobre 0 mecanismo da isomerizagdo, estudos cinéticos mostraram que a reagio
¢ de primeira ordem e que a isomerizagdo é tanto mais efetiva quando maior for a
polaridade do solvente. Estudos com moléculas marcadas evidenciaram que quando
ocorre a quebra da ligacio C - S nfSo hé uma completa dissociaglo entre o
carbénio livre e o nucledfilo, e consequentemente, a isomerizag8o nfio ocorre pelo
ataque nucleofilico do ion tiocianato ao carbénio livie, mas sim através de um
par ibnico intimo (figura 60). Ou seja, as duas espécies estariam nito proximas

¢ facilmente poderiam sofrer uma recombinagfo interna.

k ioniz .
S par iGnico intimo K 38S0C.
R -NCS

Figura 61: isomerizacdo de tiocianatos via par idnico intimo.

Pela proximidade das duas espécies que formam o par ibnico intimo (ion
carbénio e ion bidentado), € mais provavel que a isomerizagdo ocorra pelo ataque
do atomo de nitrogénio no mesmo lade da saida do ion tiocianato. Isto resultaria
na reten¢dio de configuragdo do produto formado. Estudos estereoquimicos
realizados com {-) - tiocianato de clorobenzidrila, mostraram que a isomerizagdo

ocorren com 100% de retengdo de configuragdo .
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3.1.4 - Estudo de adiclio direta de HNCS a terpenos.

Como mencionado anteriormente, a adigio direta de HNCS foi pela primeira
vez aplicada & sintese de produtos naturais em nosso grupo de pesquisa pela Dra.
Cleuza C. da Silva. Inicialmente esta metodologia foi aplicada por ela &
mongterpenos (limoneno, di-hidrolimoneno e terpineol).

A adigdo de HNCS ao limoneno (figura 62) levou a uma mistura de
isotiocianatos ¢ tiocianatos. Além da regiosseletividade (formagio do derivado
isotiocianato como produto majoritario) j4 esperada, foi observada uma
quirniosseletividade no que diz respeito & adigic preferencial do 4cido na dupla
terminal do limoneno.

A reagho do 4cido HNCS com o di-hidrolimoneno (figura 62} levou a
formagdo de produtos de adigdo 4 dupla trissubstituida.

A quimiosseletividade exibida pela dupla ligagdo e observada pela primeira
vez nas reacOes de adicdo de HNCS as duplas ligagdes, foi interpretada como
decorrente da menor reatividade da dupla endociclica.

Os resultados obtidos a partir da adi¢fio de 4cido HNCS ao terpineol (figura
62) confirmou ¢ que ja havia sido reportado na literatura. A presenca de grupos

polares no substrato interfere na adig¢do do acido 4 dupla ligagio.
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Figura 62 : adicdo de HNCS 3 terpenos.

Estes resultados revelaram que a rea¢do de adigdo do 4cido tiocidnico a
duplas ligagfes € tanto regio como quimiosseletiva no que diz respeito a adigfio

preferencial a dupla ferminal. Além disso, a presenga de grupos polares no sistema foi

fator determinante na velocidade da reagdo.

Ainda buscando confirmar a inferferéncia de grupos polares na cinética da
reacdo, foram realizados experimentos com o cadinol 80a (figura 63) e foram

observados somente a formagdo dos produtos cinéticos 81{aeb).
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gla

Figura 63, adigio de HNCS aoc cadinol axial 80a.

Estes resultados foram interpretados como sendo conseqiiéncia da assisténcia
anquimeérica do grupe vizinho OH (figura 64) que, apesar de ser um grupo polar que
comprovadamente interfere na cinética da reagfio, neste caso auxiliou na formacio
do produto. Este auxilio anquimérico foi atribuido a ligacdo de hidrogénio entre o
grupo OH e o nitrogenic do nucledfilo ambidentado, que se alinha ao carbénio,

possibilitando o ataque do enxofre.

Figura 64: alinhamento do nucledfilo na adicio doHSCN ao cadinol axial 80a.
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3.2-0BJETIVOS,

Estas observacgdes preliminares sobre o comportamento do acido tiocidnico em
relagdo a duplas ligaces em sistemas terpénicos, mereceram uma investigacdo mais
profunda, tanto em relagdo a cinética de reagfo quanto ao seu mecanismo.

Portanto, nossos objetivos foram:

a) investigar melhor a cinética da reacdo de adigdo do HNCS a duplas ligagdes

dissubstituidas e trissubstituidas;
b) confirmar a interferéncia dos grupos polares na adigfo direta do &cido
HNCS;

¢) com respeito aos resuitados experimentais com ¢ cadinol 80a, pretendemos
verificar se o auxilio anquimérico era, de fato, responsavel pela formagdo de
produtos cinéticos, exclusivamente. Por outro lado, pretendiamos observar o
comportamento da reacfo de adicdo do acido em sistemas como o (-)-

bisabolol 82>, onde temos uma dupla substituida e um grupo polar, ambos

exo ao anel;

D ...'.:_

O

{-) - Bisabolel 82

d) nosso objetivo era, também utilizar esta metodologia para sintetizar o
produto natural 84>, a partir de outro produto natural abundante na natureza,

o bisabolol 82, através da rota sintética descrita abaixo:
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Figura 63: rota sintética para a sintsse do produto natural 84,
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3.3 -DISCUSSAQ

3.3.1 - Estude cinético da adi¢ie de HNCS ao limoneno, di -

hidrolimoneno e terpineel.

Para confirmar a quimiosseletividade ¢ a interferéncia de grupos polares na
cinética da adigdo do acido HNCS as duplas ligagbes, dois experimentos foram
idealizados :

a) Monitoramento por CG da mistura de limoneno ¢ di-hidrolimoneno em
presenca de HNCS. Com este experimento queriamos ndo sé confirmar, mas também
quantificar a preferéncia da adicdo do 4cido na dupla terminal em relagdo 4 dupla

endociclica trissubstituida do di-hidrolimoneno:

HNCS
sn
CHCl,
" NCS  SCN
71 74 72 73 75 76

b) Monitoramento por CG da adigdo de HNCS & mustura de di - hidroli-
moneno ¢ terpineol. Os dois compostos apresentam dupla ligagiio endociclica

trissubstituida, mas o terpineol possui um grupo OH exo ao anel:

HNCS
sl
CHCl,

oH W T

T4 77 75 76 78 74

No primeiro experimento, a mistura de quantidades equimolares de limoneno e
di - hidrolimoneno foi colocada para reagir com um excesso {1 :10) de uma solugdo
de HNCS em CHCL™ e aliquotas foram analisadas em tempos regulares. Na tabela
estio expressos a concentragdo relativa dos produtos e reagentes para cada intervalo

de tempo.
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Tabela 7. momitoramento por CG da mistura de limoneno e di - hidrolimoneno na presenca de

HNCS

| .Smin | 35 min | 6Smin |0 80 min

Limoneno 40,75 % 457% 7 61% | 5.02%
Dihidrolimoneno 39,8% 39,19% 39,7% 39,2%
composto 72 9,27% 27.61% 36,19% 28,40%
composto 73 1,76% 7,718% 4,35% 6,11%
composto 75 - 1,35% 2,35% 3,05%
composto 76 - 1,23% 1,73% 1,75%

Com base nos dados cromatograficos, parecia-nos 6bvio que havia uma di-
ferenga significante nas velocidades relativas de adigiio do HNCS a dupla terminal
em relagdo a dupla rissubstituida, entretanto era necessaric interpretar numericamente
o que era observado experimentalmente.

Para quantificar a diferenca entre as velocidades relativas, buscamos na
literatura um meétodo que permitisse medir a reatividade relativa sem grandes
manipulagbes da amostra. Vale aqui esclarecer que, embora a metodologia sintética
desenvolvida seja muito simples e direta, os isotiocianatos e tiocianatos resultantes sdo
extremamente tOXiCOs e a extensa exposiciio aos mesmos produz reagdes alérgicas
variadas.

Diante de tais fatos, evitamos utilizar métodos que incluissem manipulagdo
dos derivados de 4cido HNCS como por exemplo, curvas de calibragdo ou
medidas de conversdo.

Levando em considerag8o as limitagdes mencionadas, fizemos um levantamento
na literatura sobre métodos analiticos modernos utilizados para determinar diferentes
cinéticas de reacfo. Dentro deste coniexto, encontramos varios métodos de
determinagfio de resolugdo cinética e, entre eles, 0 método de Rabels®® nos pareceu
particularmente atraente pelo fato de determinar a resolugdo cinética de uma reagdo
enzimatica sem dados de conversdo.

A equacgdo utilizada para calcular a razdo entre as velocidades ¢
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1-eg onde,
tn 1+
€s e, = diferenca da conceniracdo dos substratos
- ep - soma das concentragbes dos substratos.
I+eg e, = diferenca da concentragio dos produtos
In soma da concentragio dos produtos.
1+e 5
p - E = raz8o entre as velocidades (varia de 0 a 50,

sendo 50 o valor de méxima resolucio).

Fazendo-se um paralelo entre uma reagdo onde ocorre resolugdio cinética
enzimatica € a reagdo de adicdo do 4dcido HNCS em limoneno e di-hidrolimoneno
identificamos aspectos comuns nos dois sistemas, tais como :

a) os dois sistemas sfo de pseudo-primeira ordem;

b} as reagdes, tanto a resolucfio cinética quanto a adi¢do de acido 2 dupla, sdo

irreversiveis;

¢) os produtos de resolugdo enzimatica sdo enantibmeros. O limoneno e di - hi-

drolimoneno ndo sfio isémeros, mas sdo muito semelhantes, apresentando
somente pequenas diferencas estruturais. Pode-se dizer, portanto, que
cromatograficamente (em relagdc a resposta do detector) esta diferenga seria
insignificante se comparada a grande diferenca observada entre a cinética de
adigdo na dupla terminal e na dupla ligagfo.

Adaptando-se a equacfo mosirada acima, 4 reagdo de adicdo de HNCS a

mistura de limoneno 71 ¢ di - hidrolimoneno 74, temos:

e, = S8S= X-Y
X+Y

onde, X = concentrag¢do relativa do limoneno no intervalo de tempo x.

Y = concentragdo relativa do di-hidrolimoneno no intervalo de tempo x.
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E,= P =Z-W
Z+W

onde, Z = concentra¢io relativa dos produtos 72 e 73 no tempo de reagdo x.

W = concentragdes relativas dos produtos 75 ¢ 76 no intervalo de tempo X.

Assirn a equagdo pode ser reescrita

I- 58
in
T+ 5
P
E:
in
H S
P

Exemplo (ver dados da tabela):

i i1 - 046
n T TSR S TR I
S =392-143 = 24,9/53,5=0,46 1+ 046
P Meked
14,3 + 39,2 0,86
E= ~ 20
P=1354-26 = 32,8/38,0=0,86 ol 1+ 046
+
354+ 2,6 1+ 046
0,86

Aplicando-se estes mesmos calculos a todas as concentragles relativas
obtidas para cada intervalo de tempo, obtivemos:

E ~ 20 ou seja, razdo entre as constantes de velocidade de adigdo do HNCS a
limoneno e di-hidrolimoneno ¢ de aproximadamente 20 quando a reagdo esta em
regime estacionério (30 — 60 min.).

O segundo experimento foi executado, adicionando-se um excesso de HNCS a
uma mistura de di-hidrolimoneno 74 e terpineol 77. Monitoramento por CG da mistura
reacional, mostrou que depois de 24 horas somente produtos da adi¢do de HNCS no

di-hidrolimonenoc foram observados {tabela 8).
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Tabela 8 monitoramento por CG da mistura de terpineol e di-hidrolimoneno na presenca

de HNCS -
Oh 30h 6,0h 1 90h 24h
dihidrolimoneno74 | 43,52% 30,44% | 40,00% | 36,25% | 34,68%
terpinecl 77 27.43% 32.36% | 46,59% | 43,72% | 45,10%
composto 75 - - - - 3,35%
composto 76 - - - - 2,48%

Com este experimento, foi pois, possivel comprovar que a quimiosseletividade
esta intimamente associada a um fator cinético. Para justificar a auséncia de compostos
bifuncionalizados foi necessdrio comprovar que, a velocidade de reagdio dos compostos
contendo grupos polares ¢ a velocidade de reaglio dos compostos néo funcionalizados,
eram significativamente distintas.

Vale ressaltar, no entanto, que reagdes muito lentas (adigfio 2 dupla ligagio do
terpineol, por exemplo) ndo resultam na formagéo de produto, pois ¢ conhecido que 0
acido HNCS polimeriza-se e perde sua atividade no meio reacional antes que a reagdo

de adi¢do possa ocorrer.
3. 3. 2 - Estudoe da adicfio de HSCN a cadinéis e ao bisabolol.

Como ja foi mencionado anteriormente, reagdo com ¢ sesquiterpeno 80a
resultou nos dois diastereoisdmeros 81 {a e b). A obtengdo dos produtos cinéticos
sugeriu que o grupo -OH na posi¢o axial influenciou na orienta¢do de adigdo do
HSCN. Para verificar se o auxilio anquimérico era, de fato, responsavel pela formacgdo
do produto, idealizamos dois experimentos:

a) protegdo do grupo OH com o intuito de sacrificar a assisténcia anquimeérica.
O objetivo seria o de verificar se a seletividade na formagdo dos produtos cineticos
esta atrelada a ligagio de hidrogénio entre o grupo OH e o grupo NCS;

b) adicionar HNCS ao bisabolol 82, o qual possui um grupo OH ¢ uma dupla
exociciclica e endociclica ambas trissubstituidas) e observar se, nesie caso, a

assisténcia anquimérica também determina a formagfo dos produtos.
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Para o primeiro experimento, o cadinol axial 80a foi protegido na forma de
éter metilico correspondente utilizando-se hidreto de sédio e iodeto de metila® como
agente alquilante. O éter 85 foi obtido em 100% de rendimento ¢ foi caracterizado
por analise do espectro de RMN ' H(E - 160), o qual apresentou um singlete em &
3, 09 atribuido a metila sobre o oxigénio, confirmando a protegdo do grupo OH. Os

outros sinais foram atribuidos por comparagio com o espectro do cadinol 80a.

85
MeQ
e
B .‘,..uig@@

1,53

0,90 (d, J= 7,2 Hz) ~0,75 (4, =72 Hz)
Figura 66 : deslocamentos quimicos de RMN 'H para o éter 83

O éter 85 foi submetido a reacfio com o acido HNCS, resultando em tragos

dos quatro isdmeros 86 (a e b) ¢ 87 (a eb), detectados por GC/EM (E -~ 161):

86 {(a ¢ b) 87 (a e b)
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Nos espectros de massa dos 4 isdmeros, dois derivados isotiocianatos (87a ¢
87b) ¢ os dois derivados tiocionatos (86a e 86b), os ions moleculares de m/z 295

aparecem com intensidade 1% e os principais fragmentos estdo mostrados na figura 66.

m/z 295 (1%)

86z » B6b m/z 263 (2%} 87a ¢ 87b m/z 263 (2%) 86a ¢ 86b m/z 204 (T0%)
87a ¢ 87b m/z 204 (96% ¢ 60%

| -NCS (sC)

86a e 86b m/z 205 (100%) 86z ¢ 86b m/z 115 (78%)
87a e 87b m/z 205 (B0% ¢ 20%) 87a ¢ 37 m/z 119 (60% ¢ 70%)

Figura 67: proposta de fragmentagio para os compostos 86a, 86b, 87a e 87b.

Buscando ainda confirmar o efeito do -OH na formagfio dos produtos, o
cadinol equatorial 80b foi também submetido 2 reacdio com HNCS ¢ apos 7 dias de

reagio, ndo se observou a formagdo de produtos.
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HNGS X
CHCI,

| SGE}

Figura 68 adicBo de HNCS ao cadinol equatonal 80b.

O conjunto de experimentos com os cadindis 85 ¢ 80b confirmaram o auxilio
anquimérico da hidroxila na formagdo dos produtos de adigio de HNCS a duplas
ligacdes.

A reacdo de cadinol 85 com o HNCS resultou, como esperado, na formacdo
dos derivados tiocianatos e isotiocianatos. A protegdo do grupo OH desfavoreceu a
ligacdo de hidrogénio (ver cadinol 80a; figura 63) ¢ o grupo OMe {(novo grupo polar
presente no sistema) interferin na formacdo dos produtos que, neste caso, ocorrem em
baixissimo rendimento (fragos).

A reagdio com o cadinol equatorial 80b ndo levou a formagdo de produtos. Neste
caso, o grupo OH nfo se encontra em posigdo adequada para auxiliar a formagio da
ligacdo de hidrogénio.

A interferéncia de grupos polares foi também observada pela adigdo seletiva
de HSCN a dupla exociclica do o - bisabolol 82.

Controle da reagfio por CCD revelou que depois de 6 dias, ainda existia material
de partida, mas a reacio foi interrompida neste estigio. O produto bruto da reagdo
foi purificado por coluna cromatografica e a eluigdo com com hexano : acetato de etila
20 % fornecen o isbmero 88 em 24 % de rendimento. Eluic3o com hexano: acetato de

etila 25 % forneceu o i1sémero 89 em 12 % de rendimento.
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Figura 69 adigdo de HNCS ao « - bisabolol 82

A analise dos dados de RMN 'H (E - 162) para o composto 88 revelou a
presenga de somente um hidrogénio olefinico em & 5,35 que pode ser atribuido ao
hidrogénio sobre a dupla endociclica. A presenga do sinal em 8 1,38 com integragfo
referente a 6 hidrogénios foram consistentes com as metilas sobre o carbono ao qual

estd ligado o grupo NCS, indicando que a adigio de HNCS ocorreu na dupla

exociclica do bisabolol.

A confirmacdo da estrutura proposta foi obtida por andlise do espectro de
RMN- C (E - 163) :

a) sinal em § 130,3 foi associado ao carbono insaturado do grupo NCS;

b) sinal em § 61,3 foi associado ao carbono saturado ligado diretamente 20

grupo NCS;

¢) sinal em 8 28,9 foi associado as metilas ligadas diretamente ao carbono ao

qual estéd ligado o grupo NCS. Este fato pode ser confirmado pela correlagdo

observada no espectro de RMIN (HETCOR, E - 168) com o sinal em 8 1,38

A analise dos dados de RMN 'H (E - 170) para o composto 89 mostrou os
mesmos sinais e deslocamentos que o composto 88, com excegio do deslocamento
das metilas ligadas no carbono sobre o qual se encontra o grupo SCN. Observa-se
uma variacdo no deslocamento que passa de & 1,38 (derivado isotiocianato 88) para
§ 1,50 (derivado tiocianato 89).

A estrutura do derivado tiocidnico 89 pode ainda ser reiterada pelos dados de

RMN C (E -171), cujos sinais em 51119 e § 56,0 podem ser atribuidos,
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respectivamente, ao carbono insaturado do grupo SCN e ao carbono saturado ao

qual se encontra ligado o grupo SCN.

§ 1

Figura 70 : deslocamentos quimicos de RMN 'H e C para o composto 88.

1,64

ol P 560 CN
8.7 (E)H“‘*’f}j 439
8 13¢C

Figura 71: deslocamentos quimicos de RMN 'H ¢ “C para o composto 89.

A adig@o de HNCS a dupla exociclica do bisabolol 82, resultando na formagio
dos produtos em rendimento razoavel (35%), pode ser interpretada como uma

consequéncia do auxilio anquimérico do grupo OH presente no sistema (figura 72).

Figura 72 : auxilio anquimérico do grupo OH na formacio do derivado tiogidnico.
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O resultado obtido a partir da adigdo de acido HNCS ao bisabolol 82 difere do
resultado obtido com o cadinol axial 80a. No experimento com o cadinol 80a
observamos somente a formagio do produto cinético 81{(a e b), porém a reagfio com o©
bisabolol 82 levou a formagfo dos produtos cinético 89 ¢ termodindmico 88. Diante
desses resultados pode-se concluir que ¢ assisténcia anquimérica auxilia a formagdo
dos produtos, porém nfo determina a formagio de somente produtos cinéticos. A
formagdo de produtos cinéticos na reagdo com o cadinol axial pode ser consequéncia
da polimerizac@o de HNCS. Possivelmente, existe um compromisso entre ¢ tempo
de formacfo dos produtos termodindmicos ¢ a polimerizagdo do HNCS, ou seja,
antes que o produto cinético converta-se em produto termodindmico, o 4cido

polimeriza-se ¢ perde seu potencial ativo no meio reacional. Esta hiptese pode ser

confirmada através do experimento descrito abaixo.

3.3.3 - Adicdo de HNCS ao cadineno 90.

Neste experimento, depois de 24hs de reagfo, o residuo proveniente da polime-
rizagdo do &cido tiocidnico foi eliminado por filtracio e mais HNCS foi adicionado ao
meic reacional. Depois de mais 48 horas de reagdo somente os produtos 91a e 91b
foram detectados por CG/EM (E - 177). Os compostos 9la e 91b foram
caracterizados como sendo os dois isémeros isotiocifnicos por comparagdo com

padrdes disponiveis em nosso laboratorio.

HNCS
CHCI3

of 9§(aeh)

Figura 73 adicic do HNCS 20 cadineno 90.
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Os espectros de massas (E - 177) de ambos os derivados 91lae 9lb (1, 11,2 ¢
11,7 respectivamente) apresentaram o fon molecular em m/z 263 com 37,5% ¢ 12,5%

de intensidade, cujo pico base para os dois epimeros estdo mostrados abaixo:

91z m/z 205{ 100%) 91k m/z 119 (100% )

Figura 74 : pico base para os dois epimeros 9lae 91ib

O experimento de adicdo do acide HNCS ao cadineno 90, levou somente a
formagfio de produtos termodindmicos e permitiu concluir que a polimerizagdo do
4cido, com perda da atividade no meio reacional, pode ser o fator responsavel pela

formacdo de quantidades varidveis dos derivados isotiociantos ¢ ticcianatos.

3. 3. 4 - SINTESE DO PRODUTO NATURAL 7S5 - ISOTIOCIANATO - 7,8 - DI -

HIDRO - BISABOLENO (84)

Sesquiterpenos bisabolénicos de origem marinha ocorrem em esponjas da
ordem Thionella, juntamente com as aminas ¢ formamidas correspondentes. Estes
compostos apresentam importante atividade antimicrobial, inibindo o crescimento de

8. qureus, B. subtillis, C. albicans, ete’".
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92 R = NHp 25 R=NCS
BR= NI_B_;_ Cr 06 R = NHCHO
% R=NHCOCHR

84 R=NCS

A comprovagdo da quimio e regiosseletividade da adigdo de HNCS 4 duplas
ligagOes, permitiu também viabilizar a sintese do produto natural 84 através da adicio
direta do &cido tiocidnico ao bisaboleno 83a (figura 65). O produto 78 - isotiocianato
- 7,8 di - hidro - bisaboleno 84, juntamente com o seu diastereoisdmero, foi obtido
em duas etapas através da desidratagfio do bisabolol 82 e adiclio do HSCN 3
mistura dos 3 isémeros do bisaboleno 83 (a, b, ¢) (figura 75) .

A desidratacio do bisabolol foi conduzida segundo método descrito na
literaturasg, com uma mistura de piridina/SOCI; a 0°. Depois de 48 hs ¢ produto foi
extraido do meio reacional através de lavagens sucessivas com éter etilico e
purificado por cromatografia em coluna para fornecer o produto em 56% de
rendimento. Analise por CG, indicou a presenga de dois picos em uma proporgio

de 1,5:1 que foram atribuidos a mistura de bisabolenos 83 (a,b,c).

> e 6

83a 83b e 83¢
Figura 75: mistura de bisabolenos 83 (terminal, E e Z) obtida
na desidratacdo do bisabolol 82
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Os bisabolenos 83a, 83b e 83¢ nfio puderam ser separados e a mistura foi
caracterizada por RMN 'H(E - 178) e RMN °C (179).

O sinal correspondente aos carbonos do grupo metilénico(H,C = CRR’) aparece
em 6108,0. O valor do deslocamento ¢ a inversio do sinal no espectro DEPT servem
como indicagdo segura da formacdo do bisaboleno terminal. Adicionalmente a este
fato, a presenga do sinal em 8 4,73 (J < 1,0 Hz), reiteram esta afirmativa.

Os sinais referentes aos bisabolenos E e Z foram atribuidos por comparagio

com os dados da literatura para estes dois compostos®™.

1,58 i.68

23,5

Figura 77: deslocamento quimicos de RMN "C para a mistura de bisabolenos 83 (a,b,c).

A mistura de bisabolenos 83a, 83b e 83¢ foi submetida & reacic com HNCS.

Devido a quimiosseletividade da dupla terminal, obtém-se, depois de 2 horas de
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reagdo, 0 composto 84a e seu diastereoisbmerc 84b (77,8% de rendimento referente
a mistura dos dois compostos) que foram facilmente separados dos bisabolenos E e

Z (83b e 83c) por eluiclo com hexano:éter 5%.

84b 84a

Figura 78: compostos 843 e 84b

A mistura dos dois diasterecisdmeros 84a e 84b foi caracterizada através do

espectro de RMN 'H (B - 183), pela presenga de duas metilas em §1,34 e 5§1,32.
Todos os sinais relativos aos oufros hidrogénios so coincidentes para os dois

compostos.

84 b 84a

Figura 79: deslocamentos quimicos de RMN 'H para os isotiocianatos 84a e 84b.
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84b

Figura 80: deslocamentos quimicos de RMN “C para os diasterecisémeros 84 a e 84b.

O espectro de RMN “C (E - 185) apresentou uma duplicidade de sinais com

diferencas sutis que puderam ser atribuidos por comparagiic com os deslocamentos

quimicos de RMN “C ¢ RMN' H, reportados na literatura para o produto natural

(+)-84” ([ex]yy =+ 60°). Nafigura 81 estio comparados os dados espectroscdpicos do

produto natural e os dados espectroscopicos do composto 84a obtido na sintese.

Apesar de varias tentativas, infelizmente até o momento nfo foi possivel separa-lo o

composto 84a do diastereoisémero 84b.

23,4 1,69

5,38

1228 257 | NCS

produto natural (+) - 84

composte 84a

i85

599 1,63

Figura 81 : comparagdio ente os deslocamentos quimicos de RMN ®Ce 'Hdo
produto natural (+) - 84 ¢ do composto 84b obtido na sintese a partir do bisabolol 87.
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3.4-CONCLUSAO:

Neste trabalho, pode-se contatar, através do monitoramento das reagdes por
CG, a regiosseletividade, quimiosseletividade ¢ a interferéncia de grupos polares na
velocidadede adigdo de HNCS a1 duplas ligagdes. A dupla terminal &,
aproximadamente, 20 vezes mais reativa que a dupla ligacdo endociclica
trissubstituida e, muito provavelmente, a adigdo répida de HNCS 2 dupla terminal
esta associada a efeitos estéreos. A comparagio entre a dupla ligagio trissubstituida
do di - hidrolimoneno € 2 mesma dupla ligacio trissubstituida no terpineol,
confirmou a interferéncia dos grupos polares na cinética de reagdo.

O conjunto dos experimentos com os cadindis 80 {a ¢ b) e o bisabolol 82,
confirmou o auxilic anquimérico da hidroxila na formagdo dos produtos de adigdo de
HNCS 2 duplas ligagles.

Fatores estercocletronicos, atrelados & presenca de grupos polares no sistema
como a hidroxila, controlam a reaggo auxiliando a formacdo dos produtos. Entretanto,
os resultados do experimento com o cadineno 90, mostraram que a obtengfio de
diferentes proporgdes de produtos cinéticos e termodinimicos é consequéncia da
polimerizacdo do HNCS no meio reacional antes que todo o produto cinético seja
convertido em produto termodinimico.

Finalmente, a metodologia foi aplicada 4 sintese do pruduto natural 84, através
de uma rota sintética rapida, econdmica e com bons rendimentos. A limitag8o da
metodologia, neste caso, estd relacionada 2 dificuldade de separagdo dos dois isdmeros
obtidos (84a e 84b).
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AIS E METODOS

I. - MATERI

Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aquecimento fipo
Kofler, instalada em um microscOpio modele Thermopan (C . Reichest Optische
Werke A . G.).

Os valores de rotagdo 6tica foram determinados num polarimetro Polamat A -
Polarimetro Automatico Carl Zeiss com limpada de merctrio com precisio de O,
050, utilizando-se CHCl; e MeOH como solventes.

O calculo de rotagfo dtica especifica em fungio do comprimento de onda

de sodio, foi obtido segundo as relagdes abaixo recomendadas pelo fabricante.

[o]ue = 1,17543 [0

[2]p
laly =
c(g / mL} x 1{dm)
{ o }ZOHg
[l =
1,17543¢cx 1
onde: [al = rotagdo especifica

[2]% = rotagdo 6tica lida no aparelho
¢ (g/ mL)= concentracio da amostra

1{dm) = comprimento da cela

Os espectros de absorgfio na regidio do infravermelho foram obtidos em cela
de KBr para liquidos (filme) ou pastitha de KBr para sélidos, em espectrofotémetro
Perkin - Elmer 298 e 1600 FTIR utilizando-se como referéncia interna a absorgdo em
1601 cm™ de filme de poliestireno.

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em espectrOmetros Brucker AC (300

MHz) ¢ Gemini 300 -Varian (300 MHz). Os deslocamentos quimicos foram dados em
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ppm utilizando o TMS (8 = 0,0) ou o CHCI; (8 = 7, 23) como referéncia interna. Os
sinais foram caracterizades como s = singlete, d = dublete, t = triplete, q = quarteto,
dd = duplo dublete, ddd = duplo duplo dublete, dt = duplo triplete, dq = duplo
quarteto.

Os espectros de RMN °C foram obtidos em espectrdmetros Brucker AC 300P
(75,5 MHz) e Gemini 300-Varian (75,5 MHz). Os deslocamentos quimicos foram
dados em ppm, sendo8=0, 0 para o TMS e §=77,2 para o CDCl,

A mterpretagdo dos dados foi realizada com a ajuda de técnica DEPT
(1352 90 °) e confirmada por COLOC, COSY ¢ HETCOR.

As analises por CG foram realizadas em cromatografo a gas Hewlet Packard
- VCD 3890 A, com detector de ionizagio de chama, equipado com coluna capilar
DB -5 J& W Scientific (25m x 0,2 mm x 0, 33 um) ou cohma quiral heptakis - (2, 6
- metil - 3 - pentil) - B - ciclodextrina (20m x 0,23mm x 0,25um} Utilizou-se como
gas de arraste o Hy . A injegio foida ordem de 0,1pL de solucdo e as condicdes
utilizadas foram: condi¢do n° 1 =55°-20° C / min. - 120°C (3mim) - 1,5°C / min. -
150° C (10 min.} - 30° C/ min. - 200° C (4 min.). Condigdio n° 2: 100° C (1 min.} - 30°
C/min. - 200° C (10min.). Condigiio n°3 : 100° C - 2°C / min. - 180° C. Condigio n° 4
1 125° C-30° ¢/ min. - 150°. Condigéic n°5 : 55°C - 2° C / min. - 80° C. Condigdo n°
6 : 70° C (3min.) - 20° C/min. - 280° C (15min.). Condigéio n° 7: 50° C (0,98 min.) -
10° C / min. - 290° C (20 min.).

As andlises por CG/EM 70 eV foram realizadas em espectrometro de massa
HP 5790 - MSD conectado a cromatégrafo a gas Hewlet Packard - VCD 5890 A,
equipado com coluna capilar DB - 5 J & W Scientific (25m x 0,2 mm x 0, 33um) ou
coluna quiral heptakis - (2, 6 - metil - 3 - pentil) - B - ciclodextrina (20m x 0,25mm x
0,25pm) . Utilizou - se Hélio como gas de arraste (ImL /mm.) e a mjecdo foi da
ordem de 0,1puL de solugdio. As programacdes de temperatura sfico as mesmas
utilizadas nas andlises por CG.

As resinas florais das espécies de Clusia foram quantificadas por CLAE em
cromatografo HP série II 1090, com detector de UV. Utilizou-se como eluente um

gradiente de acetonitrila: 4gua (60 % : 40 %) —» acetonimila 100% (5min.}. A
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quantificagdo foi feita usando-se curva de calibragio, planiada a partir de varias
concentragbes da amostra ¢ as suas respectivas areas. A inje¢do fo1 da ordem de
10,0 ul de solugéo, um fluxo de 1,0 mL /mim ¢ uma pressdo variando entre 1- 400
bar.

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas utilizando-se silica gel 60
da Merck, com granulometria 70 - 230 mesh ou Alumina neutra e os solventes
somente destilados. O didmetro interno ¢ a altura das colunas variaram de acordo
com a quantidade de material a ser separado.

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se placas de vidro
5x20cm cobertas com uma camada de silica gel HF ou CFyy e com uma espessura
de 0,25 mm . Utilizou - se também placas prontas de silica sobre aluminio.

As  fragles coletadas nas CC foram controladas por CCD ¢ a
visualizagdo dos compostos em CCD foi feita por uradiacio com lampada de
UV nos comprimentos de onda 254 ¢ 366nm e por pulverizacdo com revelador
especifico seguido de aguecimento.

Revelador de terpenos : p - anisaldeido/ H; SOy HOAc (0,5:1,0: 0,5mL).

Os reagentes foram utilizados como adquiridos e os solventes foram

purificados segundo Perrin e colaboradores®.,

2 - ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS SUBSTANCIAS
NATURAIS.

As resinas florais das espécies do género Clusia foram coletadas na
Fazenda Santa Elisa do Instituto Agronémico de Campinas, com a colaboragiio
do bidlogo Volker Bittrich.

Especimens Voucher estdo depositadas no Herbéario da Universidade Estadual
de Campinas por M.C.E. Amaral ¢ V. Bittrich. V. Bittrich ¢ responsavel pelas
identificagdes. . nemorosa masculina (# 95/151), C nemorosa hermafrodita
{#95/150), C. grandifiora feminina (# 95/153), C grandiflora masculina (#95/152)
C. rosea ( #95/154)
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2.1 - Composto 17 (I-benzoil - 2~ metoxi - 6,6 - dimetil - 3,5,7 - tiis (3-metil -2 -
butenil}-exo - biciclo [3.3.1]non - 2 - ene - 4,9 - diona) :

0.8 g de resina bruta de C. grandiflora masculina
foram metiladas com 50 mL de uma solugdo
eterea de CHyN; recém preparado. Depois de 2hs de
reacdo e da total eliminagfio do CH,N,, o solvente
foi evaporadoc € mais 25 mL de CH,N, foi
adicionado  ao meio para garantir completa
metilagio da resina. O solvente foi novamente

evaporado, o residuo dissolvido em diclorometano e

a solugdo seca com Na,SO, anidro. Apés fitragdo, a
solugdo foi concentrada ¢ 2 resina metilada foi separada por cromatografia de coluna.

O composto 17 puro foi eluido com uma mistura de hexano © éter 16% {200 mg, 25 %

de rendimento).
Forma fisica: sélido incolor
Ponto de fusdo : 88-91°C
[alf =+150 (MeOH, c. 0,8)

IV (pastitha de KBr): vu., 2966, 2916, 1720, 1702, 1654, 1604, 1241 o’

EM (70eV): ion molecular m/z 516 e principais fragmentos m/z (%) 447 (M~
- CsHo, 4), 298 (48), 87 (70,4), 74 (100).

RMN 'H (300 MHz, CDCLy/ TMS)8:7,62 (2H, dd, J=8 ¢ 1Hz, H-12 e H -16),
744(1H, tt, ;=8 e 1 Hz, H- 14), 7,32 (2H,t, J=8 Hz, H- 13 e H- 15), 5,00 (ZH, m,
H-18eH-23),497(1H, m, H - 30), 3,34 - 3,25 (2H, dd, J=16 ¢ 6.8 Hz), 2,56 -
2,50 (14, dd, J=13,7, 7,0Hz), 2,10 (IH, m, H-29), 1,94 (1H, dd, J=3,4 ¢ 12,6 Hz eq.,
H-8), 1,66 (18H,s,H-7 H-20, H - 21, H-25H-26,H-32), 1,55 (3H, s, H - 33),
1,42 (IH, t, J=12,6 Hz axial, H - 8), 1,34 (3H, s, H - 27), 1,19 (3H, s, H - 28),

RMN "C (75,5 MHz, CDCly/ TMS) 8: 2079 (C-9), 197,1 (C-10), 193,1 (C-4),
169,92 (C-2), 137,60 (C- 11), 1344 (C- 19), 133,2 (C-31), 133,0 (C- 24), 132,1 (C - 14),
128,4 (C- 12 C- 16), 1279 (C-13 e C-15), 123,2 (C-3), 122,5 (C- 30), 121,5 (C-18),
119,6 (C-23), 74,4 (C- 5), 65,1 (C- 1,), 61,6 (OMe), 47,8 (C - 6), 43,1 (C - 8), 42.5
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(C-7),29,5(C-22),27,6 (C-29), 26,0 (C - 32), 25,8 (C - 20), 25,6 (C - 25), 24,4
(C-27), 23,2(C-17), 18,1 (C - 26), 18,0 (C -21), 17,8 (C - 33), 16,1 (C - 28).

2.2 - Composto 19 - [(2 - benzoil - 3,5 -dimetoxi) - 4,4,6 - tris (3-metil - 2 - butenii)
- 2,5-ciclohexadieno - 1 - ona)] :

0,4 g de resina bruta de C. grandifiora masculina
foram metiladas com 20 mL de uma solucdo
eterea de CH,N, recém preparada. Depois de 2hs de
reagio e da total eliminacdo do CH,N,, o solvente
foi evaporado e mais 20 mL de CH,N, foi
adicionado a0 meio para garantir completa

metilagio da resina. O solvente foi novamente

evaporado, o residuo dissolvido em diclorometanc e
a solucdo seca com Na,SO, anidro. Apés fitraco, a solugdo foi concentrada e
a resina metilada foi separada por cromatografia de coluna . A grandona pura foi

eluida com uma mistura de hexano : éter 15% (25 mg, 6,25 % de rendimento).

Forma fisica : liquido amarelo

IV (pastilha de KBr): v, 2966, 2925, 1674, 1652, 1610, 1449 ¢m -1

EM de alta resolucfio: ion molecular mv/z 462,2770, calculado para
CsoHas Oy 462,27701 ¢ principais fragmentos 337,3(64), 323,3(36), 105,1(85), 41,0
(100).

Anélise elementar calculada para C3Hsz O4: C, 77,89%; H, 8,28 %; O,

13,83 %. Experimental: C, 77,68%; H, 8,20%; O, 14,12%.

RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) &: 7,85 (2H, dd, =74 e 1Hz, H-9e H -

13), 745(1H, t, F74Hz, H-11), 742(QH, t, J=74Hz, H-10¢ H- 12), 5,04
(1H. m, H - 25), 4,96 2H, m, H - 15 ¢ H - 20), 3,92 (3H, s, OMe), 3,57 (3H, s,
OMe), 3,14 (2H, d, J=6Hz, H-24), 2,62 (4H, m, H- 14 ¢ H- 19), 1,65 (6H, s, H -
17 e H-22), 1,58 BH, s, H-27), 1,57 (3H, s, H-28),1,54 (6H, 5, H- 18 ¢ H-23)
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RMN '°C (75,7MHz, CDCly/ TMS) 8: 196,5 (C - 7), 188,0 (C - 1), 170, 7(C -
5), 169,6 (C - 3), 138,5(C - 8),134,6 (C- 16 e C - 21), 133,0 (C- 11), 131,6 (C - 26),
1292(C-9 & C-13),128,6 (C-10 e C-12), 123,4(C-2), 122,6 (C-25), 118, 7
(C-15), 118,0 (C - 6), 61,6 (OMe), 59,6 (OMe), 53;8 (C-4),358(C-14eC-19),
259(C-17e C-22), 25,6(C-27),17,9(C-18,C-23 e C-28).

2.3 - Composto 21 [1 - (3’-hidroxi-benzoil) - 2 - metoxi - 6,6 - dimetil - 3.5,7 -
tris (3-metil - 2 -butenil)- exo - biciclo[3.3.1] non - 2 - ene - 4,9 - dional.

2,6g de resma bruta de . nemorosa
hermafrodita foram metiladas com 100
ml de uma solugdo etérea de CH,N,
recém  preparada. Depois de Zhs de
reagdo,o solvente foi evaporado e mais 50
mL de CH;N,foi adicionado ao meio para
garantir completa metilacdc da resina. O

solvente foi novamente evaporado, o

residuo dissolvido em diclorometano e a
solugdo seca sobre Na,SO, anidro. Apobs filtracdo, a solugdo foi concentrada e a
resina metilada foi separada por cromatografia de coluna. O composto 21 puro

for eluido com uma mistura de hexano : éter 30% (140 mg, 5,4 % de rendimento).
Forma fisica : s6lido incolor
EM de alta resolucio: ion molecular m/z 532,3188 calculado para C34H.,0s,

532,31887 e principais fragmentos m/z (%) 463,5 (M" - C sH, 80), 339,3 (M-
Cng-CgH;G, 100)

Ponto de fusfo : 134-136 °C.
20 _
[@l> = +142.8 (MeOH, ¢. 0.7),

IV (pastilha de KBr): vy, 3365, 2966, 2913, 1721, 1705, 1654, 1608, 1239

cm™.
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RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) & 7,27 (1Hsl, H -12), 7,12 (1H, t,
J=7,7THz, H - 15), 7,02 2H, t, ]=7,7Hz e 1Hz H - 16), 6, 97(1H, dI, H - 14), 6,12
(1H, s, OH) 5,00 (2H, m, H- 18 ¢ H - 23), 4,98 (1H, m, H - 30), 3,50 (3H, 5, OMe),
3,35-3,20 (2H, dd, =16 ¢ 6,4Hz), 2,57 - 2,47 (2H, dd, }=12,9 ¢ 7 Hz), 2,09 (1H, m
H-29), 1,94 (1H, dd, J=34 ¢ 12,6 Hzeq., H-8), 1,66 (17H, 5, H-7, H- 20, H - 21,
H-25,H-26,H-29, H-32), 1,54 (3H, s, H - 33), 1,42 (1H, t, J=12,6 Hz axial, H-8),
1,33 (3H, s, H-27), 1,17 3H, 5, H - 28).

RMN "C (75,5 MHz, CDCly TMS) &: 207,9 (C-9), 197,4 (C-10), 193,0 (C-
4), 170,0 (C-2), 138,3 (C- 11), 134,5 (C- 19), 133,2 (C-31), 133,1 (C- 24), 155,9 (C-
13}, 128,9 (C- 15), 123,0 (C-3), 122.4 (C- 30), 121,4 (C-18), 120,5 (C - 16), 119,6
(C-23), 119,4 (C - 14), 115,2(C - 12), 74,1 (C- 5), 65,2 (C- 1), 61,6 (OMe), 47.9 (C
-6),43,1(C-8), 424(C-7), 29,4 (C-22), 27,6 (C-29), 259 (C-32), 25,8 (C-
20), 25,6 (C-125),24,4(C-27),23,2(C-17), 18,1(C-26),17,9(C -21), 17,8 (C -
33), 16,1(C - 28).

2. 4 - Composto 23: [1-benzoil - 4- metoxi - 8,8 - dimetil - 3,5,7 - tris (3-metil -2 -
butenii}-exo - biciclo [3.3.1] non - 3 - ene - 2,9 - diona]

0.9 ¢ de resina bruta de C. rosea foram metiladas
com 30 ml de uma solucfo etérea de CH,LN, recém
preparada. Depois de 2hs de reagfio, o solvente foi
@ /¢4 evaporado e mais 20 mL de CH;N, foi adicionado
a0 meio para garantir completa metilacdo da resina.
O solvente foi novamente evaporado, o residuo

dissolvido em diclorometanc ¢ a solugfo seca com

Na,SO, anidro. Apds fitragdo, a soluciio 23 foi eluido
com uma mistura de hexano: acetato de etila 5% (20 mg, 2,2 % de rendimento).
Forma fisica : 6leo incolor
[a]7 = +48.6 (CHCL, c.1.4)
IV (filme): vo. 3446, 1716, 1657, 1608, 1384 cm™.
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EM de alta resolucdo: fon molecular m/z 516,3239 calculado para C33H,0,
516,32395 e principais fragmentos m/z (%) 447 (M™ - C sHg, 28), 323 (45), 142 (29),
103 (24), 69 (100).

RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) & 7,45(2H, dd, =96 16 Hz H-1Ze H -
16), 7,38(1H, tt, =78 ¢ 1 Hz, H- 14), 7,23 (2H, t, J= 7,4 Hz, H- 13 ¢ H - 15), 5,03
(3H,m H-18eH-23eH-30),3,25-3,15(2H, dd, J=15 e 7,2 Hz), 2,60 - 2,45 (1H,
dd, J=14 e 6,9Hz), 220 (1H, m H -29), 2,03 (1H, dd, J=3,6 ¢ 13,2 Hzeq, H - 6),
1,70 (1H, m, H-29), 1,69- 1,67 (19H, s H-7, H-20,H-21, H-25, H- 26, H - 32
e H-33), 1,50 (1H, ¢, J= 6,9 Hz axial, H- 6), 1,35 3H, s, H-27), LI3 (3, s, H -
28).

RMN C (75,5 MHz, CDCly/ TMS) & : 207.3 (C-9), 194,0 (C-10), 193,1(C-2),
173,1(C-4), 136,2 (C- 11), 134,4 (C- 19), 133,5 (C-31), 133,0 (C- 24), 131,9 (C- 14),
1285(C-12e C-16), 127,7(C- 13 eC-15), 126,8 (C- 3), 122,6 (C-30), 121,3 (C-
18), 19,5 (C-23), 79,2 (C- 1), 59,8 (C- 5), 62,4 (OMe), 48,8 (C - 8), 43,7 (C - 7,
40,7(C-6), 29,7(C-22), 26,7(C - 29), 26,0 (C - 21), 25,8 (C - 32), 25,6 (C - 25),
23,4{C-27),23,3(C-17), 18,1{C-26), 17,9 (C-20eC-33), 15,7(C - 28).

2.3 - Composto 25 [1-benzoil- 2- metoxi - 6,6 - dimetil- 3,5,7 - tris (3-metil -2 -
butenil)-exo - bicicle [3.3.17non - 2 - ene - 4,9 - diona.

1,8 g de resina bruta de C. nemorosa masculina foram
metiladas com 80 mL de uma solugfio etérea de CH,N,
recém preparado. Depois de 2hs de reagdo, o solvente
foi evaporado e mais 25 mL de CH,N, foi
adicionado ao meio para garantir completa metilagdo
da resina. O solvente foi novamente evaporado, o
residuo dissolvido em diclorometano ¢ a solugdo seca

com NaySO, anidro. Apés fitracdo, a solugdo foi

concentrada ¢ a  resina metilada foi separada por cromatografia de coluna. O
composto 25 foi eluido com uma mistura de hexano:éter 5% {400 mg, 23 % de

rendimento}.
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Forma fisica : sélido incolor

[a]f = 140,7 (CHCI;, ¢.3.1)

IV (pastitha de KBr): v, 3423, 2964, 2924, 1722, 1702, 1654, 1607, 1240

cm’

EM de alta resolugiio: m/z 516,3239 calculado para C;4H440,516,32395 ¢
principais fragmentos m/z (%) 447 (M - C sHg 72), 323 (100), 281 (76), 105 (62,),
69 (100).

RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) 8: 7,62 (2H,dd, J=8¢e IHz, H-12e H -
16), 7,44 (1H, tt, J=8 ¢ 1 Hz, H- 14), 732 (2H, t, =8 Hz, H- 13 e H - 15), 5,03 (1H,
tt, J=6Hz, H-23),494 (I1H, tt, ] = 6Hz, H - 18), 4,87 (1H, 1, J = 6Hz, H - 30), 3,30 -
3,16 (2H, dd, J=20 e 12 Hz, H- 17), 2,60 - 2,50 (2H, dd, J =21 e 7,8 Hz, H- 22), 2,28
(IH,m H-29), 2,IZ(1H, m,H-8), 1,90 (2H, m, H-29 ¢ H-8), 1,68 -1,66 (18 H,
s, H-20,H-21, H-25 H-26 H -32), 1,53 (3H, s, H-33), 1,48 (3H, s, H - 27),
1,38 (1H, m, t, H-7), 1,40(3H, s, H - 28).

RMN °C (75,7 MHz, CDCly/ TMS) 6 : 209,2 (C-9), 197,8 (C-10), 193,3 (C-4),
170,7(C-2), 136,8 (C- 11), 134,7(C- 19), 132,9(C-24), 132,2(C-31), 132,0 (C- 14),
128,5(C- 12 e C- 16}, 127,8 (C-13 ¢ C-15), 124,9 (C- 30), 122,0 (C-3), 120,8 (C-18),
119,4 (C-23), 73,0 (C-5), 61,4 (OMe), 63,4 (C- 1), 49,5(C - 6), 48,6 (C-7), 41,9
(C-38), 30,2(C-22), 30,0(C-29), 27,2(C-27), 26,0(C-32), 258(C - 20), 25,6
(C-25), 23,9(C-28), 23,6 (C-17), 18,1 (C-26), 17,9 (C-21), 17.8(C - 33).



YArTE eXPerimenial 116

2.6 - Composto 27 - | - hidroxi - 3,5 - dimetoxi - 2,4 - di (3 - metil - 2 - butenil) - 94

- G ~ xantenona.

0,24 g de resina bruta de C. memorosa hermafrodita foram
metiladas com 20 ml de uma solugdo etérea de CH,N-
™ recém preparado. Depois de Zhs de reagdo, o solvente foi
evaporado e mais 10 mL de CH,N, foi adicionado ao meic
para garantir completa metilagdo da resina. O solvente foi
novamenie evaporado, o residuo dissolvido em diclorometano

¢ a solugdo seca com Na,SO; anidro. Apoés fitraco, a

solugdo foi concentrada ¢ a resina metilada foi separada por

cromatografia de coluna. O composte 27 foi eluido com uma mistura de hexano : éter
10 (30 mg, 4,2 %o de rendimento).

Forma fisica : s6lido amarelo

Ponto de fusdo : 97 -99° C

1V (pastilha de KBr): vy, 2966, 2924, 1641, 1610, 1497, 1253 cm’.

EM de alta resolugfo: ion molecular m/z 408,1933 calculado para CasHy30s
408,19337 principais fragmentos m/z (%) 353 (100), 283 (12), 263 (95), 105 (14).

RMN 'H (300 MHz, CDCI; /TMS) § :12,97 (11, singlete largo, OH), 7,83 (1H,
dd, J=8¢1,8Hz H-8),7,22(2H, m,H-7¢ H-6), 530 (ZH, m,H-10e H - 15),
4,00 (3H, OMe), 3,84 (3H, OMe), 3, 60 (2H, d, J = 6,9 Hz, H-9), 3,42 (2H, d, J=16,6
Hz, H-14), 1.90 3H, s, H-17), 1,82 (3H,s. H- 12), 1,70 (3H, s, H - 13), 1,60 (3H, s,
H - 18).

RMN “C (75,5 MHz, CDCLy/ TMS) & :181,9 (C=0), 163,8 (C - 3), 158,9 (C -
1), 152,8 (C-47), 148,7(C - 5), 146, 7(C - 57), 131,9(C - 11), 131,8 (C-16), 1232 (C
-7, 122,7(C - 10), 122,6 (C - 15), 121,2(C - 2), 117,2 (C - 4), 116,7 {(C-96), 1158
(C-8), 113,5(C - &), 106,1 (C - 1'}, 61,8 (OMe), 56,3 (OMe), 25,8 (C - 13), 25,7 (C -
18),22,7(C-9), 22.,5(C - 14), 17,9 (C - 12), 17,8 (C - 17).
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3 - SINTESES

3.1 -Bromoolefing 46: (-)-1S-cis - 1 - (2°,2°- dibromoetenil) - 2,2 - dimetil - 3 - (37-
oxobutil) ciclopropanoc.

Oz0mio foi borbulhado em uma solugdo de {(+) - 2 - careno (lg :
7,34 moles) em CH,Cl, (50 mL). Depois de 1h, antes que a reaco
| 5¢  completasse, nitrogénio foi borbulhado na solugdo para
{"eliminar o excesso de ozbnio e, em seguida, PPh; (1.4 g) foi

adicionado ao meio reacional. A reac3io foi deixada a temperatura

ambiente até atingir 0°, o solvente foi parcialmente evaporado € o
residuo foi adicionadc 2 uma solugdc de PPh; (8,0 g ; 30,5 mmoles) e CBr, (4,8¢ ;
20,16 mmoles) em CH,Cl, (50mL)}. Apés 10 min. de reagdo, o solvente foi evaporado
¢ a purificagdo do produto bruto em coluna cromatogrifica, eluida com hexano:
acetato de etila 30%, forneceu 1g da bromoolefina 46 (42 % de rendimento nas
duas etapas).

Forma fisica : liquido marron

[a]® = -39,4 (CHCL;, c.4.0)

IV (filme): viox 2948, 2911, 1716, 1363, 1165, 766 cm™.

EM (70eV) ion molecular m/z 324 (ausente), principais fragmentos m/z (%)
253 (3), 266 (3), 185 (14), 119 (7), 106 (38), 43 (100).

RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) 8: 6,10 (1H, d, J=8,6 Hz, H- 1), 2,45 (2H,
t,J=77Hz H-27), 2,16 3H, s, H-47),1,71 - 1,50 (2H, m, H- 1"), 1,40 (1H, t, J =
8,6 Hz, H - 1), 1,12 (3H, s, Me sobre C - 2), 1,00 (3H, s, Me sobre o C -2), 0,93
(1H, g, J=8,6 Hz, H - 3).

RMN “C (75,7MHz, CDCly/ TMS) 8. 208,9(C-37), 135,8(C-17), 88,1 (C -
27),43,4(C-27), 3L1{C-3),30,3(C-1),30,1(C-4"),287 (Me sobre o C - 2),
226 (C-2), 19.8(C-17), 15,8 (Me sobre o C-2).
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3.2 - Bromoolefina acetal 46a

Uma quantidade catalitica de acido p - toluenossulfénico foi

adicionada a uma solucio da bromoolefina 46 {1g, 3,08 mmoles) e
RS 3,, etileno glicol (2mL) em benzeno (70 mL). A mistura reacional foi
g aquecida sob refluxo (5 hs) com continua eliminagio de 4gua usando-
se Dean - Stark. Et;O (50mL) foi adicionado a0 meio reacional e a
solugdc resultante foi lavada com HzO (3 x 100mL) e a fase
organica seca sobre Mg,SO, anidro. A solugfo foi concentradz em evaporador rotativo,
fornecendo 1,2 g do composto 46a {100%)

Forma fisica : sélido marron.

EM (70eV): ion molecular m/z 368 (ausente), principais fragmentos m/z 353
(3}, 266 (3), 185 (14), 145 (5), 97 (100), 43 {98).

RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) 8: 6,13 (1H, d, I = 8,7Hz, H- 1), 3,95 (4H,
m, OCHCH20), 1,65 (2H, m, H-2"), 1,32 (3H. s, H - 47, 1,50 - 1,30 2H, m, H -
17, H-1), 1,15 (3H, s, Me sobre C - 2}, 1,05 (3H, s, Me sobre o C - 2),0,94 (1H, q,
J=8,5Hz H-3).

RMN C (75,5 MHz, CDCL/TMS) §:136,2(C- 1), 109,8 (C - 37, 87,4 (C -
2’), 64,5 {OCHCH0), 385 (C - 2”), 30,9 (C - 1), 30,8 (C - 3), 23,4 (C - 47), 28,5
(Me sobre o C-2), 224(C-2), 19,9 (C-17), 15,5 (Me sobre o C-2).

3.3- Alcino 40a: (+)- IR - cis - 3 - etinil - 2, 2 -dimetil-1-(3’- oxobutil) ciclopropano
etileno acetal.

Uma solugdo de 2,36 M de n-BuLi (3.0 mL, 7,0 mmol} em pentano,
foi adicionada a uma solugio da bromoolefina 462 (1g, 2,99
mmoles) em THF (30 mL) a -78°C, sob atmosfera inerte de No A
mistura reacional foi deixada por 1h, sob agitacio a -78°C e em

segutda por mais 1h 3 temperatura ambiente. H,O foi adicionada ac

meio reacional e a solugfo foi extraida com éter (3 x 30mL). As

fragdes orghnicas combinadas foram secas sobre MgS0, anidro,
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filtradas e concentradas em evaporador rotativo. A purificacdo do produto bruto da
reagdo em coluna cromatografica eluida com hexano: acetato de etila 20%, forneceu
500mg (85%) do alcino 40a.

Forma fisica : 6leo incolor

[alf = + 2,8 (CHCL, . 3,0)

IV (filme): vyne 3312, 2950, 2110, 1377 o,

CG/EM (70 V) ion molecular m/z 192 , principais fragmentos m/z (%) 165
(2), 105 (6), 43 (82).

RMN 'H (300MHz, CDCly/ TMS) &: 3,95 (4H, sl, OCH,CH,0), 1,89 (1H, d,
F=2,4Hz, H-2"), 186- 142 (4H, m, H-1’eH-2"), 1,34 3H, s, H-4"), 1,16 (1H,
dd, J=84 Hze 2,5Hz, H-3), 1,10 (3H, s, Me sobre o C-2), 0,76 (1H, ql, J=8.4,
H-1).

RMN * C (75,7MHz, CDCl;/ TMS) § : 109.9 (C-3),83,0(C-1", 67,6 (C-
27), 64,6 (OCH,CH0), 64,5 (OCH,CH,0), 38,2(C-2"), 29,5 (Me sobre C - 2),
27,6 (C- 1), 23,7(C-4), 21,6 (C - 2), 20,2 (C - 1°), 17,2 (C - 3), 15,9 (Me sobre C -
2).

3.4 - nortailoriona acetal 38a.

Cox(CO)y (420 mg, 1,20 mmol) em tolueno seco (20 mL), sob

Alcino 403 (120 mg, 0,58 mmol) foi adicionado a uma solugdo de
oY
atmosfera de argdnio, & temperatura ambiente. A mistura reacional foi

" agitada durante uma noite na auséncia de luz e, em seguida, foi
filtrada sobre celite. A solugdo resultante foi concentrada em
evaporador rotativo ¢ o residuo purificado sobre aluminia neutra em

coluna cromatografica. O complexo Co,(CO), - alcino foi dissolvido em tolueno 5eco

dentro de wma ampola de vidro e na solugdo foram borbulhadas CO e acetileno durante

10 min. Em seguida, a ampola foi lacrada e aquecida a 70°C por 52 horas. Evaporagio

do solvente e purificagdo do produto bruto em coluna cromatografica eluida com

hexano: acetato de etila 25% forneceu 45mg do derivado acetal 38a {30%).
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Forma fisica : ¢leo incolor

IV (filme) 1 v e 1684, 1600, 1265, 730 cm! |

CG/EM (70eV): ion molecular m/z 264, principais fragmentos m/z (%) 249

(3), 221 (2), 203 (2), 177 (3), 133 (2), 115 (3), 87 (100}, 43 (48}

RMN 'H(300 MHz, CDCIy/TMS)5: 7,25 (1H, m, H-3), 3,904H, m
OCH,CH:0), 2, 58 (2H, m, H- 4), 2,36 (2H, m, H - 4), 1,65 (2H, 1, }=8,7 Hz, H - 27),
L38(GH m H-1"e H-1"), 1,30 (3H, 5, 5 - 47), L17(3H, s, Me sobre 0 C - 27), ¢,
98 (3H, s, Me sobre o C-27), 0, 90 (1H, q,J=87Hz H-3").

RMN C (75,5 Hz, CDCly/ TMS) 8: 210,9 (C - 1), 15,7 (C - 3),143, 2 (C-2),
109, 8 (C - 37), 64,5 (OCH,CH,0), 38,9 (C -2, 33,6 (C-5), 292 {C-3"), 29,0 Me
sobre 0 C - 2), 26,6 (C-5), 23,6 (C-47),22,1(C-1"), 203 (C-2"), 19.8(C-17) e
15,4 (Me sobre ¢ C-2).

3.5 - (+) - nortailoriona 38: (1’S) - cis - 2 -[ 2°, 2’- dimetil 3’- (3"~ oxobutil)

ciclopropil] ciclopent - 2-en- 1 - ona .

A uma solucfo de 38a (45 mg, 0,17 mmoles) em acetona (5 ml)e
duas gotas de agua, sob agitacdo, foi adicionada uma quantidade
catalitica de PPTS. Depois de 3 horas de reagdio, o solvente foi
/"removido em evaporador rotative e o residuo dissolvido em éter

etilico (5 mL). A solugio etérea foi lavada com HO@Gx5ml)e

as fragles orglnicas combinadas e secas sobre Na;50,. A solucdo
fo1 filirada sobre silica gel ¢ concentrada em evaporador rotativo fornecendo 40
mg {98%) do composto 38.

Forma fisica : liquido incolor

[a]f = +26 (CHCL, ¢. 1,0)

IV (filme): Ve, 1707, 1604, 1495 cm™

indice de retengdo (coluna quiral) : 1932

CG/EM (70 eV): fon molecular m/z 220, principais fragmentos m/z (%) 202
(4), 175 (8), 163 (8), 121(4), 105 (12), 91(30), 71(36), 43 (100).



Yarte experimental 121

RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) &: 7,26 (1H, m, H - 3), 2, 58 (2H. m, H -
4), 2,46 (2ZH, t, J=8,7Hz, H-2"), 2,37 (2H, m, H-4), 2,13 (3H, s, H-4"), 1,38 (IH.
dm, H- 17}, I, 16(3H, s, Me sobre o C-27), 0,98 (3H, s, Me sobre o C - 27, 0,87
(1H, q.J=8,7 Hz. H-3").

RMN '°C (75,5Hz, CDCly/ TMS) §: 211,8 (C - 37), 209,7 (C - 1), 157, 3 (C -
3), 143, 5(C - 2),43,9(C - 27),33,9 (C - 5), 30,2(C-4"), 29,2 (Me sobre o C - 2),
28,6 (C-17), 26,8(C-3), 223(C~3"), 20,4(C-27,19,5(C-17), 15,8 (Me sobre
o C-2)

3.6 - Acido 47 - acido - 1 - carboxi - 2,2 - dimetil - 3 - (37~ oxobutil) - (15, 3R)

ciclopropano.

Uma solugdo de 2 - (+) - careno (1g, 7,34 mmoles) em CH,CI, (40
mi), sob agitaglio, a -78° foi tratada com O; A coloracdo azul
| indicou o final da reagdo (1h)e nitrogénio foi borbulhado através
; da solugdo para eliminar o excesso de ozbmio. Me,S (8 mL) foi

adicionado ao meio reacional e a solugdo foi deixada a temperatura

ambiente até atingitr 0° C. O solvente foi evaporado e o composto
47(1,20 g) foi obtido em 89% de rendimento e utilizado diretamente nas etapas
posteriores.

Forma fisica : 6leo incolor

IV (filme): v, 2955, 1710, 1437 em™.

RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) &6: 8, 26 (1H, sl, OH), 246 (2H, t, J =
730 Hz, H-27), 2,16 GH, s, H-47), 1,95 2H, m, H-1"), L43 (1H, d, J= 8§ 42
Hz, H-1).

RMN PC (75,5Hz, CDClL/ TMS) §: 209,2 (C - 17), 178,1 (C-37), 432(C -
273, 33,7(C- 1), 297(C - 3),28,8 (C -47), 28,1 Me sobre o C-2), 26,8 (C - 2),
17,7(C - 17), 13,9 (Me sobre o C-2).
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3.7 -Acido acetal 472
Uma quantidade catalitica de 4cido p-toluenossulfSnico foi
' adicionada a uma solucdo de 4acido 47 (1,2g, 6,25 mmoles) e

™ etileno ghicol (2 mL) em benzeno (70 mL). A mistura reacional foi

J” aquecida sob refluxo (5 hs) com continua remocdo de agua, usando
) - s¢ Dean - Stark . Et; O (50 mL) foi adicionado ac meio, a solugiio
o 2 resultante foilavada com H, O (3x 100 mL), a fase organica seca

sobre Mg;50; anidro ¢ finalmente concentrada em evaporador rotativo, fornecendo
1,50 g (10095 de acido 47a.

Forma fisica : éleo amarelo

RMN 'H (300 MHz, CDClLy/ TMS) 8 3, 95 (4H, sl, OCH,CH,0), 1,80 (4H,
m, H-2" e H-17), L45(1H. d, T= 8,6 Hz, H-1), 1,30 3H, s, H-4"), 1.25
(3H, s, Me sobre C-2), 1,15(3H, s, Me sobre o C- 2}.

3.8 - Alcool acetal 48.

/\\7 A uma solugdo de acido protegido 47a (1g, 4,38 mmoles) em THF
ry

) . .. .
~ anidro (40 mL), sob agitagdo a 0° C, foi adicionado LiAlH, (600

mg). A mistura reacinal foi agitada durante 12 hse, em seguida o
! “excesso de LiAlH; foi destruido por sucessivas adigdes de H, O
(ZmL) e NaOH (3 mL). O precipitado formado foi removido por
filtragdo sobre florisil e o filtrado foi concentrado em evaporador
rotativo. Purificagdo do produto bruto da reagio em coluna cromatografica, eluida
com hexano : acetato de etila 70 : 30 forneceu 600 mg (64 %) do alcool 48,
Forma fisica : liquido incolor
RMN 'H (300 MHz, CDCly/ TMS) 8: 3, 95 (4H, sl, OCHCH,0), 3,64 (2H,
dd, J=24 e 75Hz, H-1"), 1,74- 1L.36 (4H, m. H-1” ¢ H-2"), 1,30 3H,s, H -
47), 1,06 (3H, s, Me sobre C-2), 1,00 (3H, s, Me sobre o C- 2), 0,82(1H, ¢, J=
8,7Hz), 0,59 (1H, g, J =75 Hz).
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RMN **C (75,5Hz, CDCly/ TMS) 8: 110,0 (C - 3”), 64,4 (OCH,CH,0), 59.8
(C-17), 39,2(C-27), 17,7(C-2), 18,5 (C - 1").

3.9 - {+} - v, - cadinéis 8§0a e 80bH%

Em uma solucdo de 0,10 g

G al3

HO

(0,48 mmol) de (£) - octalona
trans em THF anidro (25 ml)
a -78°C, sob agitacdo € em

atmosfera inerte de arglnio,

7 i2 adicionou-se lentamente 2 mlL

80a 80b de uma solugdo de CH;MgBr
(2,8 mmol). Apds o término da reagdo (2 hs) gotejou-se lentamente no meio
reacional uma solucdo de cloreto de ambnio e extraiu-se com éter etilico. As fases
orgénicas combinadas foram secas sobre Na, SO, anidre e concentrada em
evaporador rotativo.

A purificacdo do produto bruto em CC e eluicio com hexano : éter 2%
forneceu 60mg (56%) do cadino! axial 80a. Eluic3o com hexano: éter 10% fornecen
o 20mg (19%) do cadinol equatorial 80b.

Cadinol axial 80a

Forma fisica: dleo incolor

RMN 'H (300 MHz, CDCl,/ TMS) &: 5,41 (1H, sL H-7), 1,64 (3H,s,H-9),
1,44 (1H, ddd, J = 1,3 Hz, H - 4a), 1,19 (IH, ddd, J = 5Hz, H - 8a), 1,17 (3H, s, H-
13),092 (3H,d,J=74Hz, H-11), 0,77 (3H,d, J=74Hz, H- 12). o

Cadinol equatorial 80b

Forma fisica: s6lido incolor

RMN 'H (300 MHz, CDCl;/ TMS) §: 5,43 (IH,s, H-7), 1,64 (3H,s,H-9),
1,34 (1H, ddd, J=1,3 Hz, H- 4a), 1,31 (1H, m, J=5Hz, H- 8a), 1,11 3H, 5, H- 13)
092(3H,d,1=72Hz, H-11), 0, 75(3H,d, J=74Hz, H- 12).
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3.10- Cadinol protegido 85:

Em uma solucdo de 60mg (0,27 mmoles) de cadinol axial

b al3
80a dissolvida em 5 mL de THF anidro e sob atmosfera

de argbnio, foram adicionados 70 mg (2,91 mmoles) de
NaH e deixadas por 10 min. Em seguida 0,20 ml (2,81
mmoles) de iodeto de metila foram adicionados lentamente
1177 SI12 46 meio reacional e apés o término da reacgdio (2.5 hs,
CCD), H,0 foi adicionada lentamente ac meio, a solucdo foi filtrada e
evaporada. O residuo foi dissolvido em 10mL de éter, lavado com H,0(3x 5
ml}) e a fase orglnica foi seca sobre Na,SO, e evaporada. Filtracdo do
produto brute em silica gel, forneceu 60 mg (94%) do cadinol protegido 85.

Forma fisica: élec incolor

RMN 'H (300 MHz, CDCl; / TMS) &: 5,40 (1H, s, H - 7), 3,09 {OMe), 1,55
(3H,s,H-9), 1,08 GH,s,H-13), 00,90 3H,d,J=7,4Hz, H-11), 0,75 (3H,d, J
=7,4Hz, H-12).

3.11- Isctiocianatos 86a e 86b e tiocianatos 87a e 87b
Preparaciio da solucie de HNCS - CH(l..

Uma suspensédo de 7,3 (0,26 moles) de KSCN, pulverizado, em CHCL{30mL)
foi triturada com 11,2 (0,23 moles) de KHSO; por 5 min. Apdés decantar a
solugdo de HNCS - CHCl;, adicionou - se mais 5mL ao solido remanescente e
decantou - se¢ novamente. As duas solugbes foram combinadas para dar 12 mL
(0,3 mmoles de HNCS). A proporgio de solugiio de HNCS - CHCl; e substrato

nas reacdes € de 10:1.
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30 mg (0,14 mmoles) do cadinol
85 ¢ um excesso de solugdo de
HNCS - CHCl; foram deixados a

temperatura ambiente, sob agitagio

_. e protegidos da luz por 5 dias
36(8 b) 37(3 b) .. {controle por CCD). Apés filtracdo

dos residuos de polimerizacdo do acido, o filtrado foi lavado com dgua, seco
sobre Na;SOs ¢ o solvente evaporado em evaporador rotativo fornecendo 40 mg
de produto bruto. A seperagdo da mistura em coluna cromatogrifica eluida com
hexano forneceu 20 mg do cadinol protegido de partida. A eluicio com hexano
acetato de etila 5% fomecen 10 mg de uma mistura de cadinol e dos
isotiocianoterpenos 86a, 86b, 87a e 87 b que foram detectados por CG/EM
(70eV) (condigdo n° 2):;

compostos 86a ¢ 86b (t; 9,23 e 1, 9,28) : ion molecular m/z 295, principais fragmentos
m/z (%) 263 (2}, 205 (100), 204 (70), 161 (98), 119 (70).

compostos 87a ¢ 87b (t, 11,0 e t, 13,4) : ion molecular m/z 295, principais fragmentos
m/z (%) 263 (2), 205 (80 e 90, respectivamente), 204 (96 e 60, respectivamente), 161
(85 e 100, respectivamente), 119 {60 e 70, respectivamente).

3.12- Isotiocianato 88 e tiocianato 89.

0,50g (0,0022moles) de
bisabolol 82 ¢ wum excesso
de HNCS/CHC1L; (20 mL, 0,025
moles) foram deixados a
temperatura  ambiente  sob

agitacdo por 6 dias {controle

por CCD). Apés filtracdo para
eliminar residuos de polimerizacdo do acido, o filtrado foi lavado com H,O, seco

sobre Na,SO, e evaporado em evaporador rotativo. A purificagdo do produto bruto
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da reagdo em CC e eluigdo com hexano: acetato de etila 20% forneceu 134mg do

isotiocianato 88 (24%). Eluicdo com hexano:acetato de etila 25% forneceu 67 mg
do tiocianato 89 (11%)

Isgtiocianato 88 -

forma fisica: 6leo amarelo

RMN 'H (306 MHz, CDCl;/ TMS) §: 5,35 {m, H-2), 1,64 (s, Me sobre C - 1),
1,45(1, H-47), 1.38 (s, Me sobre C - 57), 1,10 (s, Me sobre C - 1)

RMN "’C (75,5 Hz, CDCly/ TMS) & 134.2 (C - 1), 130,3 (NCS), 120,4 (C - 2,
7A0(C-17), 61,3 (C-5%), 43,3 (C-4%), 43,1 (C-4),39,9(C -2, 289 (C - 6),
28,7 (Me sobre C-1'),23.2 (Me sobre C- 1)

Tiocianato 89 ;

Forma fisica: dleoc amarelo

RMN 'H (300 MHz, CDCL/ TMS) &: 5,35 (m, H - 2), 1,64 (s, Me sobre C - 1),
1, 50 (s, Me sobre C-5"), 1,10 (s, Me sobre C - ).

RMN "°C (75,5Hz, CDCly/ TMS) §: 134.2 (C - 1), 120,4 (C - 2), 111,9 (SCN),
74,1(C-17), 56,0 (C-57),43,9(C-4"),43,6 (C-4),40,5(C-2),28%C-6), 287
(Me sobre C-17), 23,2 (Me sobre C- 1),

3.13 -Isotiocianoterpenos 91a e 91

e

= NCS 10mg (0,05 mmol) de (+/-) - v - cadineno 90 e um excesso de

soluglo de HNCS - CHClL foram deixados 2 temperatura
X : ambiente, sob agitagdo e protegidos da luz por 36 hs (controle
g por CCD). Depois deste tempo, a solugdo foi filtrada para
/L\ eliminar os residuos de polimerizagdo do 4cido. Novamente,

um excesso de solugdio de HNCS - CHCL; foi adicionado a solucdo filtrada ¢ a
reagdo foi deixada a temperatura ambiente, sob agitagio por mais 12 hs. Em

seguida, a solugdo foi filtrada e analisada por CG/EM (70eV, condigdio n° 6);
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compostos 91a (t; 11,2): ion molecular m/z 263, principais fragmentos 204 m/z
(70} (20), 161 (80), 119(100), 41 (28).

composto 91b (t, 11,8): ion molecular m/z 263, principais fragmentos m/z (%)
205 (100), 161 (74), 119 (74), 105 (88), 41 (58,4).

3.14- Bisabolenos 83a, 83b e 83¢:

L2g (53 mmoles) de
bisabolol 82 foram
dissolvidos em 0,5mL (3.0
minoles) de piridina seca.
A solucdo foi resfriada 3 0°
C e, sob agitagdo, 2.5 mL
(6,3 mmoles) de SOCI, foram
adicionados gota a gota ao

meio reacional durante 5 min. e apos o término da reacdo (48hs), 50 mL de

¢ter etilico foram adicionados ao meio e a mistura foi deixada sob agitacdo.
Em seguida a fracdo etérea foi lavada com Hy0 (3x 20mL), seca sobre Na,SO,
¢ concentrada em evaporador rotativo. A purificagdo do produto bruto em CC,
cliida com hexano fomneceu 600 mg (56%) da mistura dos bisabolenos 83a e
83 (bec) numa proporgio de 1,5: 1(CG - programagdo n° 1)

Bisaboleno terminal 83a:

Forma fisica : liguido incolor

RMN 'H (300 MHz, CDCl; / TMS) &: 5,41 (m, H - 2), 5,10 (m, H - 4%, 4,73
{(ZH,d, H, C=), 1,68 (s, Me sobre H-1), 1,61 {s, Me sobre H-5"), 1,60 (s, H-6").

RMN *C (75,5 Hz, CDCly/ TMS) 5: 154.0 (C-17, 134,06 (C- 1), 131,0 (C -
57), 1240 (C - 4%), 108,0 (H,C =), 40,0 (C - 4), 35,0 {(C-37), 256(C-6"), 234
(Me sobre C-1), 17,6 (Me sobre C-57.
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Bisabolenos 83b e 83c¢:

RMN 'H (300 MHz, CDC1, / TMS)8: 541 (m, H-2), 5,10 (m,H-4"¢ H-
27), 2,70(t, H-3"), 1,68 (s, Me sobre H - 1), 1,63 (s, Me sobre C - 17), 1, 61 (s,
Me sobre H-5"), 1,60(s, H-6").

RMN "*C (75,5Hz, CDCly/ TMS) §: 1392 (C-1"do E - bisaboleno), 138,9 (C
- 1" do Z - bisaboleno), 133,5(C - 1), 131,3(C-5), 123.8(C - 4° do Z-bisaboleno),
123,7(C - 27), 1ZL9(C - 4’ do E - bisaboleno), 42,9 (C-4 do E - bisaboleno),
35,5(C - 4 do Z - bisaboleno), 309 (C-6), 192 (Me sobre C-1"do Z -
bisaboleno), 14,2 (Me sobre C-1"do E - bisaboleno).

3.15 - Isofiocianatos 84a e 84h

0,10g (0,5 mmoles) da
mistura dos bisabolenos 83
{a,bec) e um excesso de
solugdio de HNCS - CHClL,
(10mL, 6,5 mmoles) foram
deixadas & temperatura

ambiente, sob agitagdo por 2

hs (controle da reagdo foi
feita por CG até o consumo total do bisaboleno terminal 83a). Apoés filtracio
para eliminar produtos da polimerizagio do acido, o filtrado foi lavado com
Hy0, seco com Na,SO; e concentrado em evaporador rotativo. A purificacdo
do produto brutoc em CC e eluigio com hexanc:acetato de etila 5% forneceu
a mistura de diastereoisdmeros 84a e 84b em 77,.8% de rendimento (calculado

a partir do bisaboleno terminal 83a).
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Forma fisica: liquido incolor

RMN 'H (300 MHz, CDCl,/ TMS) &: 5,38 (m, H-2), 5,10 (m, H - 4"}, 1,69 (s,
Me sobre C - 1), 1,64 (s, Me sobre C-5°),1,63 (s, H- 67y, 1,34 (s, Me sobre C -
I’ do isOmero 84a), (s, Me sobre C -1’ do isdmero 84b).

RMN °C (75,5 Hz, CDCly/ TMS) &: 134,5 (C - 5' dos isdmeros 84b), 134.2
(C C- 5 do 1sdmero 84a), 132,9 (C - 1 dos isdmeros 84a e 84b), 123.2 {C -~ 4 dos
isbmeros 84a e 84b), 120,1(C - 2 dos isdmerc 84a), 119,8 (C - Z do isGmero 84b),
67,2 (C - 1' do isbmero 84b) , 67,0 {C - 1" do isbmero 84a), 43,2 (C - 4 do isdmero
84a), 42,8 (C -4 do isdbmero 84b), 23.5 {Me sobre C - 1 do isbmero 84a), 23,2(Me
sobre C - 1 do isbmero 84b), 228 {Me sobre C-1' do isbmero 84b), 22,7 (Me

sobre o C - 1' do isbmero 84a).
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E §1 - Espectro de RMN' H (300 MHz, CDCi,/TMS) do produto natural 17.
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E 03 - Espectrode RNM" C (75,5 MHz, CDCI/TMS) do produto natural 17.
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E 05 - Espectro DEPT {135° ¢ 90%) do produto natural 17.
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E 06 - Expansio do espectro E-05 (8 120 -138) do produto natural 17.
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E 07 - Expansio do espectro E-05 (8 15 - 65) do produto natural 17.
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¥ 09 - Expansdo do espectro E-08 do produto natural 17.
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E 11 - Expansio do espectro E-10 do produto natural 17.
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E 15 - Expansio do espectro de E-14 do produto natural 17.
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E 17 - Expansdo do espectrc de E-14 doproduto natural 17.
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E 18 - Espectro de diferenga de NOE do composto 17.
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E 19 - Espectro de diferen¢a de NOE do composto 17.
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E 20 - Espectro de massas (70 €V) do produto natural 17.
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¥ 22 - Espectro no UV (CH,CN ) do produto natural 17.
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E 23 - Espectro de RMN' H (300 MHz, CDC1y/TMS) do produto natural 19.
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E 24 - Expansido do espectro E-23 (8 1,0 - 4,0) do produto natural 19
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E 25 - Espectro de RMN" C (75,5 MHz, CDC1,/TMS) do produto natural 19.

E 26 - Expansdo do espectro E-25 (8 110 - 145) do produto natural 19.
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E 27 - Expansfo do espectro E-25 (5 15 - 65) do produto natural 19.
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E 28 - Espectro de DEPT (135° ¢ 50°) do produto natural 19,
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E 29 - Expansio doespectro E-28 (8 120 - 138 ) do produto natural 19.

E 30 - Expansio do espectro E-28 (8 20 - 63) do produto natural 15
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E 32 - Expanso do espectro E-31 do produto natural 19.
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E 33 - Espectro 2D ('H, “C-HETCOR) do produto natural 19.
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E 34 - Expans8o do espectro E-33 do produto natural 19.
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E 35 - Expanséo do espectro E-33 do produto natural 19,
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E 36 - Espectro 2D ("H, “C-COLOC) do produto natural 19.
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E 37 - Expansdo do espectro E-36 do produto natural 19,
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E 38 - Expansfo do espectro E-36 do produtc natural 19.
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E 39 - Espectro de massas (70 eV) do produto natural 19.
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E 42 - Espectro de RMN' H (300 MHz, CDCI/TMS) do produto natural 21.

T H T YT TR
1 3.7 ER) g Z.b 2.4 2.2 2.0 P

e
E J\

EENEREEDEEREF| li! TTHFTT ii TTTETTT
1e 7 ]

TTTTTTY E T 77T iln;;u;.uuiuwu T 44\1;\ YT T TI TR TT
&.d £.1 5.8 Jb 5.2 5.0 pre 4.3

JL

¥ 43 - Expansdodo E-42 (8 7,3 - 2,1) do produto natural 21
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E 44 - Espectro de RMN" C (75,5 MHz, CDCl,/TMS) do produto natural 21.
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¥ 45 - Expansio do espectro E-44 do produto natural 21.
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E 49 - Espectro 2D (‘'H, "C-HETCOR) do produto natural 21,
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E 50 - Expansio do espectro E-49 do produto natural 21
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E 51 - Expansdo do espectro E-49 do produto natural 21.
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Espectro 2D ('H, "C-COLOC} do produto natural 21.
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Expansdo do espectro E-52 do produto natural Z1.
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E 54 - Expansdo do espectro de E-32 do produto natural 21
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E 38 - Espectro no UV (CH;CN ) do produto natural 21.



Espectros

179

4301 e DeARE

P LS SReHRcE SO
BATE B4=R8-33

iR ]

e 8

i?li}({iiﬁi Eig{liléi!!i'! !I;l l!{liiié!i i é!i&!gi iijiliIiilgiii!![iigiii!;ii!ég%ﬁii

E 59 - Espectro de RMN' H (300 MHz, CDCI;/TMS) do produto natural 23.
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E 60 - Expansdo do espectro E-59 (8 1.0 -3.5) do produto natural 23,
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E 61 - Espectro de RMN" C (75,5 MHz, CDCI/TMS) do produto nateral 23 ..
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E 62 - Expansdo do espectro E-61 (8 137 - 120) do produto natural 23.
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E 63 - Expansdo do espectro E-61 (8 63 -20) do produto natural 23,
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E 64 - Espectro DEPT (135° ¢ 90°) do produte natural 23,
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¥ 65 - Expansgo do espectro E-64 (8 137 - 120) do produto natural 23.
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E 66 - Expansio do espectro do E-64 (& 65 -15) do produto natural 23,
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E 68 - Expansio do espectro E-67 do produto natural 23.



Espectros

185

=

=~ @

[5Y]

=B

™3

1 o

fard

-5

o L

a =
n. S ¥ 7 H & ¥ H 1 11

et

= 4% = -3 & b 2 o8 = [==]
ol a o L3 a
P = er o8 o o na o -

F2 (PPN}
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187

Espectros

{rda) 24

4% . B L 48

opr__ Ogt o

L

E 71 - Expanséo do espectro E-7( do produto natural 23.



Especires

188

24,8 23%8 23,0

¥
+

R4.H

T

i.lﬁ

26.0 28,

26,8

7.8

Fi

3.4
3.2
3.8
2.8
2.8
2.

2.8

1.8

1‘5’

i.4

1,2

F2 ippd
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E 76 - Espectro de massas (70 eV} do produto natural 23
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E 77 - Espectro no IV (filme) do produto natural 23.
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E 79 - Espectro de RMN' H (300 MHz, CDCI/TMS) do produto natural 25.
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E 80 - Expansfo do sspectro E-79 (& 7,7 - 4,6) do produto natural 25
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E 81 - Expansdo do espectro E-79 (& 2.0 - 3.7) do produto natural 25.



TANEE

B - e A L -

e

B

Espectros

195

RIS VI WL SAYRE

THE PLIE ERDER B
W s
FLVET @3
me 8

f |f§iil!;!lr;lEi,;!%ii;r‘?!;i‘}liii?il!IiI?F1171g’??T!!I@“»‘i”l’}{Ei?i?!!!gil?l}}lil;iHE;T?’IF}}%HW‘
220 200 188 168 B 128 00 t80 20 40 2] e

E 82 - Espectro de RMN” C (75,5 MHz, CDCl/TMS) do produte natural 23,

g

FTE T T TP T T T PR TET T T L VIV R T O T T AT P TTIR VTTR L N s ey e
(R0 1 o N 1 126 124 182 feh
L byl bn Bl o
T =T 1"7"! T™T g T 1T ] [N !'% iy T g‘”i’"'? 1 i_i E I R B | ' L B ! | ’ .
i [l o et 45 4% 34 36 25 2T

E 83 - Expansdo do espectro E-82 do produto natural 25
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E 85 - Expansdo do espectro E-84 (8 75 - 20) do produto natural 25.
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K 88 - Espectro 2D ('H, PC - HETCOR) do produto natural 25.
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Espectros

202

=
[ -
e 5
0ng
————— . .
e —— ——
PUURIVIRRRIE -
- )
S s
W?—n—ﬁ{ = =
-]
. =
j— .
e S
f-=1
Ll
al =
=
=
— = 2]
-
-
—
[ e
1]
-
-t
o2
-]
-
— -
o
-]
-
R =
e
ot
D ey
= o
i H F ¥ T I} ™
==t P
-
[ Y9y = fan L= i) = m [yF) al

F2 [PPH]

E 91 - Espectro 2D

(*H, *C - COLOC) do produto natural 25.
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E 92 - Expansdo do espectro E-91 do produto natural 25.
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E 93 - Expansio do espectro E-91 do produto natural 25
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E 97 - Espectro de RMN' H (300 MHz, CDCIL/TMS) do produto natural 27.
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£ 100 - Expansdo do espectro E-99 do produto natural 27.
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E 101 - Espectro DEPT (135° e 90°) do produto natural 27.
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E 102 - Espectro 2D ('H, 'H-COSY) do produto natural 27.
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E 103 - Expansio do espectro E-102 do produto natural 27.
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E 110- Expansio do espectro E-109 do produto natural 27.
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E 112 - Expansio do espectro E-111 do produto natural 27.
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E 170 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI;/TMS) do composto 89.
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E 171 - Espectro de RMN “C (75,5 MHz, CDCL/TMS) do composto 89.
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E 175 - Espectro 2D ('H, "C-HETCOR) do composto 89.
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E 178 - Espectro de RMIN "H(300 MHz, CDC1,/TMS) da mistura de bisaboleno 83(a, b, ¢).
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F, 179 - Espectro de RMN" C (75,5 MHz, CDCL/TMS) da mistura de bisaboleno 83 (2, b, ¢).

E 180 - Expansdo do espectro E-179 da mistura de bisaboleno 83 (a, b, ¢).
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E 181 - Espectro DEPT (135° ¢ 90°) da mistura de bisaboleno 33 (a, b, ¢).

E 182 - Expansdo do espectro E-181 da mistura de bisaboleno 83 (a, b, ¢}.
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E 183 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCL/TMS) da mistura de compostos 84 (a ¢ b).
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¥ 184 - Expansdo do espectro E-183 da mistura tura de compostos 84 (ae b}
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£ 185 - Espectro de RMN" C (75,5 MHz, CDC1;/TMS) da mistura de compostos 84 (ae b).
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E 186 - Expansio do espectro E-185 da nustura de compostos 84 (a e b).
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E 187 - Espectro DEPT (135° ¢ 90°) da mistura de compostos 84 (a e b).
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E 191 - Expansdo do espectro E-190 do éleo estaminal da espécie de Clusia gradiflora masculina.
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E 193 - Expanséo do espectro E-192 do dlec estarinal da espécie de Clusia gradiflora masculma.
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E 194 - Espectro de RMN "H(300 MHz, CDCL/TMS) do 4lcool 28.
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E 195 - Espectro de RMN" C (75,5 MHz, CDCIL/TMS) do alcool 28.
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E 196 - Espectro DEPT (135° e 90°) do aleool 28.



